
HAL Id: tel-04332675
https://theses.hal.science/tel-04332675v1

Submitted on 9 Dec 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Diversité des bactériophages et interactions au sein des
communautés microbiennes de matrices cidricoles

Pierre Ledormand

To cite this version:
Pierre Ledormand. Diversité des bactériophages et interactions au sein des communautés microbiennes
de matrices cidricoles. Microbiologie et Parasitologie. Normandie Université, 2022. Français. �NNT :
2022NORMC270�. �tel-04332675�

https://theses.hal.science/tel-04332675v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


THÈSE
Pour obtenir le diplôme de doctorat

Spécialité PHYSIOLOGIE ET BIOLOGIE DES ORGANISMES - POPULATIONS -

INTERACTIONS

Préparée au sein de l'Université de Caen Normandie

Diversité des bactériοphages et interactiοns au sein des
cοmmunautés micrοbiennes de matrices cidricοles

Présentée et soutenue par
PIERRE LEDORMAND

Thèse soutenue le 08/12/2022
devant le jury composé de

M. YANN DEMARIGNY Chercheur HDR, Université Lyon 1 Claude Bernard Rapporteur du jury

MME CLAIRE LE HENAFF - LE MARREC Professeur des universités, INRA Centre de
Bordeaux Aquitaines Rapporteur du jury

M. XAVIER BELLANGER Maître de conférences HDR, Université de Lorraine Membre du jury

MME MARION DALMASSO Maître de conférences, Université de Caen
Normandie

Membre du jury
Co-encadrante

M. MICHEL GAUTIER Professeur, AGROCAMPUS OUEST Président du jury

Thèse dirigée par NATHALIE DESMASURES (Aliments bioprocédés toxicologie
environnements)





   

 

Pour obtenir le diplôme de doctorat 

Spécialité Physiologie et biologie des organismes – populations – 

interactions 

Préparée au sein de l’Université de Caen Normandie 

Diversité des bactériophages et interactions au sein 
des communautés microbiennes de matrices 

cidricoles 

  

Présentée et soutenue par 

Pierre LEDORMAND 

 

Thèse dirigée par le Professeur Nathalie DESMASURES et co-encadrée par le 
Docteur Marion DALMASSO 

UR4651 - Aliments Bioprocédés Toxicologie Environnements 

 
Thèse soutenue publiquement le 8 décembre 2022, 

 
devant le jury composé de : 

 
 

Madame Claire LE HÉNAFF- 
LE MARREC 

Professeur 
Université de Bordeaux 

Rapportrice 
 

Monsieur Yann DEMARIGNY 

Docteur - HDR 
Université de Lyon 

Rapporteur 
 

Monsieur Michel GAUTIER 

Professeur 
Agrocampus Ouest 

Examinateur 

Monsieur Xavier BELLANGER 

Docteur HDR 
Université de Lorraine 

Examinateur 
 

Madame Marion DALMASSO 

Docteur 
Université de Caen 

Co-encadrante de thèse 
 

Madame Nathalie DESMASURES 

Professeur 
Université de Caen 
Directrice de thèse

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

« La vie, c’est comme une boîte de chocolats,             

on ne sait jamais sur quoi on va tomber » 

- Forrest Gump - 

  



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

REMERCIEMENTS 
 



  

 



 Remerciements 

 

 En premier lieu, je tenais à remercier tous les membres de ce jury de thèse, qui ont 

accepté d’évaluer et de juger ce travail.  

 Au Professeur Claire Le Hénaff - Le Marrec et au Docteur Yann Demarigny, merci 

d’avoir accepté d’être rapporteurs de cette thèse. 

 Aux Docteurs Michel Gautier et Xavier Bellanger, merci d’avoir accepté d’être 

examinateurs de cette thèse.  

 Je remercie tout particulièrement ma directrice de thèse, Pr Nathalie Desmasures. Tout 

d’abord, merci de m’avoir fait confiance pour présenter ce projet au concours de l’école 

doctorale, j’en suis très reconnaissant. Merci également pour ta pédagogie, tes conseils et tes 

encouragements pendant ces trois années, il s’agit d’une aide précieuse pour la réussite du 

doctorat.  

 Je tiens ensuite à dire un grand MERCI à ma co-encadrante de thèse, Dr Marion 

Dalmasso. Merci également de m’avoir fait confiance pour mener à bien ce projet de thèse et 

pour m’avoir transmis ta passion des bactériophages. Merci pour ta gentillesse, ta 

disponibilité, ta réactivité, ton implication, tes conseils et tes encouragements tout au long de 

ces trois années. Merci également pour les moments partagés à l’extérieur du laboratoire et 

désolé si certaines de tes soirées ont été polluées par des matchs de Ligue des Champions en 

compagnie Fabien ! Ce fut un réel plaisir pour moi d’avoir travaillé à tes côtés, j’espère que cela 

fut réciproque.  

 Je remercie également les personnes ayant participé à mes comités de pilotage, Pr Alain 

Rincé, Dr Éric Dugat-Bony et Dr Xavier Bellanger, pour leurs conseils et leur expertise 

scientifique, même si ces réunions ont dû se faire en visio avec la crise du Covid.  



 Remerciements 

 

 Je remercie également les personnes avec lesquelles j’ai collaboré et avec qui les échanges 

scientifiques étaient très pertinents, particulièrement Benoit Bernay, Christophe Monnet, 

Olivier Rué, Cédric Midoux, Didier Goux et André Sesboüé.  

 Merci également aux membres de mon comité de suivi individuel pour les conversations 

autour de la thèse, Raphaëlle Tourdot-Maréchal, Yann Guiavarc’h, Sylvie Chevalier et Marion 

Aubourg, même si peu de sujets scientifiques ont été abordés. 

 J’adresse mes remerciements à tous les membres de l’UR ABTE, en particulier au Pr 

François Sichel, pour m’avoir accueilli au sein du laboratoire ainsi que pour les échanges lors 

des conseils de gestion et autres réunions.  

 Merci également à toute l’équipe du campus 2, EcoTEA, pour leur accueil lors de mes 

manips de GC-MS. Un clin d’œil particulier à Jérôme et son expertise des composés volatiles 

et à Baptiste pour son aide précieuse lors des injections d’échantillons de GC-MS, ce qui m’a 

évité quelques allers-retours avec le campus 1 !  

 Merci à tous les membres de l’équipe MALIM pour ces trois années de thèse, pour les 

pauses café dans la bonne humeur, même si le Covid est venu gâcher un peu tout ça... Merci à 

Marina, Jean-Marie, Margot, Jean-Michel B, Marion B, Caroline A, Jean-Michel P, Boris, 

Caroline Au, Anne Cécile, Julien, Erwan, Florian, Céline, Simon et Chloé.  

 Merci aux différents stagiaires de passage, en particulier Morgane et Sarah que j’ai pu 

encadrer, au pyrénéen Brice, mais aussi à mes deux Italiens préférés, Nicholas et Eugenia, nos 

échanges de vocabulaire furent très drôles (et trop court) ! Merci également à Hugo, même si 

la rivalativé Bretagne-Normandie a souvent été débattue, nos discussions sportives et nos 

petites parties de futsal fûrent de très bons moments ! Je te souhaite bon courage pour tes 

futurs projets ! 



 Remerciements 

 

 Une attention particulière pour toutes les personnes parties trop rapidement du 

laboratoire. Boussad, notre passion pour le sport et nos discussions sur les paris sportifs m’ont 

rapidement manqué. Sara, ton accent chantant espagnol apportait de la bonne humeur dans 

l’équipe et a laissé un vide. Merci pour les petits moments hors labo, je vous souhaite le 

meilleur, vous le méritez tous les deux.  

 Merci à Alexandra de m’avoir bien accueilli parmi les doctorants, pour toutes les 

discussions, plus ou moins sérieuses, ainsi que pour les anecdotes partagées ensemble. Cela 

restera de bons souvenirs ! 

 Merci au vendéen et canari Fabien, pour les échanges scientifiques, les discussions 

sportives, les petites sorties trail ou encore les soirées Ligue des Champions généralement 

autour d’une petite mousse ! Bon, tu n’auras pas encore réussi à me faire aimer ta passion 

pour le golf, mais ça, je pense que c’est voué à l’échec !  

 Je remercie également mes compagnons de sorties vélo, avec qui j’ai pu parcourir 

quelques kilomètres, j’espère que vos jambes s’en souviennent ! Clovis, le plus chauvin des 

Belges, mais à l’heure où j’écris ces remerciements, les Français sont encore champions du 

monde, tout comme en vélo… Bastien, ton sens de l’humour m’aura bien fait rire, peut-être à 

bientôt sur un triathlon où j’espère rattraper à vélo l’avance que tu auras prise en natation ! 

Julien, merci de m’avoir fait découvrir quelques petites bosses du Pays d’Auge, c’est dommage 

d’avoir appris que tu faisais du vélo qu’à la fin de ma thèse…   

 Comment ne pas remercier toute la bande des copains, qui a vu le jour à l’IUT GB, il y a 

plus de 8 ans maintenant ! Les moments passés ensemble sont toujours aussi drôles, comme 

l’atteste notre semaine de vacances au ski ou les différents week-ends passés ensemble chez les 

uns et les autres !  



 Remerciements 

 

 Parmi eux, la bande Caennaise, Maïwenn, Camille, Bertille, et mes deux complices, les 

jumeaux Ludo et Micka (# les Tournas), merci pour tous les moments passés ensemble. Notre 

passion commune pour le vin, les soirées au stade Michel d’Ornano (il faut sacrément aimer 

le foot et le SM Caen pour aller voir certaines prestations de L2, mais le club semble repartir 

sur de bons rails…), les apéros-repas chez les uns et les autres ou à la plage ou encore les petits 

futsal. Cela a été des moments importants au cours de ces trois années ! J’espère que ces liens 

resteront tissés très longtemps.  

 Aux autres copains de la bande, expatriés à d’autres coins de l’hexagone, que ce soit chez 

les rivaux Bretons pour Flavie et Maxime, ou chez les Ch’tis et les Lyonnais pour Arthur, 

Valentin et leurs compagnes, les retrouvailles sont toujours aussi bonnes ! 

 Je souhaite par-dessus tout remercier toute ma famille, mais également toute ma belle-

famille, qui m’a accueilli de la meilleure des manières.  

 Je pense forcément à mes grands-parents qui ne sont plus présents, je sais que de là où 

vous êtes, vous êtes fier de ce que j’ai accompli. Papi, merci de m’avoir fait don de quelques 

litres de cidre pour mes recherches, et Mamie, un merci particulier pour les pots de confiture 

maison.  

 Merci à mes deux petites sœurs, Manon et Coline, pour les moments passés ensemble, 

on ne se le dit sûrement pas assez, mais vous êtes très importantes pour moi. Merci à mes deux 

beaux-frères, Thomas et Antonin, pour les fous rire, les séances de sport que ce soit à vélo ou 

à pied et même maintenant de natation, les soirées et votre bonne humeur à toute épreuve.  

 Papa et Maman, ces quelques mots ne suffiraient pas pour vous remercier de tout ce que 

vous avez fait pour moi. Sans vous, rien n’aurait été possible. Merci de m’avoir toujours mis 

dans les meilleures dispositions, de votre soutien indéfectible et des valeurs que vous m’avez 

inculquées.  



 Remerciements 

 

 Mes dernières pensées s’adressent tout naturellement à Aurélie. Tu as toujours su me 

soutenir, me booster, me motiver, dans les bons comme dans les moments de doute. Ces 

quelques lignes ne suffiraient pas pour décrire ce que je ressens pour toi, ni pour expliquer 

pourquoi tu es devenue ma femme. Un chapitre se ferme avec la fin de nos thèses respectives, 

mais plein d’autres vont s’ouvrir, tant il nous reste de choses à écrire ensemble. Je t’aime.



 

 



 

 

 

 

SOMMAIRE 



 

 



  Sommaire 

 

LISTE DES FIGURES ________________________________________ - 1 - 

LISTE DES TABLEAUX _______________________________________ - 5 - 

LISTE DES ABREVIATIONS __________________________________ - 9 - 

AVANT-PROPOS ____________________________________________ - 13 - 

INTRODUCTION ___________________________________________ - 17 - 

1. Les bactériophages _______________________________________________ - 19 - 

1.1 Les bactériophages au cours du temps _______________________________________ - 19 - 

1.1.1 Historique _________________________________________________________ - 19 - 

1.1.2 Utilisation des bactériophages et réglementation de leur usage ________________ - 20 - 

1.1.3 Définition et classification _____________________________________________ - 23 - 

1.1.3.1 Définition des phages _____________________________________________ - 23 - 

1.1.3.2 Les génomes phagiques ___________________________________________ - 23 - 

1.1.3.3 La classification des phages ________________________________________ - 24 - 

1.2 Cycle de vie des bactériophages __________________________________________ - 27 - 

1.2.1 Adsorption du phage sur son hôte et injection de l’ADN ___________________ - 27 - 

1.2.2 Le cycle lytique ___________________________________________________ - 29 - 

1.2.3 Le cycle lysogénique ou tempéré _____________________________________ - 30 - 

1.2.4 Le cycle pseudo-lysogénique ________________________________________ - 31 - 

1.2.5 Les autres cycles __________________________________________________ - 31 - 

1.2.5.1 Le cycle chronique _______________________________________________ - 31 - 

1.2.5.2 L’état porteur ___________________________________________________ - 32 - 

1.3 Techniques d’études des bactériophages ____________________________________ - 32 - 

1.3.1 Méthodes traditionnelles d’étude des phages ____________________________ - 32 - 

1.3.2 Utilisation de la métagénomique pour l’étude des phages __________________ - 33 - 

1.4 Place et impact des phages dans les écosystèmes _____________________________ - 35 - 

1.4.1 Equilibres microbiens dans les écosystèmes _____________________________ - 35 - 

1.4.1.1 Modèle « kill the winner » _________________________________________ - 35 - 

1.4.1.2 Modèle « kill the relative » ________________________________________ - 35 - 

1.4.1.3 Le modèle du « community shuffling » _______________________________ - 36 - 

1.4.1.4 Le modèle « invade the relative » ___________________________________ - 36 - 

1.4.2 Les phages : vecteurs de transmission de matériel génétique ________________ - 37 - 

1.4.2.1 La transduction généralisée ________________________________________ - 37 - 

1.4.2.2 La transduction spécialisée ________________________________________ - 37 - 



  Sommaire 

 

1.4.3 L’impact du mode tempéré sur les écosystèmes __________________________ - 38 - 

1.4.4 Les mécanismes développés par les bactéries pour résister aux phages ________ - 40 - 

1.4.4.1 Inhibition de l’adsorption __________________________________________ - 41 - 

1.4.4.2 Inhibition de l’injection d’ADN _____________________________________ - 41 - 

1.4.4.3 Actions au niveau de l’ADN phagique _______________________________ - 41 - 

1.4.4.4 Le système adaptatif CRISPR-Cas___________________________________ - 42 - 

1.4.4.5 Les mécanismes d’auto-suicide _____________________________________ - 44 - 

1.4.4.6 Les autres moyens de résistance bactérienne aux phages _________________ - 44 - 

1.4.5 Les phages contournent les résistances bactériennes ________________________ - 44 - 

1.4.5.1 Adaptation au niveau de l’étape d’adsorption __________________________ - 44 - 

1.4.5.2 Contournement des endonucléases bactériennes ________________________ - 45 - 

1.4.5.3 Détournement du mécanisme CRISPR-Cas ____________________________ - 46 - 

1.4.5.4 Contournement du système d’auto-suicide bactérien ____________________ - 47 - 

2. Microbiologie générale des boissons fermentées _______________________ - 48 - 

2.1 Aperçu de la diversité microbiologique de quatre boissons fermentées ______________ - 48 - 

2.1.1 Le kéfir ___________________________________________________________ - 48 - 

2.1.2 Le kombucha _______________________________________________________ - 50 - 

2.1.3 La bière ___________________________________________________________ - 51 - 

2.1.4 Le vin _____________________________________________________________ - 52 - 

2.2 Une boisson fermentée comme modèle d’étude des phages : le cidre ______________ - 54 - 

2.2.1 Historique de la fermentation des pommes et place du cidre dans le territoire ___ - 54 - 

2.2.2 Procédés de fabrication et fermentation du cidre _________________________ - 55 - 

2.2.3 Diversité microbienne du cidre _______________________________________ - 57 - 

2.2.3.1 La diversité levurienne _________________________________________ - 57 - 

2.2.3.2 La diversité bactérienne ________________________________________ - 58 - 

2.2.4 Composition physico-chimique et aromatique du cidre ____________________ - 60 - 

2.3 Les communautés de phages, ou « phageomes », des aliments ____________________ - 62 - 

2.3.1   Résumé de la revue bibliographique de thèse, Ledormand et al., 2020 _________ - 62 - 

2.3.2 Revue bibliographique « Phage community involvement in fermented beverages: an 

open door to technological advances? », Critical Reviews in Food Sciences and Nutrition, 

2020. __________________________________________________________________ - 63 - 

2.3.3 Éléments complémentaires ____________________________________________ - 74 - 

OBJECTIFS DU PROJET DE THÈSE __________________________ - 77 - 

 



  Sommaire 

 

MATÉRIELS & MÉTHODES __________________________________ - 81 - 

1. Microbiologie générale du projet de thèse ____________________________ - 83 - 

1.1 Souches microbiennes et phages utilisés ____________________________________ - 83 - 

1.2 Conditions de culture des microorganismes _________________________________ - 83 - 

1.2.1 Milieux de culture _________________________________________________ - 83 - 

1.2.2 Cinétiques de croissances ___________________________________________ - 84 - 

1.2.3 Dénombrements __________________________________________________ - 84 - 

1.3 Méthodes appliquées aux bactériophages ___________________________________ - 84 - 

1.3.1 Isolement de bactériophages _________________________________________ - 84 - 

1.3.2 Propagation des bactériophages ______________________________________ - 85 - 

2. Expériences réalisées dans le cadre du WP1 __________________________ - 85 - 

2.1 Panel des échantillons de cidre ___________________________________________ - 85 - 

2.2 Extraction du phageome lytique du cidre ___________________________________ - 86 - 

2.3 Utilisation de méthodes de concentration des particules phagiques _______________ - 87 - 

2.3.1 La filtration tangentielle ____________________________________________ - 87 - 

2.3.2 La flocculation ____________________________________________________ - 88 - 

2.4 Extraction d’ADN pour la recherche des prophages ___________________________ - 88 - 

2.5 Etude métagénomique __________________________________________________ - 88 - 

2.5.1 Séquençage des acides nucléiques ____________________________________ - 88 - 

2.5.2 Recherche des prophages ___________________________________________ - 88 - 

3. Expériences réalisées dans le cadre du WP2 __________________________ - 89 - 

3.1 Mise en place de la communauté modèle ___________________________________ - 89 - 

3.2 Vérification de la présence de prophages inductibles dans les souches bactériennes du 

modèle __________________________________________________________________ - 90 - 

3.3 Sélection du mode de perturbation _________________________________________ - 90 - 

3.4 Application de l’agent perturbateur et suivi de la communauté___________________ - 91 - 

3.5 Chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) _________________ - 93 - 

3.6 Extraction des composés volatils par micro extractions en phase solide (MEPS) _____ - 93 - 

3.7 Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) ___ - 94 - 

3.8 Analyses statistiques ___________________________________________________ - 94 - 

4. Expériences réalisées dans le cadre du WP3 __________________________ - 95 - 

4.1 Caractérisation du phage UCMA 21115 ____________________________________ - 95 - 

4.1.1 Détermination du temps d’adsorption ____________________________________ - 95 - 

4.1.2 One Step Growth Curve (OSGC) _______________________________________ - 95 - 

4.1.3 Détermination du spectre d’hôte ________________________________________ - 96 - 



  Sommaire 

 

4.1.4 Résistance au pH ____________________________________________________ - 96 - 

4.1.5 Purification par ultra-centrifugation _____________________________________ - 96 - 

4.1.6 Observation au microscope électronique en transmission (MET) _______________ - 97 - 

4.1.7 Extraction d’ADN ___________________________________________________ - 97 - 

4.2 Mise en place de la communauté modèle ___________________________________ - 97 - 

4.3 Extraction des acides nucléiques __________________________________________ - 98 - 

4.3.1 Extraction de l’ADN bactérien _______________________________________ - 98 - 

4.3.2 Extraction d’ARN _________________________________________________ - 99 - 

4.4 RNA-seq ____________________________________________________________ - 99 - 

4.5 Extraction des protéines totales __________________________________________ - 100 - 

4.6 Spectrométrie de masse ________________________________________________ - 100 - 

RÉSULTATS ______________________________________________ - 101 - 

1. Etude de la diversité du phageome et des prophages d’échantillons de cidre - 103 - 

1.1 Présentation et résumé de la publication n°1 ________________________________ - 103 - 

1.2 Publication n°1 _______________________________________________________ - 105 - 

1.3 Expériences complémentaires pour les tests de flocculation ____________________ - 121 - 

1.3.1 Tests de flocculation ______________________________________________ - 121 - 

1.4 Faits marquants du WP1 _________________________________________________ - 122 - 

2. Rôle des phages dans un modèle de communauté inspirée du cidre ayant subi une 

perturbation ________________________________________________________ - 123 - 

2.1 Présentation et résumé de la publication n°2 ________________________________ - 123 - 

2.2 Publication n°2 _______________________________________________________ - 126 - 

2.3 Données complémentaires du WP2 _______________________________________ - 148 - 

2.3.1 Vérification de la présence de prophages inductibles dans les souches bactériennes du 

modèle ________________________________________________________________- 148 - 

2.3.2 Sélection du modèle de perturbation __________________________________ - 149 - 

2.3.3 Résultats dans le moût de pomme ____________________________________ - 153 - 

2.4 Faits marquants du WP2 _______________________________________________ - 158 - 

3. Etude de la réponse transcriptomique et protéomique d’une souche bactérienne, 

à une infection par un phage lytique au sein d’une communauté modèle ______ - 159 - 

3.1 Présentation et résumé de la publication n°3 ________________________________ - 159 - 

3.2 Publication n°3 _______________________________________________________ - 162 - 

3.3 Faits marquants du WP3 _______________________________________________ - 176 - 

 



  Sommaire 

 

DISCUSSION GÉNÉRALE __________________________________ - 177 - 

1. Etude de la diversité en phages et prophages du cidre _________________ - 179 - 

2. Implication des phages dans un modèle de communauté microbienne ____ - 182 - 

3. Impacts moléculaires d’une infection phagique dans un modèle de communauté _   

____________________________________________________________________- 188 - 

PERSPECTIVES ___________________________________________ - 191 - 

CONCLUSION _____________________________________________ - 197 - 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES ________________________ - 201 - 

ANNEXES ________________________________________________ - 241 - 

Annexe 1 : Souches microbiennes utilisées au cours de ces travaux de thèse ___ - 247 - 

Annexe 2 : Poster présenté au 13ème symposium des LAB __________________ - 253 - 

Annexe 3 : Poster présenté au 16ème congrès de la SFM ____________________ - 254 - 



 

 

 



   

 
- 1 - 

 

 

 

LISTE DES FIGURES 



   

 

- 2 - 

 



  Liste des figures 

 
- 3 - 

 

Figure 1 : Les grandes étapes des cent premières années de recherche sur les bactériophages.  

 ______________________________________________________________________ - 19 - 

Figure 2 : Nombre de publications par an entre 1960 et 2021 contenant le mot clé « phage » 

recensés dans la base de données. ___________________________________________ - 21 - 

Figure 3 : Principales familles et ordres de bactériophages ciblant les bactéries ainsi que les 

différents virus d’Archées. ________________________________________________ - 25 - 

Figure 4 : Récepteurs des phages pour leur adsorption à la surface des bactéries à Gram négatif.

 ______________________________________________________________________ - 27 - 

Figure 5 : Récepteurs des phages pour leur adsorption à la surface des bactéries à Gram positif.

 ______________________________________________________________________ - 28 - 

Figure 6 : Différentes étapes de l’injection de l’ADN phagique dans la cellule hôte par le 

bactériophage T4. _______________________________________________________ - 28 - 

Figure 7 : Les cycles de vie des bactériophages. _______________________________ - 29 - 

Figure 8: Organisation génétique du module de lysogénie du phage λ. _____________ - 30 - 

Figure 9 : Evolution du phageome intestinal au cours de la vie. ___________________ - 34 - 

Figure 10 : Modèles théoriques de l’impact écologique des bactériophages dans un microbiote.

 ______________________________________________________________________ - 36 - 

Figure 11 : Les mécanismes de transduction effectués par les bactériophages. _______ - 38 - 

Figure 12 : Principales sources de résistances bactériennes aux infections phagiques. __ - 40 - 

Figure 13 : Fonctionnement du système CRISPR. ______________________________ - 43 - 

Figure 14: Stratégies des phages pour accéder aux récepteurs bactériens. ___________ - 45 - 

Figure 15 : Stratégies phagiques pour contourner les endonucléases bactériennes. ____ - 46 - 

Figure 16 : Mécanisme anti-CRISPR des phages. ______________________________ - 46 - 

Figure 17 : Stratégies adaptatives des phages contre le système « abortive infection ». _ - 47 - 

Figure 18 : Aspect d'un grain de kéfir pour la fermentation du lait. ________________ - 48 - 

Figure 19 : Aspect d'un kombucha pendant la fermentation. ______________________ - 50 - 

Figure 20 : La fermentation malolactique chez O. oeni. _________________________ - 52 - 

file:///C:/Users/ledorma191/Documents/THESE/Rédaction/Thèse/Thèse%20VERSION%206.docx%23_Toc110946788
file:///C:/Users/ledorma191/Documents/THESE/Rédaction/Thèse/Thèse%20VERSION%206.docx%23_Toc110946788


  Liste des figures 

 
- 4 - 

 

Figure 21: Distribution des appellations cidricoles de la région Normandie. _________ - 54 - 

Figure 22 : Procédé de fabrication du cidre. __________________________________ - 56 - 

Figure 23 : Stratégie globale du projet de thèse. _______________________________ - 80 - 

Figure 24 : Aspect des différentes colonies de bactéries lactiques sur le milieu MRS X-Gal.    

 ______________________________________________________________________ - 92 - 

Figure 25: Tests d'induction des souches bactériennes du modèle du WP2 à la mitomycine C 

(MC). ________________________________________________________________ - 148 - 

Figure 26 : Tests de perturbation avec différentes concentrations en éthanol ajoutées après 24 h 

de co-culture. __________________________________________________________ - 149 - 

Figure 27 : Tests de perturbation avec différentes concentrations en sulfite de sodium ajoutées 

après 24 h. ____________________________________________________________ - 151 - 

Figure 28 : Test d’effet cocktail avec différentes concentration d’éthanol et de sulfites de 

sodium ajoutés à 24 h. ___________________________________________________ - 152 - 

Figure 29 : Test d’effet de perturbation par choc thermique après 24 h. ____________ - 153 - 

Figure 30 : Dynamique des populations microbiennes et du pH dans le modèle de communauté 

pour les trois conditions expérimentales (contrôle, perturbation sans phages et perturbation avec 

phages) à 25°C dans le moût de pomme. ____________________________________ - 154 - 

Figure 31 : (A) Analyse en Composantes Principales des composés étudiés (flèches noires) 

avec les variables illustratives représentant les quatre souches du modèle (flèches rouges). (B) 

Distribution des échantillons en condition C (contrôle), D (perturbation sans phages) et P 

(perturbation et phages) à 168 h pour l'expérience à 25°C en moût de pomme. _______ - 157 - 

 

 

 



  

 
- 5 - 

 

 

 

LISTE DES TABLEAUX 



  

 

- 6 - 

 



  Liste des tableaux 

 
- 7 - 

 

Tableau 1: Ordres et familles des bactériophages décrits dans le rapport de l’ICTV de 2020. ___ - 26 - 

Tableau 2 : Diversité bactérienne associée au cidre. ___________________________________ - 58 - 

Tableau 3 : Principaux composés aromatiques volatils identifiés dans le cidre. ______________ - 61 - 

Tableau 4 : Echantillons de cidre prélevés pour l'étude du phageome et des prophages. _______ - 85 - 

Tableau 5 : Liste des agents perturbateurs testés. ______________________________________ - 91 - 

Tableau 6 : Efficacité de récupération des particules phagique après flocculation dans le cidre et dans 

l’eau. _______________________________________________________________________ - 121 - 

Tableau 7 : Analyses statistiques des dénombrements microbiens pour l'expérience en moût de pomme 

à 25°C. ______________________________________________________________________ - 155 - 

 



 

 
- 8 - 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
- 9 - 

 

 

 

LISTE DES 

ABREVIATIONS 
 



 

 

- 10 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Liste des abréviations 

 
- 11 - 

 

Abi : Abortive infection 

ABTE : Aliments, Bioprocédés, 

Toxicologie et Environnements 

Acr : Anti-CRISPR 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

ADNc : ADN complémentaire 

AOP : Appellation d’Origine Protégée 

AMR : Résistance aux antimicrobiens 

ARG : Antibiotic Resistance Genes 

ARN : Acide RiboNucléique 

ARNcr : ARN Crispr 

ARNr : ARN ribosomique 

ARNr 16S : ARN ribosomique 16S 

ARNt : ARN de transfert 

ATP : Adénosine TriPhosphate 

BREX : BacteRiophage EXclusion 

CBASS : Cyclic oligonucleotides-Based 

Anti-phage Signalling System 

CO2 : Dioxyde de carbone 

CRISPR-Cas : Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats - 

CRISPR associated proteins 

DISARM : Defense Islands System 

Associated with R-M 

DO600nm : Densité Optique à 600 nm 

EDnBISE : École Doctorale Normande de 

Biologie Intégrative, Santé et 

Environnement 

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay 

EPS : ExoPolySaccharides 

FML : Fermentation MaloLactique 

g/L : Gramme par Litre 

GC-MS : Chromatographie en phase 

gazeuse-spectrométrie de masse 

GRAS : Generally Recognized As Safe 

HMC : Hydroxymethylcytosines 

HPLC : Chromatographie en phase liquide 

à haute performance 

ICTV : International Comitee on 

Taxonomy of Viruses 

ITS : Internal Transcribed Spacer 

kDa kilo Dalton 

KEGG : Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes 

kV : kilo Volt 

LAB : Bactéries Lactiques 

LPS : Lipopolysaccharide 

M : Molaire 

MALIM : Matrices ALImentaires et 

Microbiotes 

MC : Mitomycine C 

MEB : Microscopie Électronique à 

Balayage 

MEPS : Micro Extraction en Phase Solide 

MET : Microscopie Électronique à 

Transmission 

mg/L : Milligramme par Litre 

mL : Millilitre 

mM : Millimolaire 

MOI : Multiplicity Of Infection 

MST : MicroScale Thermophoresis 

NCBI : National Center for Biotechnology 

Information 

ORFs : Open Reading Frames 

OSGC : One Step Growth Curve 

PAM : Protospacer Adjacent Motif 

PEG : Poly Ethylene Glycol 

pH : Potentiel d’Hydrogène 

PVPP : PolyVinylPolyPyrrolidone 

RBP : Receptor Binding Protein 

R-M : Restriction – Modification 

RNA-Seq : Séquençage total de l'ARN 

ROS : Espèces Réactives de l'Oxygène 

RPKM : Reads Per Kilo base per Million 

RPS : Résonance des Plasmons de Surfaces 

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 

Sie : Superinfection exclusion 

TFF : Tangential Flow Filtration 

UCMA : Université de Caen Microbiologie 

Alimentaire 

UFC : Unités Formant Colonie 

UFP : Unités Formant Plage de lyse 

UV : Ultra-Violet 

VBNC : Viable But Non Culturable 

X-Gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-

D-galactopyranoside 

µL : Microlitre 

µm : Micromètre 



 

 

 

 



 

 
- 13 - 

 

 

 

AVANT-PROPOS 
  



 

 

 

 



Avant-propos 

 
- 15 - 

 

Ce travail de thèse portant sur l’étude des interactions entre les bactériophages et les 

bactéries dans une matrice alimentaire fermentée, a été réalisé au sein de l’Unité de Recherche 

Aliments, Bioprocédés, Toxicologie et Environnements (UR 4651 ABTE) de l’Université de 

Caen Normandie, dans l’équipe Matrices ALImentaires et Microbiotes (MALIM) située sur le 

campus 1 de l’Université de Caen Normandie.   

 Cette thèse a débuté le 1er octobre 2019 suite à l’obtention d’une bourse de doctorat du 

Ministère de l’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de l’Innovation au sein de l’École 

Doctorale Normande de Biologie Intégrative, Santé et Environnement (ED 497 NBISE). En 

raison de la crise sanitaire liée au virus du SARS-CoV-2 durant ces trois années de thèse, mon 

contrat doctoral a été prolongé de trois mois, se terminant ainsi au 31 décembre 2022.  

 Ce travail de thèse s’inscrit dans la thématique transversale « ressources au service de 

l’aliment, de l’environnement et de la santé » de l’UR ABTE, et plus particulièrement au sein 

des travaux de l’équipe MALIM, qui ont pour objectif de comprendre comment se structure le 

microbiote des aliments et quelles sont les relations entre sa structure et ses fonctions à l’échelle 

de la matrice. De plus, ce projet s’inscrit également dans une thématique émergente de l’équipe 

MALIM portant sur les bactériophages dans les matrices alimentaires. Ce projet de thèse visait 

à mieux comprendre les relations entre les bactériophages et les bactéries au sein de produits 

alimentaires fermentés, en prenant comme modèle d’étude une boisson fermentée, le cidre. 

 La première partie de ce manuscrit présente une synthèse bibliographique sur (i) les 

bactériophages, (ii) les principales caractéristiques microbiologiques des boissons fermentées 

et (iii) les connaissances sur les communautés de bactériophages des aliments.  

Dans une seconde partie, les travaux expérimentaux sont présentés sous la forme 

d’articles scientifiques portant sur les trois grands axes de la thèse. Les premiers portent sur la 

diversité des communautés de phages dans le cidre. Puis, l’influence des phages sur la 

dynamique et le métabolisme d’un modèle de communauté microbienne inspirée du cidre est 

présentée. Enfin, la réponse transcriptomique et protéomique d’une souche bactérienne, au sein 

d’une communauté modèle bactérienne, à la présence d’un phage lytique est décrite.  

La dernière grande partie de ce manuscrit présente une discussion générale et les 

perspectives proposées à l’issue de ces travaux de thèse ainsi qu’une conclusion. 
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1. Les bactériophages 

1.1 Les bactériophages au cours du temps 

 1.1.1 Historique 

Les bactériophages, dit également « phages », ont été découverts il y maintenant plus de 

100 ans, à la fin du XIXème et au début du XXème siècle. Les grandes étapes de la recherche sur 

les bactériophages sont présentées dans la Figure 1. Ernest Hanbury Hanking est le premier 

auteur à mettre en évidence la présence d’un agent bactéricide en 1896 contre le bacille 

cholérique dans l’eau, montrant que de l’eau du Gange et de la Jumna pouvait inhiber la 

croissance de cette bactérie (Hankin, 1896). En 1915, le bactériologiste Frederick Twort 

découvre l’apparition de petites colonies translucides sur une gélose contenant des bactéries du 

genre Micrococcus. Il en conclut après plusieurs expériences, que ce phénomène était dû à la 

présence d’un agent infectieux capable de détruire la bactérie en question (Twort, 1915). En 

1917, le biologiste Félix d’Hérelle observe pendant ses travaux sur le bacille dysentérique, 

Shigella dysenteriae, que des selles de patients malades inhibent la bactérie. Il est convaincu de 

la nature virale de cet agent invisible et le nomme bactériophage pour « mangeur de bactéries » 

(d’Herelle, 2007; Duckworth, 1976). Cependant, ce n’est que dans les années 1940 que cette 

hypothèse virale est confirmée, après l’utilisation de la microscopie électronique permettant 

d’observer ces particules virales (Luria and Anderson, 1942).  

Figure 1: Les grandes étapes des cent premières années de recherche sur les 

bactériophages (source : https://site.phages.fr/, consulté le 25/07/2022). 

https://site.phages.fr/
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Dès la découverte des bactériophages, d’Hérelle envisage leur utilisation à des fins 

thérapeutiques afin de traiter certaines maladies bactériennes. Ces travaux ont incité la 

communauté scientifique à chercher d’autres bactériophages pour soigner d’autres maladies 

d’origine bactérienne jusqu’aux années 1930 (D’Herelle, 1931). Cependant, ces recherches se 

sont rapidement estompées à cause de résultats souvent non reproductibles et imprévisibles. De 

plus, la découverte de la pénicilline et l’utilisation croissante des antibiotiques qui a eu lieu à la 

fin des années 1940, ont largement contribué au déclin de l’intérêt pour la phagothérapie en 

Occident (Wittebole et al., 2014). Cette thérapie a néanmoins persisté en URSS et dans les pays 

d’Europe de l’Est comme la Pologne ou la Géorgie, où d’Hérelle a travaillé (Sulakvelidze et 

al., 2001).  

 Les bactériophages sont également à l’origine de nombreuses découvertes de biologie 

moléculaire, comme le fait que l’ADN est le support de l’information génétique, que l’ARN est 

un intermédiaire entre l’ADN et la synthèse protéique ou encore de la découverte des systèmes 

de restriction-modification (Arber, 1966; Hershey and Chase, 1952; Volkin and Astrachan, 

1956). De plus, le premier génome a avoir été séquencé était celui d’un bactériophage 

(phiX174), qui est l’origine de la méthode de séquençage dite de « Sanger » (Sanger et al., 

1977).  

 

1.1.2 Utilisation des bactériophages et réglementation de leur usage  

 Depuis la dernière décennie, un regain d’intérêt pour les bactériophages a été observé, 

comme l’atteste la Figure 2. En effet, plus de 2000 publications par an ont été recensées avec 

le mot clé « phage » dans la base de données PubMed (National Center for Biotechnology 

Information, U.S. National Library of Medicine) sur la période 2012-2021 alors que ce chiffre 

ne dépassait pas les 1500 publications par an auparavant (Figure 2). Cette augmentation 

s’explique surtout par le fait de l’apparition de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques. 

Ainsi, de nombreuses équipes de recherche se tournent de nouveau vers la caractérisation et 

l’utilisation de bactériophages afin d’établir des collections intéressantes pour un usage 

thérapeutique pour lutter contre ce fléau mondial.  
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Figure 2 : Nombre de publications par an entre 1960 et 2021 contenant le mot clé « phage » 

recensés dans la base de données PubMed (National Center for Biotechnology 

Information, U.S. National Library of Medicine). 

 

 Contrairement à l’antibiothérapie, la phagothérapie a l’avantage de présenter une 

spécificité vis-à-vis de l’espèce bactérienne ciblée et par conséquent de ne pas détruire d’autres 

microorganismes. Cependant, la limite majeure se trouve dans le fait qu’il est nécessaire 

d’isoler, de multiplier et de purifier un phage rapidement pour le traitement d’une infection 

bactérienne donnée. L’absence de législation concernant l’utilisation des bactériophages à des 

fins thérapeutiques a souvent été mise en avant comme étant un obstacle (Fauconnier, 2019). 

En effet, la phagothérapie bouleverse les règles conventionnelles et les codes établis. Par 

exemple, comme les phages s’auto-répliquent, ils sont considérés comme un traitement actif 

puisqu’ils ont tendance à s’amplifier dans le corps humain, contrairement à un traitement 

antibiotique, considéré comme un traitement passif, du fait de la diminution de la concentration 

au cours du temps (Abedon and Thomas-Abedon, 2010; Payne et al., 2000). Les phages, comme 

les antibiotiques, seront également à l’origine de l’apparition de bactéries qui leur seront 

résistantes, même si le spectre d’action est beaucoup plus restreint que celui des antibiotiques 

(Loc-Carrillo and Abedon, 2011). Les phages, contrairement aux antibiotiques, évoluent eux-

mêmes pendant leur réplication, menant donc à des schémas co-évolutifs au contact des 

bactéries (Koskella and Brockhurst, 2014). Pour ces raisons, il n’y a pas, à ce jour, de législation 

commune dans le monde concernant l’utilisation des bactériophages. 
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 Cependant, des essais d’utilisation de bactériophages ciblant des souches d’intérêt 

clinique ont commencé à être mis en place. C’est le cas par exemple concernant des souches 

d’Escherichia coli pathogènes et multi-résistantes appartenant au groupe ST131-O25b du 

microbiote intestinal, où un phage spécifique a été sélectionné (Dufour et al., 2016; Galtier et 

al., 2016). Des essais thérapeutiques comme « PhagoBurn » pour le traitement d’infections 

cutanées à Pseudomonas aeruginosa et E. coli chez des grands brulés, ou « PHOSA » pour 

traiter des infections ostéoarticulaires à Staphylococcus aureus et S. epidermidis ont été 

entrepris.  

 Le terme de phagothérapie est globalement employé pour des usages médicaux. En 

revanche, l’utilisation des bactériophages en tant qu’agents de bio-contrôle dans divers 

domaines comme en agro-alimentaire, agriculture ou dans l’environnement est également 

courante. En effet, il existe de nombreux travaux portant sur l’utilisation des phages dans le 

domaine agroalimentaire, pour lutter contre des pathogènes ou des bactéries d’altération 

(Cristobal-Cueto et al., 2021). Par exemple, des études sont menées concernant la bactérie 

phytopathogène Xylella fastidiosa responsable de la destruction de nombreux arbres et plantes, 

suite à l’obstruction des vaisseaux de xylème par formation de biofilms. Des bactériophages 

ciblant cette bactérie ont été étudiés et trouvés comme potentiellement utilisables pour traiter 

ces infections bactériennes (Clavijo-Coppens et al., 2021). En aquaculture, des cocktails de 

phages sont utilisés afin de réduire la présence du pathogène Vibrio harveyi dans les élevages 

de crevettes (Stalin and Srinivasan, 2017).  

 Malgré les contraintes liées à l’utilisation de phages en fonction des pays, des produits à 

base de phages sont déjà commercialisés en industrie agroalimentaire (Monk et al., 2010). C’est 

la cas notament de produits comme le ListShieldTM (société Intralytix) et le Listex P100TM 

(société EBI Food Safety) bénéficiants du statut GRAS (Generally Recognized As Safe), ciblant 

le pathogène Listeria monocytogenes dans les denrées alimentaires comme le fromage et la 

viande. Sur le même principe, le produit EcoShield (société Intralytix) autorisé aux États-Unis 

et au Canada, est destiné à lutter contre la présence de E. coli O157:H7 dans les aliments. Le 

produit PhageGuard STM (société EBI Food Safety), est aussi utilisé en prévention de 

contaminations des surfaces à Salmonella dans les ateliers de production des viandes hachées 

et de poulet. Enfin, le produit CUSTUS®YRS (société ACD Pharma) est commercialisé en 

Norvège pour contrôler le pathogène Yersinia ruckeri du saumon, très problématique en 

salmoniculture.  
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1.1.3 Définition et classification 

1.1.3.1 Définition des phages 

 Les bactériophages font partie d’un groupe de virus s’attaquant spécifiquement aux 

bactéries. Ils ne sont pas capables d’infecter les cellules eucaryotes. Actuellement, le terme 

désigne plus globalement les virus infectant les Eubactéries et les Archées (Clokie et al., 2011). 

En revanche, les virus s’attaquant aux Archées ont des différences notables, en particulier au 

niveau de leur morphotype (Pietilä et al., 2014). Les phages sont considérés comme étant des 

« entités biologiques » ne faisant pas partie du domaine du vivant, puisqu’ils ne possèdent pas 

la machinerie nécessaire pour réaliser la transcription, la traduction et la production d’énergie 

à la cellule. Ils doivent donc utiliser celle de leur hôte cellulaire pour se développer et se 

propager, ce qui en fait des parasites intracellulaires obligatoires. Les phages sont considérés 

comme étant l’entité biologique la plus représentée sur la planète Terre, puisqu’ils sont estimés 

à hauteur de 1031 particules, soit dix fois plus nombreux que leurs hôtes bactériens (estimés à 

1030) (Breitbart and Rohwer, 2005). Les phages sont relativement de petite taille (de l’ordre du 

nm) et généralement composés d’un seul type d’acide nucléique (ADN ou ARN), simple ou 

double brin, et protégés par une structure protéique ou parfois lipoprotéique, nommée capside. 

1.1.3.2 Les génomes phagiques 

 La taille du génome des phages est assez variable, elle peut aller de 3 à 300 kb en 

moyenne. En 2020, une équipe de chercheurs a même séquencé le plus grand génome de phage 

jamais rencontré jusqu’alors à partir d’un échantillon provenant d’un lac, allant jusqu’à 735 kb, 

plus grand que certains génomes bactériens (Al-Shayeb et al., 2020). Ces phages sont 

communément appelés « jumbo » pour « géants » et présentent souvent l’avantage d’avoir des 

gènes codants pour des polymérases (ADN ou ARN) et des gènes codants pour des ARN de 

transfert (ARNt), les rendant moins dépendants à leur hôte (Yuan and Gao, 2017).  

 Les génomes phagiques sont généralement organisés en unités génétiques fonctionnelles 

bien distinctes (Desiere et al., 2002). Les principales unités fonctionnelles correspondent à la 

réplication et l’empaquetage de l’ADN ou l’ARN, à la synthèse des protéines phagiques, à 

l’assemblage des protéines participant à la morphologie du phage, comme les protéines de la 

tête, de la queue ou des fibres caudales, mais aussi à la lyse bactérienne, à la régulation de la 

transcription ou encore au contrôle de la lysogénie. Cependant, de nombreux gènes demeurent 

encore avec une fonction inconnue dans les bases de données.  
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 De plus, de nombreux échanges de fragments de génomes peuvent intervenir entre les 

phages, médiés par des enzymes particulières, les recombinases.  

 Deux types de recombinaisons sont fréquemment rencontrées, la recombinaison 

homologue et la recombinaison illégitime, ce phénomène est appelé mosaïsme (De Paepe et al., 

2014). La recombinaison homologue a lieu entre des séquences fortement similaires et est 

généralement soutenue par des enzymes d’origine bactérienne (RecA ou RecBCD chez E. coli 

par exemple) (Craig and Roberts, 1980; Dillingham and Kowalczykowski, 2008). La 

recombinaison illégitime, intervient de manière plus aléatoire entre les phages, bien que cela 

soit souvent situé au niveau des ORFs (Open Reading Frames) mais aboutit la plupart du temps 

à un phage recombinant non fonctionnel (Hatfull et al., 2008).  

 Ces réarrangements des génomes phagiques peuvent participer à définir la spécificité du 

spectre d’hôte des phages, bien qu’il s’agisse généralement de déterminants génétiques acquis, 

présentés plus tard (partie 1.4.5). La plupart des phages sont considérés comme ayant un spectre 

d’hôte étroit (Göller et al., 2021), mais certains phages peuvent avoir avec un spectre d’hôte 

plus large, leur permettant d’infecter plusieurs souches bactériennes, comme c’est le cas 

concernant le genre Salmonella (Li et al., 2020) ou encore Staphylococcus (Moller et al., 2019).    

1.1.3.3 La classification des phages  

 La classification des micro-organismes s’effectue aujourd’hui en se basant sur la 

séquence nucléotidique de gènes ou de parties de génomes conservées. L’exemple le plus connu 

concerne l’ARNr 16S pour les bactéries ou les régions ITS (Internal Transcribed Spacer) chez 

les levures (Sun et al., 2014). Les phages ne peuvent être classifiés ainsi puisqu’ils ne possèdent 

pas de gène universel qui permettrait un suivi phylogénétique.  

 La classification des phages est proposée par l’International Commitee on Taxonomy of 

Viruses (ICTV) en ordres (-virales), familles (-viridae), sous-familles et genres en se basant sur 

le type d’acide nucléique, la morphologie mais également plus récemment sur des propriétés 

physico-chimiques (Ackermann, 2011; Ackermann and Prangishvili, 2012). En juin 2022, 

l’ICTV a établi 65 ordres, 8 sous-ordres et 233 familles de virus. A titre de comparaison, il y 

avait seulement 7 ordres en 2015, et 14 en 2018. Ceci est dû à l’implémentation des bases de 

données qui ne cessent d’augmenter ces dernières années mais également à la volonté d’avoir 

une classification de plus en plus précise et homogène (Gorbalenya et al., 2020). Les principaux 

types de bactériophages qui peuvent être rencontrés sont présentés dans la Figure 3, et tous 
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ceux recensés par le rapport de l’ICTV en 2020 sont décrits dans le Tableau 1.  La majorité 

des phages connus à ce jour (96%) appartiennent à l’ancien ordre des Caudauvirales, 

récemment reclassé au niveau taxonomique supérieur dans la classe des Caudoviricetes (Turner 

et al., 2021). Cette classe des Caudoviricetes est maintenant décomposée en 4 ordres et 33 

familles, alors que l’ancien ordre des Caudauvirales était divisé en 14 familles. Les anciennes 

familles de phages les plus connues Siphoviridae, Myoviridae et Podoviridae n’existent plus et 

ces phages sont maintenant appelés siphophages, myophages et podophages. Les phages sont 

maintenant classés selon la composition de leur génôme plutôt que par leur morphologie 

(Evseev et al., 2020). Les autres familles de phages se distinguent par la nature de leur acide 

nucléique mais également par leurs morphologies diverses (Figure 3). Par exemple, les ordres 

des Ligamenvirales et des Tubulavirales ont des morphotypes très éloignés de ceux des 

Kalamavirales, Vinavirales ou des Mindivirales alors que les Petitvirales ont un morphotype 

relativement proche de ceux des Norzivirales ou des Timlovirales (Figure 3).  

 

Figure 3 : Principales familles et ordres de bactériophages ciblant les bactéries ainsi que 

les différents virus d’Archées. Schéma adapté de Ackermann and Prangishvili, 2012, et 

du rapport de 2020 de l’ICTV https://talk.ictvonline.org/taxonomy/. 
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Tableau 1: Ordres et familles des bactériophages décrits dans le rapport de l’ICTV de 

2020 (adapté depuis la source https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). 

Nucleic acid type Order  Family Sub-families Genus - Genera Host 

dsDNA  Caudauvirales Ackermannviridae 2 7 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Autographiviridae 9 70 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Chaseviridae 2 0 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Demerecviridae 3 4 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Drexlerviridae 4 9 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Guelinviridae 1 2 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Herelleviridae 5 7 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Myoviridae 8 153 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Podoviridae 3 44 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Rountreeviridae 2 2 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Salasmaviridae 3 4 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Schitoviridae 8 14 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Siphoviridae 22 299 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales Zobellviridae 1 6 Bacteria 

dsDNA  Caudauvirales  x x 1 (Lilyvirus) Bacteria 

dsDNA  Kalamavirales Tectiviridae  x 5 Bacteria  

dsDNA  Ligamenvirales Lipothrixviridae 0 4 Archaea 

dsDNA  Ligamenvirales Rudiviridae 0 7 Archaea 

dsDNA  N.S Ampullaviridae x 1 Archaea 

dsDNA  N.S Bicaudaviridae x 1 Archaea 

dsDNA  N.S Fuselloviridae x 2 Archaea 

dsDNA  N.S Globuloviridae x 1 Archaea 

dsDNA  N.S Guttaviridae  x 2 Archaea 

dsDNA  N.S Halspiviridae  x 1 Archaea 

dsDNA  N.S Plasmaviridae x 1 Bacteria  

dsDNA  Vinavirales Corticoviridae  x 1 Bacteria  

ssDNA Petitvirales Microviridae 2 7 Bacteria  

ssDNA Tubulavirales Inoviridae x 21 Bacteria  

ssDNA Tubulavirales Plectroviridae x 3 Bacteria  

ssDNA Tubulavirales Paulinoviridae x 2 Bacteria  

dsRNA Mindivirales Cystoviridae x 1 Bacteria  

ssRNA Norzivirales Fiersviridae x 185 Bacteria and Archea 

ssRNA Norzivirales Atkinsviridae x 56 Bacteria and Archea 

ssRNA Norzivirales Duinviridae x 6 Bacteria and Archea 

ssRNA Norzivirales Solspiviridae x 24 Bacteria and Archea 

ssRNA Timlovirales Blumeviridae x 31 Bacteria and Archea 

ssRNA Timlovirales Steitzviridae x 117 Bacteria and Archea 

 

N.S : Non spécifié. 

X : Aucune donnée disponible.   
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1.2 Cycle de vie des bactériophages  

1.2.1 Adsorption du phage sur son hôte et injection de l’ADN 

 La toute première étape lors d’une infection phagique correspond à l’adsorption du phage 

sur son hôte bactérien. Le phage va reconnaitre un récepteur spécifique de la bactérie cible afin 

de s’y positionner, grâce à la protéine RBP (Receptor Binding protein) (Abdelsattar et al., 

2021). Schématiquement, il s’agit d’un système clé-serrure et pour que la liaison soit la plus 

optimale possible, la présence de cations (Ca2+ ou Mg2+) peut être nécessaire. Cette liaison va 

déterminer la spécificité du spectre d’hôte du bactériophage. 

Plusieurs composants de la surface bactérienne peuvent servir de récepteurs aux phages, 

et cela diffère entre les bactéries à Gram négatif et à Gram positif. Concernant les bactéries à 

Gram négatif, trois grands types de récepteurs sont ciblés, à savoir des protéines comme FepA, 

FhuA, OmpA ou TolC, les (poly)saccharides comme le LPS et des organelles cellulaires comme 

le flagelle (Figure 4). 

 

Figure 4 : Récepteurs des phages pour leur adsorption à la surface des bactéries à Gram 

négatif (Abdelsattar et al., 2021). 

 En ce qui concerne les bactéries à Gram positif, les motifs saccharidiques comme les 

acides téichoïques et lipotéichoïques sont largement ciblés, mais le peptidoglycane ou des 

protéines de la membrane cytoplasmique peuvent également servir de récepteurs aux phages 

(Figure 5). 
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Figure 5 : Récepteurs des phages pour leur adsorption à la surface des bactéries à Gram 

positif (d’après Abdelsattar et al., 2021). 

Après l’adsorption du phage sur la bactérie hôte, le matériel génétique du phage va être 

injecté dans la bactérie. Le bactériophage T4, qui appartient à l’ancienne famille des 

Myoviridae, est pris comme exemple pour décrire les différentes étapes (Figure 6). La première 

étape correspond à l’attachement du phage sur la cellule hôte. Le phage reconnait le récepteur 

cellulaire et se lie à la membrane externe bactérienne à l’aide des longues fibres de la queue (I). 

Ensuite, l’attachement à la cellule hôte va devenir irréversible lorsque les fibres courtes de la 

queue vont également venir s’accrocher à la membrane externe bactérienne après un 

changement de structure de la plaque basale, qui passe d’une forme de dôme à une forme étoilée 

(II). L’étape suivante correspond à la contraction de la gaine centrale (III). Enfin, la dernière 

étape de l’infection consiste en l’injection de l’ADN phagique dans la cellule bactérienne. Suite 

à la contraction de la gaine centrale, le tube caudal perfore les enveloppes bactériennes et l’ADN 

est injecté dans la bactérie cible (IV) (Figure 6).    

Figure 6 : Différentes étapes de l’injection de l’ADN phagique dans la cellule hôte par le 

bactériophage T4 (Maghsoodi et al., 2019). 

(A) Structure et composants du phage T4. (B) Processus d’infection du phage T4.  
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1.2.2 Le cycle lytique  

Le cycle lytique est caractéristique des phages dits « virulents », qui sont uniquement 

capables d’effectuer ce type d’infection. Suite à la reconnaissance de l’hôte et l’injection 

d’ADN ou d’ARN dans la cellule cible (cf. § 1.2.1), le génome du phage va se répliquer en 

utilisant les fonctions cellulaires de la bactérie infectée (Figure 7). La réplication de ce génome 

entraine la néo-synthèse des protéines virales qui seront ensuite assemblées pour former le 

virion. Lorsque le génome phagique est répliqué, il est encapsidé, et la capside s’assemble avec 

la partie caudale du phage. Les virions néosynthétisés vont ensuite être libérés dans 

l’environnement extérieur suite à la lyse bactérienne provoquée par l’action simultanée de la 

holine et de l’endolysine phagique. La holine provoque la formation de pores dans la membrane 

bactérienne alors que l’endolysine phagique dégrade le peptidoglycane (Wu et al., 2021). Les 

virions libérés sont ensuite en état d’infecter de nouvelles cellules bactériennes hôtes 

(Figure 7).  

 

Figure 7 : Les cycles de vie des bactériophages (Sausset et al., 2020). 
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 L’état de virulence d’un phage peut être déterminé suite à l’analyse de différents 

paramètres. On retrouve généralement la vitesse d’adsorption du phage à la cellule hôte dans 

un environnement donné, la période de latence qui définit le temps entre l’infection et la 

production des premières particules virales mais encore le « burst size » qui estime le nombre 

de virions produits pour chaque cellule bactérienne infectée (Ellis and Delbrück, 1939). Tous 

ces paramètres sont généralement mesurés grâce aux expériences de « One Step Growth 

Curve » (OSGC) ou courbes de croissance du phage (Kropinski, 2018).    

1.2.3 Le cycle lysogénique ou tempéré 

 Le cycle lysogénique ou tempéré caractérise les phages qui sont capables de faire deux 

cycles infectieux, le cycle lytique (cf. § 1.2.2) et/ou le cycle lysogénique. En effet, après 

injection de l’ADN du phage dans la bactérie cible, le phage va soit entrer dans un cycle 

tempéré, soit dans un cycle lytique, et ce choix est influencé par plusieurs paramètres.  

Il s’agit d’une régulation très précise, dont celle du phage lambda (λ) est sûrement l’une 

des mieux étudiées. Il s’agit d’un équilibre entre protéines agissant en tant que répresseurs ou 

activateurs du cycle lytique. Chez le phage λ, cette régulation se passe dans une région 

comprenant deux promoteurs lytiques, appelés pR et pL, un promoteur lysogénique, nommé 

pRM, et avec deux gènes cI et cro, codant deux répresseurs transcriptionnels (Figure 8). Ces 

protéines (CI et Cro) sont capables de se fixer sur des régions opératrices situées entre les boites 

promotrices -10 et -35, qui sont nommées oR ou oL, des régions promotrices pR et pL. Dès que 

l’ADN du phage entre dans la bactérie, il y a transcription à partir des promoteurs pR, pL et 

PRM, suivie d’une régulation moléculaire plus complexe qui aboutira soit à la transcription de 

CI entrainant la lysogénie du phage λ, soit à la transcription de CRO qui mènera le phage λ à 

effectuer un cycle lytique (Takeda et al., 1977).  

Figure 8: Organisation génétique du module de lysogénie du phage λ (Wadhwa, 2020). 
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 Lorsque le phage entre en cycle tempéré, l’ADN phagique va s’intégrer au génome 

bactérien sous forme de « prophage » et sera répliqué et transmis aux générations bactériennes 

suivantes. Cette intégration au génome bactérien se fait grâce à des intégrases virales qui 

agissent sur des sites bien précis. Sur le chromosome bactérien, le locus est appelé attB alors 

qu’il est nommé attP dans le génome phagique. Suite à un évènement d’induction, le prophage 

peut basculer dans un cycle lytique, entrainant la lyse de la bactérie hôte (Figure 7). Cette levée 

d’inhibition du cycle tempéré est souvent provoquée par un stress extérieur subi par la bactérie. 

La mitomycine C, les rayons ultra-violets (UV), la température mais encore les espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) comme le peroxyde d’hydrogène, sont les facteurs les plus connus 

entrainant l’excision du prophage et le basculement vers un cycle lytique (Lamont et al., 1989; 

Licznerska et al., 2016; Oliveira et al., 2017).  

1.2.4 Le cycle pseudo-lysogénique 

 La mécanistique du cycle pseudo-lysogénique n’est pas encore très bien comprise mais 

les connaissances actuelles définissent ce dernier comme un état intermédiaire entre le cycle 

lytique et le cycle tempéré. En effet, l’ADN phagique serait bloqué à l’intérieur de la cellule 

bactérienne sans pouvoir se répliquer, ni s’intégrer dans le génome bactérien, mais en restant 

potentiellement producteur de virions, lorsque des conditions favorables seraient rencontrées 

(Miller and Ripp, 2002). Cet état serait possible lorsque les bactéries sont soumises à des 

conditions carencées en nutriment et en énergie. La pseudo-lysogénie permettrait au phage de 

perdurer dans une population bactérienne plus longtemps sans l’affecter. Il pourrait, en 

rencontrant des conditions plus favorables (nutriment, énergie), reprendre soit un cycle lytique, 

soit un cycle tempéré. Cet état pseudo-lysogénique serait par définition plus fréquent dans un 

environnement naturel tel que le milieu aquatique (Labonté et al., 2015) et peu présent en 

conditions de laboratoire où des milieux riches sont utilisés.  

1.2.5 Les autres cycles 

1.2.5.1 Le cycle chronique 

 Les infections chroniques (ou cycle chronique) par les bactériophages se traduisent par la 

production de virions en continu durant toute la phase de croissance de la bactérie hôte, sans 

lyser la bactérie cible (Figure 7). Ce cycle serait plus fréquent pour les phages appartenant à la 

famille des Inoviridae et donnerait un avantage à certains pathogènes. Par exemple, les virions 
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produits par Pseudomonas aeruginosa pendant une infection chronique augmenteraient la 

production de biofilms et renforceraient la  robustesse de ces derniers (Secor et al., 2015).  

1.2.5.2 L’état porteur   

 L’état porteur (ou « carrier state ») est défini comme étant un assortiment de bactéries 

porteuses produisant des phages (proche d’un état pseudo-lysogénique) qui sont dites 

résistantes, et de bactéries sensibles non porteuses permettant à la population phagique de se 

multiplier. La présence de phages en continu favorise l’émergence de variants. Par exemple, le 

phage LeviOr01 (ssRNA), infectant P. aeruginosa, confère une immunité face à la surinfection 

par d’autres phages ciblant le même récepteur, ici un pilus de type IV (Pourcel et al., 2017).  

1.3 Techniques d’études des bactériophages 

1.3.1 Méthodes traditionnelles d’étude des phages 

 La méthode courante pour étudier les phages n’a pas changé depuis qu’elle a été 

découverte, il s’agit de la technique de la double couche (Adams, 1959; Kropinski et al., 2009). 

En effet, elle permet de détecter et de quantifier les phages infectant un hôte sensible à partir 

d’un échantillon. La formation de « halos » dans un tapis bactérien dans une gélose, 

communément appelés « plages de lyse », révèle la présence d’un ou plusieurs phages attaquant 

la bactérie présente dans la double couche.  

 Cette méthode possède néanmoins des limites puisqu’elle nécessite de disposer d’une 

souche sensible aux phages. Elle ne permet donc pas d’avoir une idée précise de la quantité et 

de la diversité de l’ensemble des phages dans un échantillon. De plus, les phages peuvent 

interférer avec des molécules présentes dans les échantillons et par conséquent, ne pas être en 

capacité d’infecter la souche cible. C’est le cas dans le vin où, par exemple, les polyphénols de 

cette boisson fermentée peuvent interférer avec les mêmes récepteurs bactériens que ceux de 

phages diminuant ainsi le pouvoir infectieux des phages (Philippe et al., 2020). 

 D’autres méthodes ont été développées afin de détecter et d’observer la présence de 

phages dans divers échantillons. La microscopie électronique à transmission (MET) a permis 

d’observer les premières particules phagiques et a évolué au cours du temps. Cette méthode 

permet également de mettre en évidence la diversité virale qui peut être présente dans un 

échantillon, comme évoqué dans des sédiments provenant d’eau douce (Borrel et al., 2012).  La 

coloration négative à l’acétate d’uranyle a permis d’observer plus précisément la structure des 

capsides phagiques (Ackermann, 2011).  
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 Le développement de la microscopie en général a également facilité l’observation des 

phages. La microscopie électronique à balayage (MEB) a permis de montrer par exemple que 

les phages pouvaient être à l’origine d’une auto-reconnaissance entre bactéries de la même 

espèce (Song et al., 2019). La microscopie à fluorescence a aussi permis de quantifier des 

phages dans un échantillon après un marquage au SYBR Gold (Suttle and Fuhrman, 2010).  

 Alternativement aux méthodes microscopiques, diverses options ont été développées pour 

quantifier et détecter les particules phagiques. La résonance des plasmons de surface (RPS) a 

permis de détecter la présence de coliphages dans des eaux usées (García-Aljaro et al., 2008), 

la technique immuno-enzymatique ELISA a été employée pour détecter qualitativement et 

quantitativement la présence du phage T7 (Khan et al., 2015). Des techniques de qPCR ont 

également été développées pour détecter par exemple la présence de phages de Lactococcus 

(Ly-Chatain et al., 2011) ou encore de Campylobacter (Jäckel et al., 2017). Une méthode 

fluorescente à base de résazurine a aussi été développée afin de détecter des phages dans un 

milieu présentant une turbidité importante. La résazurine étant un composé redox qui fluoresce 

lorsqu’il est réduit par une communauté active de bactéries, la fluorescence est naturellement 

plus faible lorsque les bactéries cibles sont attaquées par un phage (Rajnovic and Mas, 2020). 

Enfin des méthodes à base d’impédancemétrie peuvent également être développées pour 

indiquer la présence de phages (García-Aljaro et al., 2009).  

 L’avènement ces dernières années des méthodes de séquençage a permis d’avoir un 

nombre de génomes de phages de plus en plus conséquent dans les bases de données, ce qui est 

une étape fondamentale pour étudier plus précisément les fonctions des gènes des phages. 

Cependant, encore aujourd’hui, de nombreux gènes restent inconnus avec une fonction 

hypothétique.   

1.3.2 Utilisation de la métagénomique pour l’étude des phages 

 Grâce aux avancées en matière de séquençage à haut débit, la métagénomique est 

maintenant largement utilisée afin de décrire la composition virale « virome » ou phagique 

« phageome » de différents écosystèmes. Le virome correspond à l’ensemble des génomes 

viraux retrouvés dans un échantillon donné, tandis que concernant le « phageome », aucune 

définition consensuelle de ce terme ne semble avoir été retenue à ce jour. En effet, dans certains 

cas, le terme « phageome » semble englober les communautés de phages, aussi bien lytiques 

que tempérés, alors que d’autres études s’attachent exclusivement aux phages lytiques. Les 

études de métagénomique virale peuvent nécessiter une première étape de concentration des 
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particules virales comme au polyéthylène glycol, par floculation, filtration tangentielle ou 

encore sur laine de verre (Hjelmsø et al., 2017). L’ADN ou l’ARN total est ensuite extrait en 

fonction de la matrice étudiée et des attentes de séquençage (Klenner et al., 2017). Les acides 

nucléiques peuvent nécessiter une étape d’amplification avant d’être tous séquencés par la 

méthode « shotgun » avant les traitements bioinformatiques (Thurber et al., 2009). Ces données 

permettent d’avoir un aperçu global de la diversité virale présente dans un échantillon donné.  

L’exemple décrivant le mieux l’utilisation de la métagénomique virale concerne le 

microbiote intestinal. En effet, le microbiote intestinal héberge approximativement 1012 virus 

et ces derniers jouent un rôle important dans l’équilibre et la composition microbienne de cet 

écosystème. La composition du phageome intestinal varie au cours de la vie, et particulièrement 

durant les premières années (Figure 9). Dans les premières périodes de la vie, la diversité du 

phageome est plutôt pauvre et est dominée par l’ancien ordre des Caudovirales. Puis vers l’âge 

de 2 ans et demi, les Microviridae deviennent majoritaires (Lim et al., 2015). Enfin, lorsque la 

diversité bactérienne devient plus importante vers l’âge adulte, l’ancien ordre des Caudovirales 

redevient prédominant (Manrique et al., 2016) (Figure 9). Des phages CrAssphage et quelques 

phages à ARN sont retrouvés également dans le phageome intestinal, tout comme de nombreux 

phages tempérés (Shkoporov et al., 2019). La composition du phageome intestinal, ainsi que la 

composition bactérienne, est largement influencée par le régime alimentaire (Minot et al., 

2011).   

 

 

 

 

 

Figure 9 : Evolution du phageome intestinal au cours de la vie (Townsend et al., 2021). 

 Les études sur le phageome intestinal ont permis de mettre en évidence le rôle important 

joué par les phages sur la composition du microbiote intestinal et par conséquent sur la santé 

humaine. Certaines études ont notamment démontré l’importance du rôle joué par les phages 

dans certaines pathologies comme le diabète de type 2 (Ma et al., 2018; Patterson et al., 2016), 

les maladies inflammatoires de l’intestin comme la maladie de Crohn, ou la colite ulcéreuse 
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(Fernandes et al., 2019; Norman et al., 2015; Seth et al., 2019). De nombreuses revues existent 

sur le rôle joué par les phages dans le microbiote intestinal et décrivent plus précisément tous 

ces aspects (Shkoporov and Hill, 2019; Townsend et al., 2021). Ces études de métagénomiques 

virales s’étendent également à d’autres écosystèmes, comme les aliments. Ceci sera présenté 

dans la section 2.3.  

1.4 Place et impact des phages dans les écosystèmes 

1.4.1 Equilibres microbiens dans les écosystèmes 

 Les phages, de par leurs différents cycles de vie présentés ci-dessus, vont influencer les 

microbiotes dans lesquels ils se trouvent. Plusieurs modalités ou théories sont décrites dans la 

littérature pour décrire l’influence qu’ils peuvent avoir sur les communautés bactériennes 

environnantes (De Paepe et al., 2014). Certains de ces modèles d’écologie sont présentés dans 

la Figure 10.  

1.4.1.1 Modèle « kill the winner » 

 La théorie « kill the winner », ou « tuer le plus fort » est une véritable « course à 

l’armement » entre les bactéries et les phages. Dans un environnement complexe, les bactéries 

sont en compétition les unes par rapport aux autres, et certaines d’entre elles vont naturellement 

être dominantes (« winners ») vis-à-vis des autres populations bactériennes, en raison de leur 

meilleure adaptation aux conditions du milieu. Une population dominante est généralement 

suivie de l’apparition d’un phage prédateur qui va venir réduire cette population dominante, 

contribuant ainsi au maintien de l’équilibre des populations bactériennes dans le microbiote 

(Figure 10-A). Les bactéries vont évoluer en développant des résistances aux phages. En 

parallèle, les phages vont eux même évoluer et acquérir des mutations contrecarrant cette 

résistance bactérienne, et ainsi de suite. Ce phénomène est communément appelé le « paradoxe 

de la reine rouge » (Marston et al., 2012; Middelboe et al., 2009; Van Valen, 1977). 

1.4.1.2 Modèle « kill the relative » 

 Le modèle « kill the relative » ou « tuer le plus proche » concerne les populations 

porteuses de prophages. Ces populations induisent un cycle lytique afin d’inhiber une 

population bactérienne environnante également sensible à ce phage, qui est en compétition pour 

la même niche écologique (Bossi et al., 2003). Cependant, il s’agirait d’un phénomène plutôt 

transitoire puisque les phages lysogènes auraient tendance à rapidement entrer en cycle tempéré 

chez l’hôte sensible (Figure 10-B). 
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1.4.1.3 Le modèle du « community shuffling » 

 Le modèle du « community shuffling » ou « brassage de communauté » correspond à 

l’induction de prophages chez des populations lysogènes par un facteur externe associé à 

l’environnement (polluant, salinité, antibiotiques...) (Figure 10-C). Par exemple, des 

concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques peuvent provoquer la lyse d’une population 

lysogène (Goerke et al., 2006). Les prophages de certaines populations bactériennes, comme 

celles retrouvées dans le microbiote intestinal, peuvent être à tout moment induits dans le but 

de détruire des bactéries compétitrices (Mills et al., 2013; Paepe et al., 2016).  

1.4.1.4 Le modèle « invade the relative » 

Le modèle « invade the relative » ou « envahir le plus proche » correspond à un 

écosystème où des phages tempérés vont infecter leur hôte, et ainsi apporter des gènes 

bénéfiques à la population bactérienne ciblée permettant à celle-ci d’augmenter sa proportion 

dans un environnement donné vis-à-vis d’autres populations non lysogènes (Figure 10-D) 

(Paepe et al., 2016).  

Figure 10 : Modèles théoriques de l’impact écologique des bactériophages dans un 

microbiote (De Paepe et al., 2014). 
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1.4.2 Les phages : vecteurs de transmission de matériel génétique 

 Les bactériophages sont connus pour être des acteurs majeurs des transferts horizontaux 

de matériel génétique chez les bactéries par transduction (Hershey and Chase, 1952). Ce 

phénomène permet à la bactérie cible d’acquérir de nouveaux gènes et donc d’avoir un avantage 

sélectif par rapport à d’autres souches bactériennes. L’exemple le plus frappant est certainement 

le transfert de gènes de résistance aux antibiotiques (ARG). Par exemple, il a été démontré que 

les phages pouvaient jouer un rôle essentiel dans le transfert d’ARGs dans des souches de 

Staphylococcus aureus résistantes à la méticilline issues de la colonisation nasale (Stanczak-

Mrozek et al., 2015). Les phages peuvent aussi constituer un réservoir de résistance aux 

antimicrobiens (AMR), comme par exemple des β-lactamases à spectre étendu dans un 

environnement hospitalier, mais également contre d’autres antibiotiques utilisés en traitements 

cliniques (Calero-Cáceres et al., 2019; Mahdavi et al., 2022). Cependant, d’autres études 

tendent à démontrer que les phages ne sont pas ou peu impliqués dans cette transmission 

d’ARGs, comme au sein des fèces de porc (Billaud et al., 2021). 

 Deux types de transduction sont principalement décrites, la transduction généralisée ou 

la transduction spécialisée (Figure 11).  

1.4.2.1 La transduction généralisée 

 La transduction généralisée correspond à l’incorporation accidentelle aléatoire d’un 

morceau d’ADN chromosomique bactérien lors de l’encapsidation du matériel génétique, que 

ce soit par un phage lytique ou tempéré. Cette bactérie sera dite « donneuse » et ce fragment 

d’ADN pourra être transmis à une bactérie dite « receveuse », lors d’une future infection.  

1.4.2.2 La transduction spécialisée 

 La transduction spécialisée est, elle, caractéristique des phages tempérés. En effet, lors de 

l’excision d’un prophage suite à un phénomène d’induction, une erreur peut se produire. Seuls 

les gènes bordant les sites d’intégration du prophage au chromosome bactérien sont concernés. 

Le phage possèdera alors une portion de génome bactérien à une extrémité, et une perte de 

génome phagique à l’extrémité opposée. Si les gènes essentiels à la formation de virions sont 

intacts, il y a production de particules phagiques lors d’une prochaine infection. En revanche, 

si ces gènes essentiels sont absents, le génome restera à l’intérieur de la cellule bactérienne sans 

pouvoir effectuer de cycle lytique.  
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Figure 11 : Les mécanismes de transduction effectués par les bactériophages (Balcázar, 

2018). 

1.4.3 L’impact du mode tempéré sur les écosystèmes 

 L’impact des prophages sur la fitness de la cellule hôte a longtemps été sous-estimé, 

considérant que les prophages étaient présents dans les génomes bactériens sous forme passive 

et qu’ils n’influençaient pas leur bactérie hôte. Cependant, les phages tempérés peuvent jouer 

un rôle important dans le comportement de leur hôte bactérien, puisqu’ils peuvent par exemple 

éteindre l’expression de certains gènes, en particulier ceux situés au niveau des sites 

d’attachement ou dans le cas contraire, apporter des gènes ayant un impact positif pour la 

bactérie comme décrit précédemment avec les ARGs, par exemple (Wendling et al., 2021). En 

plus de ce critère d’apport ou d’extinction de gènes, les prophages sont capables de lyser des 

compétiteurs, de conférer une immunité face à la surinfection par des phages homologues ou 

encore d’induire spécifiquement certains gènes pour l’intérêt de la bactérie hôte. C’est ce qui 

est communément appelé la « conversion lysogénique » (Chen et al., 2021). Un des 

phénomènes le plus décrit concernant la conversion lysogénique est l’apport de gènes codant 

pour des facteurs de virulence, comme par exemple le gène de la toxine cholérique porté par le 

phage CTX chez Vibrio cholerae (Faruque et al., 1998) ou encore le gène de la toxine 

diphtérique porté par le phage β de Corynebacterium diphtheriae (Holmes and Barksdale, 

1969). À l’échelle de communautés bactériennes, les toxines peuvent jouer également un rôle 

important.   
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 L’induction de toxines étant capable d’inhiber d’autres bactéries de la communauté, au 

profit de la souche porteuse du prophage, a déjà été observé. C’est notamment le cas d’une 

colicine codée par un prophage de Salmonella enterica (Collb) qui inhibe E. coli au profit de 

S. enterica (Spriewald et al., 2020). Dans certains cas, des toxines inhibitrices de bactéries 

compétitrices peuvent être libérées par les prophages conférant un avantage sélectif à la 

population tempérée. Cela a notamment été proposé pour la famille de toxine MuF rencontrée 

chez des bactéries appartenant à l’ancien phylum des Firmicutes (aujourd’hui Bacillota), qui 

inhiberait la croissance des populations compétitrices des souches porteuses de ces prophages 

(Jamet et al., 2017).  

 Les communautés microbiennes, lorsqu’elles sont établies, peuvent être plus ou moins 

diversifiées et abondantes. La mortalité de certaines populations bactériennes peut s’expliquer 

suite à l’induction de prophages. Par exemple, il a été démontré que les dynamiques 

microbiennes dans différentes régions de l’océan austral pouvaient résulter de l’induction de 

prophages, dépendant des conditions rencontrées comme la salinité, la température, la 

concentration en oxygène ou la présence de chlorophylle (Brum et al., 2015). Encore 

concernant l’environnement marin, des chercheurs ont démontré que l’induction de prophages 

était nécessaire pour une diversité bactérienne plus importante dans des sédiments (Heinrichs 

et al., 2020).  

 Les bactéries, lorsqu’elles colonisent un environnement donné, se développent parfois 

sous la forme de biofilms. C’est le cas par exemple du microbiote de la muqueuse buccale (Diaz 

and Valm, 2020), dans les aliments et l’industrie agro-alimentaire (Rather et al., 2021), ou 

encore le sol (Wu et al., 2019). L’ADN extracellulaire est une molécule très importante dans 

l’élaboration des biofilms puisqu’elle permet de conférer plus de stabilité. Cet ADN 

extracellulaire provient de l’induction de prophages au sein d’une communauté, libéré lors de 

la lyse d’une partie de la population bactérienne. L’induction de prophages favorisant la 

production de biofilms a été démontrée à plusieurs reprises, par exemple chez un pathogène du 

poisson Vibrio anguillarum (Tan et al., 2020), chez une bactérie adaptée à des conditions 

métalliques hostiles Shewanella oneidensis (Binnenkade et al., 2014) ou encore chez un 

pathogène humain bien connu Streptococcus pneumoniae (Carrolo et al., 2010). L’induction de 

prophages peut également aboutir à la production de virions capables d’infecter d’autres 

bactéries sensibles compétitrices de la communauté, donnant ainsi un avantage à la bactérie 

lysogène jusqu’à ce que les compétiteurs ne soient lysogénisés à leur tour (Paepe et al., 2016).  
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 Enfin, il ne faut pas négliger l’impact négatif que peut avoir le mode de vie tempéré. En 

effet, même si la présence de prophages peut être un avantage pour la bactérie hôte, cela peut 

également être le contraire. Chez certaines bactéries porteuses de prophages, l’induction de ces 

derniers peut être temporaire ou irréversible et mener à la destruction temporaire ou totale de la 

population cible due à la production massive de phage ultra-virulents. C’est le cas par exemple 

pour une bactérie du microbiote intestinal humain, Roseburia intestinalis porteuse du prophage 

Shimadzu, qui est systématiquement induit en phage lytique lorsque cette bactérie atteint un 

niveau de population important lors d’une colonisation de microbiote de souris (Cornuault et 

al., 2019). 

1.4.4 Les mécanismes développés par les bactéries pour résister aux 

phages 

Comme présenté précédemment, il existe une véritable course à l’armement entre les 

phages et les bactéries qui cohabitent dans un même environnement. Pour contrer l’activité des 

phages, les bactéries ont développé un bon nombre de stratégies pour se protéger des attaques 

virales. Ces mécanismes sont présentés dans la Figure 12.  

Figure 12 : Principales sources de résistances bactériennes aux infections phagiques 

(adapté de Mirzaei and Maurice, 2017). 
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 1.4.4.1 Inhibition de l’adsorption  

 La première étape de l’infection phagique correspond à l’adsorption sur un récepteur 

spécifique de la bactérie. Ainsi, la bactérie peut empêcher la fixation du phage à son récepteur. 

Deux principaux mécanismes sont connus, une modification de la surface du récepteur ou la 

production d’exopolysaccharides (EPS) (Figure 12-A). En effet, l’accès du phage au récepteur 

est empêché par la modification de ce dernier, suite à une ou plusieurs mutations. C’est le cas 

de figure le plus rencontré chez les bactéries. Ce phénomène a par exemple été décrit chez 

Vibrio cholerae (Seed et al., 2014), Pseudomonas fluorescens  (Scanlan et al., 2015) ou encore 

chez Haemophilus influenzae (Zaleski et al., 2005). La production d’une protéine venant 

masquer le site récepteur peut également avoir lieu, comme chez Staphylococcus aureus qui 

peut produire une protéine A venant bloquer le récepteur du phage (Nordström and Forsgren, 

1974). Un autre moyen de prévenir l’adsorption phagique est la production d’EPS, qui va 

conférer une forme de barrière entre le récepteur et le phage. Parmi les EPS, on peut retrouver 

l’acide hyaluronique ou encore l’alginate. Ces EPS favorisent la résistance bactérienne à 

l’adsorption phagique, comme cela a été montré pour des biofilms de P. aeruginosa (Hanlon et 

al., 2001). Ce phénomène associé à la production d’EPS est aussi particulièrement étudié chez 

le ferment Lactococcus lactis afin d’étudier la sensibilité de ces ferments aux phages 

(Ainsworth et al., 2014; Mahony et al., 2020). 

1.4.4.2 Inhibition de l’injection d’ADN 

 L’étape suivante du cycle infectieux du phage correspond à l’injection de son ADN dans 

le cytoplasme de la bactérie cible. Cette injection d’ADN peut cependant être bloquée par le 

système Sie, connu sous le nom de SuperInfection Exclusion (Figure 12-E). Ce système est 

codé par les phages eux-mêmes afin de protéger leur hôte bactérien vis-à-vis de nouvelles 

infections par d’autres phages. Le système Sie inhibe l’injection de l’ADN phagique ou sa 

réplication dans la bactérie. Ces systèmes Sie ont été bien décrits pour Lc. lactis où des protéines 

localisées sur la membrane bactérienne empêchent l’injection d’ADN (Mahony et al., 2008). 

Des fonctionnements différents ont également pu être mis en avant, comme chez E. coli où le 

phage T5 produit une lipoprotéine au début de l’infection, qui va bloquer son propre récepteur 

(FhuA), ce qui protège ainsi de la surinfection (Breyton et al., 2013).  

1.4.4.3 Actions au niveau de l’ADN phagique 

 D’autres systèmes peuvent intervenir afin de résister à l’infection phagique, en particulier 

en agissant directement sur les acides nucléiques du génome phagique injecté. C’est le cas du 
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système R-M, pour Restriction-Modification, qui associe une endonucléase avec une activité 

méthylase, et qui sont représentés dans plus de 74% des génomes procaryotes (Tock and 

Dryden, 2005). Le système R-M clive ou dégrade l’ADN du phage en reconnaissant 

spécifiquement des motifs de séquences nucléotidiques, ces mêmes motifs étant préalablement 

méthylés dans le génome bactérien protégeant ainsi l’ADN de l’hôte (Oliveira et al., 2014) 

(Figure 12-B). D’autres mécanismes de résistance bactérienne basés sur la méthylation de 

l’ADN sont connus comme le système BREX pour Bacteriophage Exclusion (Goldfarb et al., 

2015), ou encore le système DISARM pour Defense Islands System Associated with R-M (Ofir 

et al., 2018). Leur fonction précise reste encore floue même si une modification épigénétique 

est bien mise en avant (Gordeeva et al., 2019). La méthylation est une stratégie afin de faire la 

distinction entre le « soi » et le « non soi », mais ce n’est pas le seul moyen existant. Par 

exemple le système DND modifie l’ADN de l’hôte bactérien en y incluant un groupe sulfure 

(Wang et al., 2007).  

1.4.4.4 Le système adaptatif CRISPR-Cas  

 Le système CRISPR-Cas pour Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats et CRISPR Associated proteins, est un autre moyen de défense face à l’attaque de 

phages. Il est actuellement le système le plus étudié (Figure 12-C et 13). Ce système fonctionne 

également par la reconnaissance et la dégradation des acides nucléiques viraux et est considéré 

comme étant le système immunitaire adaptatif procaryote (Barrangou et al., 2007). La région 

CRISPR est incluse dans le génome bactérien et correspond à un enchainement de séquences 

répétées, séparées elles-mêmes par des régions variables nommées spacers. Ces régions 

variables (30-40 nucléotides) correspondent à des courtes séquences d’ADN d’origine virale ou 

plasmidique (Amitai and Sorek, 2016). Ces séquences sont ensuite transcrites en un pré-ARNcr 

contenant l’ensemble des motifs répétés et variables. Ce pré-ARNcr est fractionné en plusieurs 

ARNcr qui contiennent chacun un spacer et des régions répétitives, pour s’associer avec des 

protéines Cas. Ces complexes seront ensuite capables d’aller cibler les acides nucléiques viraux 

par complémentarité de séquence. C’est sur ce principe que le système CRISPR-Cas permet de 

prévenir une nouvelle infection par le même bactériophage. Ces systèmes sont très diversifiés 

puisqu’il en existe 2 classes, 6 types et plus de 20 sous-types, qui diffèrent surtout par la 

machinerie d’interférence, les mécanismes de ciblage et l’acide nucléique ciblé (ADN ou 

ARN). Dans la plupart des cas, les systèmes CRISPR utilisent des motifs PAM pour 

Protospacer Adjacent Motif, qui correspondent à de courtes séquences d’ADN spécifiques 
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(2 à 6 nucléotides) suivant la séquence d’ADN cible. Les séquences PAM sont localisés en aval 

de la séquence d’ADN ciblée par l’ARNcr, pour que la protéine Cas clive l’ADN cible 3-4 

nucléotides en amont de cette séquence (Bernheim and Sorek, 2020). Ceci permet au système 

CRISPR de ne pas dégrader les spacers intégrés dans son propre génome.  

 Ce système est à la base de nombreux projets de recherche innovants, également en santé 

humaine et a fait l’objet du prix Nobel de chimie en 2020, décerné à Emmanuelle Carpentier et 

Jennifer Doudna, pour l’invention de l’outil d’édition génomique CRISPR-Cas9.  

 

 

Figure 13 : Fonctionnement du système CRISPR (Deveau et al., 2010). 

(A) Adaptation bactérienne à l’infection phagique par l’acquisition de nouveaux « spacers » 

dans le locus CRISPR. (B) Interférence entre le complexe Cas-ARNcr et le génome phagique, 

qui est par conséquent détruit. Des mutations dans le génome phagique peuvent apparaitre et 

ne pas interférer avec le complexe, menant à la lyse de la bactérie.  
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 1.4.4.5 Les mécanismes d’auto-suicide 

 Enfin, une autre stratégie bien connue de défense bactérienne face aux phages est le 

système Abi, pour Abortive Infection (Figure 12-D). Ce système permet à la bactérie une fois 

qu’elle est infectée, de s’auto-suicider ou de stopper son métabolisme avant que la réplication 

du phage soit complète, évitant ainsi la dissémination des phages aux autres bactéries de la 

communauté (Bernheim and Sorek, 2020). Ces systèmes ont été détectés dans beaucoup de 

microorganismes et leurs mécanismes de fonctionnement sont très diversifiés (Koonin et al., 

2017). Chez E. coli, lors d’une infection par le phage T4, le système Abi se met en place 

lorsqu’il détecte la présence d’un substrat porté par le peptide Gol du phage quand il est associé 

au facteur d’élongation ribosomique EF-Tu. Une protéine clive ensuite ce complexe, inhibant 

la traduction générale, qui finit par tuer la cellule bactérienne (Bingham et al., 2000). Une 

nouvelle forme du système Abi a récemment été découverte, le mécanisme CBASS pour Cyclic 

oligonucleotides-Based Anti-phage Signalling System. Ce système détecte la présence de 

phages et génère un signal à base de petites molécules d'oligonucléotides cycliques qui activent 

un effecteur entraînant la mort cellulaire (Cohen et al., 2019).  

1.4.4.6 Les autres moyens de résistance bactérienne aux phages 

 D’autres systèmes de défense font également l’objet d’études un peu plus poussées. C’est 

en particulier le cas des défenses dites chimiques, lors desquelles des bactéries du genre 

Streptomyces sont capables de produire de petites molécules comme la doxorubicine ou la 

daunorubicine qui agissent en s’intercalant dans l’ADN phagique, bloquant ainsi sa réplication 

(Kronheim et al., 2018).  

 Dans cette course à l’armement, les phages développent aussi des mécanismes pour 

contrer les défenses anti-virales mises en place par les bactéries. 

1.4.5 Les phages contournent les résistances bactériennes 

1.4.5.1 Adaptation au niveau de l’étape d’adsorption  

 Pour contourner les modifications de conformation des récepteurs bactériens, les phages 

vont par exemple pouvoir cibler un autre récepteur sur la bactérie ou modifier leur site de liaison 

RBP, cela étendant par la même occasion le spectre d’hôte du phage (Dunne et al., 2019) 

(Figure 14-A).  
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Des stratégies ont également été mises en place par les phages pour contrer la production 

d’EPS par les bactéries. Certains phages ont développé des enzymes particulières pour pouvoir 

se lier (lyases) à ces EPS ou les détruire (hydrolases) (Ge et al., 2020; Knecht et al., 2020) 

(Figure 14-B).  

 

 

 

 

  

Figure 14: Stratégies des phages pour accéder aux récepteurs bactériens (Samson et al. 

2013). 

(A) Modification du site RBP. (B) Action enzymatique pour accéder aux récepteurs masqués. 

1.4.5.2 Contournement des endonucléases bactériennes 

 Les phages peuvent également contrer l’effet des enzymes de restriction bactériennes sur 

leur génome. Pour ce faire, la méthylation de l’ADN est également un atout de leur côté puisque 

le génome des phages peut être méthylé par des méthyltransférases ou alors simplement 

certaines portions du génome comme les hydroxymethylcytosines (HMC), empêchant ainsi 

l’action des endonucléases bactériennes (Rostøl and Marraffini, 2019) (Figure 15-A). Des 

mutations dans les sites reconnus spécifiquement par les enzymes bactériennes peuvent 

également conférer une protection au génome phagique, comme pour le phage K ciblant 

Klebsiella pneumoniae qui a perdu un site de restriction (Kęsik-Szeloch et al., 2013). Certains 

phages peuvent également produire des molécules inhibant les nucléases bactériennes, comme 

pour le phage T4 infectant E. coli qui inhibe grâce au peptide Stp l’endonucléase EcoprrI pour 

infecter son hôte (Penner et al., 1995) (Figure 15-B). Par ailleurs, le phage λ code pour une 

protéine antirestriction Ral, qui augmente l’activité méthyltransférase de l’hôte bactérien afin 

d’accélérer la protection de son génome (Loenen and Murray, 1986) (Figure 15-B). Des phages 

ont également des gènes codant pour des protéines imitant structurellement les groupements 

phosphates de l’ADN, comme la protéine Ocr du coliphage T7 (Atanasiu et al., 2002) (Figure 

15-C). Ces protéines ont souvent une affinité supérieure pour les endonuclunéases que pour le 

propre ADN phagique, elles séquestrent donc l’activité de ces enzymes et protègent la 

dégradation de l’ADN du phage (Figure 15-C).  
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Figure 15 : Stratégies phagiques pour contourner les endonucléases bactériennes (d’après 

Samson et al., 2013).  

(A) Méthylation du génome phagique (B) Production de molécules inhibitrices des 

endonucléases (C) Production de protéines mimant l’ADN phagique. 

1.4.5.3 Détournement du mécanisme CRISPR-Cas 

Afin de contourner le système CRISPR-Cas des bactéries, des phages se sont adaptés en 

produisant des molécules dites anti-CRISPR (Acr) dont la transcription est contrôlée par des 

protéines associées à ces molécules anti-CRISPR (Aca) (Bondy-Denomy et al., 2013; Stanley 

et al., 2019). L’association de ces molécules Acr et Aca a permis aux phages de résister aux 

différents types de systèmes CRISPR-Cas en inhibant l’assemblage du complexe CRISPR-Cas 

ou en bloquant la liaison à l’ADN cible (Figure 16). Il a également été rapporté que les phages 

peuvent faire apparaître des mutations dans les séquences PAM de leur génomes, reconnues par 

le système CRISPR-Cas, brouillant ainsi certains types de systèmes CRISPR-Cas (Sun et al., 

2013).   

Figure 16: Mécanisme anti-CRISPR des phages (Jia and Patel, 2021). 
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1.4.5.4 Contournement du système d’auto-suicide bactérien 

 Enfin, certains phages peuvent également contourner le mécanisme Abi, par exemple 

avec l’apparition de mutations dans des gènes impliqués dans le métabolisme des nucléotides 

(Figure 17). Cela a été observé pour un phage de Lactococcus sp., ce qui lui permet d’échapper 

au système Abi (Blower et al., 2012). Afin de prévenir les systèmes toxine-antitoxine des 

bactéries, les phages ont également mis en place des systèmes d’adaptation. Par exemple, le 

phage T4 contient un gène codant pour une protéine (Dmd) qui remplace les antitoxines 

bactériennes, permettant ainsi au phage de se propager (Otsuka and Yonesaki, 2012).  

 

 

Figure 17 : Stratégies adaptatives des phages contre le système « abortive infection » 

(Samson et al., 2013). 

(A) Mutations phagiques pour échapper au système Abi. (B) Production d’antitoxines 

analogues pour empêcher le système Abi de se mettre en place.   
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2. Microbiologie générale des boissons fermentées  

 Depuis des millénaires, la fermentation est utilisée dans toutes les zones géographiques 

du globe afin de conserver les aliments comme les céréales, les légumes, les fruits, la viande, 

le poisson, les produits laitiers, le cacao ou encore le café. Les boissons n’échappent pas à la 

règle, la fermentation permet de conserver ces boissons, mais elle est également utilisée pour 

élaborer de nouveaux produits. De nombreuses revues sont disponibles décrivant de manière 

très détaillée tous les types d’aliments et boissons fermentées rencontrés dans le monde, en 

particulier celles de Gänzle (2015), de Tamang et al. (2020) et de Wolfe and Dutton (2015). 

Plusieurs types de fermentation sont rencontrées pour les aliments, la fermentation alcoolique 

(production d’éthanol et de CO2), la fermentation homolactique (production d’acide lactique),  

la fermentation hétérolactique (production d’acide lactique, d’éthanol et/ou d’acide acétique, et 

de CO2), la fermentation acétique (production d’acide acétique), la fermentation malolactique 

(production d’acide lactique et de CO2), la fermentation propionique (production d’acide 

propionique, d’acide acétique, de CO2 et de H2) ou encore la fermentation butyrique (production 

d’acide butyrique, de CO2 et de H2). Dans cette partie, sera évoquée la diversité 

microbiologique de quatre boissons fermentées bien décrites à ce jour, à savoir le kéfir, le 

kombucha, la bière et le vin afin d’illustrer la diversité microbiologique rencontrée dans ce type 

de produits.  

2.1 Aperçu de la diversité microbiologique de quatre boissons fermentées 

2.1.1 Le kéfir 

 Le kéfir est une boisson pétillante, légèrement acide, à base de lait (« kéfir de lait ») ou 

d’eau sucrée supplémentée avec des fruits frais ou sec (« kéfir à base d’eau »), fermentée par 

des grains de kéfir. Ces grains de kéfir, généralement d’une taille allant de 0,3 à 3,5 cm de 

diamètre, renferment les microorganismes responsables de la fermentation et sont généralement 

incorporés dans une matrice polysaccharidique (Martínez-Puchol et al., 2020) (Figure 18).  

Figure 18 : Aspect d'un grain de kéfir pour la fermentation du lait (Ahmed et al., 2013).  
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 La fermentation du kéfir de lait se déroule entre 21°C et 30°C pendant 4 à 8 jours. Les 

microorganismes contenus dans ces grains de kéfir sont des bactéries lactiques (≈108 UFC/g), 

des levures (≈106-107 UFC/g) et des bactéries acétiques (≈105 UFC/g) (Chen et al., 2015). 

Même si les substrats ne sont pas les mêmes (eau ou lait), la composition microbienne du kéfir 

reste assez similaire.  

 La composition bactérienne du kéfir de lait est principalement dominée par des membres 

de l’ancien genre Lactobacillus. Ce genre, récemment re-classifié en plusieurs genres dans la 

famille des Lactobacillaceae (Zheng et al., 2020) sera présenté dans la suite de ce manuscrit 

sous les termes Lactobacillus sensu lato. L’espèce Lactobacillus kefiri (80%) est majoritaire 

dans le kéfir, mais des espèces comme Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei, 

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactiplantibacillus 

plantarum, et Lactobacillus kefiranofaciens peuvent être également retrouvées. Des espèces 

comme Lactococcus lactis ou Leuconostoc mesenteroides ont également été décrite, tout 

comme les bactéries acétiques Acetobacter aceti et A. rasens  (Prado et al., 2015). Le kéfir à 

base d’eau est globalement composé des mêmes familles bactériennes, mais les espèces peuvent 

différer. En effet, des espèces comme Lb. casei, Lb. brevis, Lb. hilgardii, 

Ln. pseudomesenteroides mais encore Gluconobacter japonicus, Bacillus cereus ou 

Zymomonas sp. peuvent être retrouvées plus fréquemment dans le kéfir à base d’eau (Lynch et 

al., 2021).  

 Les levures du genre Saccharomyces sont prédominantes dans le kéfir à base d’eau, alors 

qu’elles sont en plus faible quantité dans le kéfir de lait, où des espèces non-Saccharomyces 

sont plus fréquemment rencontrées. L’espèce S. cerevisiae est retrouvée dans la majorité des 

cas mais des espèces comme Hanseniaspora valbyensis ou Dekkera anomala peuvent aussi être 

présentes (Marsh et al., 2013). Dans le kéfir de lait, bien que moins présentes que dans le kéfir 

d’eau, les espèces retrouvées sont S. cerevisiae, S. unisporus, Candida kefyr et Kluyveromyces 

marxianus ssp. marxianus (Zanirati et al., 2015).  

 Très peu d’études ont rapporté la prévalence de virus dans le kéfir. Quelques séquences 

de prophages ont été retrouvées dans des grains de kéfir, en particulier des familles 

Siphoviridae, Myoviridae, Microviridae, Podoviridae et Herelleviridae ciblant la famille des 

Lactobacillaceae (Tenorio-Salgado et al., 2021).  
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 Enfin, le kéfir aurait des propriétés bénéfiques pour la santé humaine, notamment des 

propriétés antivirales contre le Sars-Cov-2 (Hamida et al., 2021), des propriétés anti-

cancéreuses par induction de l’apoptose de cellules cancéreuses (Sharifi et al., 2017) ou de 

modulation du microbiote intestinal (Peluzio et al., 2021).  

2.1.2 Le kombucha 

Le kombucha est un thé noir ou vert fermenté, avec un goût acide et présentant une 

effervescence. La fermentation du kombucha est effectuée par des bactéries acétiques et des 

levures pendant une durée de 10 à 15 jours à 20°C, pendant laquelle le thé est généralement 

supplémenté en saccharose (May et al., 2019). Le thé est ensemencé en surface avec le biofilm 

formé lors d’une précédente fermentation (Figure 19).  

 

 

 

 

 

Figure 19 : Aspect d'un kombucha pendant la fermentation (May et al., 2019). 

 Les espèces bactériennes dominantes dans les différents kombucha appartiennent à la 

famille des Acetobacteraceae. Les espèces Gluconacetobacter europaeus, G. oxydans, 

G. saccharivorans et Acetobacter peroxydans sont les plus dominantes dans cette boisson 

fermentée (Coton et al., 2017). Des bactéries du genre Komagataeibacter ont aussi été 

fréquemment retrouvées dans des études concernant la diversité microbienne du kombucha 

(Arıkan et al., 2020; Reva et al., 2015). La composition microbienne du kombucha change au 

cours du procédé de fermentation et des bactéries lactiques comme Oenococcus oeni peuvent 

apparaitre, mais ces dernières ont plutôt été associées à des thés verts (Coton et al., 2017; 

Lorentzen et al., 2019). La composition en levures ne diffère pas entre le thé vert ou le thé noir. 

Les principales levures retrouvées dans le kombucha appartiennent aux genres Dekkera, 

Hanseniaspora et Zygosaccharomyces. Zygosaccharomyces bailii est souvent majoritaire mais 

Dekkera bruxellensis, D. anomala et Hanseniaspora valbyensis sont également les espèces les 

plus retrouvées dans les différents kombucha (Coton et al., 2017; Marsh et al., 2014; May et 

al., 2019).  
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 A ce jour, aucune étude n’a mentionné l’implication des virus et encore moins des phages 

dans le kombucha. Le rôle des virus reste donc à être évalué dans de prochaines études dans 

cette boisson fermentée (May et al., 2019).  

 Peu de travaux démontrent le potentiel santé du kombucha sur la santé humaine, la plupart 

ayant été menés sur des animaux (Fu et al., 2015; Vīna et al., 2014). Mais il est mentionné que, 

par sa forte teneur en polyphénols, des propriétés anti-oxydantes, anti-cancéreuses et 

stimulatrices des fonctions gastro-intestinales sont plus que probables (Kapp and Sumner, 

2019).  

2.1.3 La bière 

 La bière est une boisson fermentée à base de malt, une céréale bourgeonnée (orge, seigle, 

blé, riz) et de houblon, une plante herbacée apportant de l’amertume. La fermentation de la 

bière dure généralement entre 3 et 21 jours à des températures variables, comprises entre 6 et 

25°C (Bamforth, 2017).  

 La diversité microbienne de la bière est assez pauvre. En effet, la fermentation de la bière 

est réalisée exclusivement par des levures comme Saccharomyces cerevisiae ou S. pastorianus 

(Bokulich and Bamforth, 2013). Plus récemment, des industries tentent aussi d’utiliser des 

levures du genre Brettanomyces, comme B. bruxellensis, pouvant apporter plus de propriétés 

organoleptiques (Serra Colomer et al., 2019). Les bactéries dans la bière sont souvent synonyme 

d’altération du produit, et ne sont donc par conséquent pas désirées, bien qu’elles soient 

présentes dans l’environnement durant la production du produit (Bokulich and Bamforth, 

2013). Les principales espèces bactériennes retrouvées dans la bière sont généralement 

Pediococcus damnosus, Lactobacillus acetotolerans, Levilactobacillus brevis, 

Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei ou Fructilactobacillus lindneri (Tyakht 

et al., 2021). Certaines de ces bactéries sont notamment responsables de la production d’amines 

biogènes et de troubles opaques par la production d’exopolysaccharides, rendant le produit 

huileux (Pittet et al., 2011; Rodríguez-Saavedra et al., 2020). 

 La diversité virale de la bière est également très peu documentée dans la littérature. Des 

phages ciblant des souches appartenant à des espèces reconnues comme d’altération pour la 

bière ont été isolés : cinq phages ciblant Levilactobacillus brevis (Feyereisen et al., 2019) et un 

ciblant une souche de P. damnosus, (Kelly et al., 2012). Cependant ces phages ont été isolés à 

partir d’eaux usées et ciblaient des souches non altérantes.  
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2.1.4 Le vin  

 Le vin est une boisson fermentée qui résulte de deux fermentations successives du jus de 

raisin, la fermentation alcoolique puis la fermentation malolactique (FML). La fermentation 

alcoolique dure de quelques jours à 15 jours et est principalement réalisée par des levures, alors 

que la FML qui dure plusieurs semaines, est essentiellement réalisée par la bactérie lactique 

Oenococcus oeni (Lonvaud-Funel et al., 2010).  

 La fermentation alcoolique, est principalement assurée par la levure Saccharomyces 

cerevisiae mais d’autres levures non-Saccharomyces peuvent également être rencontrées 

comme Lachancea, Metschnikowia, Hanseniaspora, Pichia, Hyphopichia, Sporothrix, 

Candida ou Schizosaccharomyces (Fleet et al., 1984; Pinto et al., 2015). Ces levures non-

Saccharomyces pourraient permettre de diminuer légèrement la production d’éthanol, qui est 

néfaste pour les bactéries lactiques (Balmaseda et al., 2018). La présence de Brettanomyces 

bruxella a également été rapportée dans le vin, mais elle est considérée comme négative du fait 

de sa forte capacité à produire de l’acide acétique (Agnolucci et al., 2017).  

La FML est généralement désirée pour les vins rouges et quelques vins blancs, puisqu’elle 

permet une désacidification accompagnée d’une amélioration des qualités organoleptiques du 

vin. Le fonctionnement de la FML est décrit dans la Figure 20.  

Figure 20 : La fermentation malolactique chez O. oeni (Bartowsky, 2005). 
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 L’acide malique pénètre tout d’abord de façon passive dans la cellule bactérienne. Puis, 

la réaction de désacidification est réalisée grâce à l’activité d’une enzyme nommée enzyme 

malolactique, qui permet la conversion de l’acide L-malique en acide L-lactique avec 

production de CO2 par décarboxylation (Figure 20). Cette réaction augmente légèrement le pH 

intra-cellulaire, puis l’acide L-lactique et le CO2 sont expulsés de la cellule, générant ainsi un 

gradient de protons. Ce gradient est associé à une ATPase favorisant la production d’ATP 

(Bartowsky, 2005). L’accumulation d’acide lactique permet d’augmenter légèrement le pH du 

vin, par remplacement d’un diacide (acide malique) par un monoacide (acide lactique).  

 Les bactéries lactiques sont présentes sur le raisin mais leurs niveaux de populations sont 

faibles quand les mesures sont réalisées par mesures culturales (Lonvaud-Funel, 1999). Le 

niveau de ces bactéries lactiques augmente lorsque le raisin est pressé pour être transformé en 

moût. Des concentrations allant de 102 à 104 UFC/mL sont retrouvées et les bactéries sont 

essentiellement regroupées parmi les genres Lactobacillus sensu lato, Leuconostoc, 

Pediococcus et Oenococcus. Mais des bactéries appartenant aux familles Halomonadaceae, 

Comamonadaceae, Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae et des bactéries maintenant 

classées parmi les Erwiniaceae (précédemment Enterobacteriaceae) peuvent également être 

retrouvées (Pinto et al., 2015). Des bactéries non désirables sont aussi présentes dans certains 

cas, comme les genres Acetobacter et Gluconobacter, souvent retrouvées dans les « pieds de 

cuves » et dans les cuves où la fermentation n’est pas contrôlée (Berbegal et al., 2019). Même 

si différentes bactéries sont décrites, la bactérie majoritairement retrouvée en fin de 

fermentation alcoolique dans les vins est O. oeni (Bartowsky, 2017; Tofalo et al., 2021).  

 La diversité virale du vin est aussi très peu décrite, mais les phages sont objet d’intérêt, 

puisqu’ils peuvent détruire des ferments. Ainsi, des études ont exploré la diversité des 

prophages au sein de souches d’intérêt pour le domaine de l’œnologie (Claisse et al., 2021; 

Doria et al., 2013; Jaomanjaka et al., 2013; Xu et al., 2021). Des phages virulents ont également 

pu être mis en évidence dans le vin contre des bactéries d’altération ou encore contre O. oeni 

(Jaomanjaka et al., 2016; Philippe et al., 2021, 2018). Ces aspects seront traités en détail dans 

la partie 2.3.  Le vin, rouge en particulier, lorsqu’il est consommé de manière raisonnée, peut 

également avoir des effets bénéfiques sur la santé. Il est en effet riche en antioxydants et en 

polyphénols comme le resvératrol, les anthocyanes et les catéchines. Ces derniers peuvent 

prévenir les maladies cardiovasculaires, réduire l’agrégation plaquettaire et donc limiter la 

formation de caillots sanguins (Snopek et al., 2018).  
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2.2 Une boisson fermentée comme modèle d’étude des phages : le cidre  

 Le choix comme modèle d’étude de cette thèse s’est porté vers une boisson fermentée 

largement produite et consommée dans la région Normandie : le cidre.  

2.2.1 Historique de la fermentation des pommes et place du cidre dans le 

territoire  

Les premiers documents citant des boissons alcoolisées à base de pommes remontent à 

l’Antiquité, et il est mentionné que la consommation de cidre était bien établie en Europe. C’est 

à partir de cette période que la production et la consommation de cidre s’est généralisée, 

notamment en Angleterre où de nombreux pommiers ont été plantés pour la production de 

pommes à cidre. Au début du XXème siècle, le cidre était la deuxième boisson la plus 

consommée en France après le vin, mais cette consommation a été largement réduite après la 

Seconde Guerre mondiale. Malgré les dégâts causés dans les paysages et les bocages pendant 

ces années de guerre, de nombreux producteurs locaux ont persisté dans la production de cidre, 

particulièrement en Normandie et en Bretagne, mais également au Pays Basque (Cousin et al., 

2017). Le cidre est une boisson régionale et tient donc une place importante dans la région 

normande. En effet, à ce jour, deux appellations d’origine protégée (AOP) concernant le cidre 

sont recensées en Normandie, le cidre « Pays d’Auge » depuis 1996 et le cidre « Cotentin » 

depuis 2016 (Figure 21).  

Figure 21: Distribution des appellations cidricoles de la région Normandie (source : 

https://www.idac-aoc.fr/fr/, consulté le 29/07/2022).  

https://www.idac-aoc.fr/fr/
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 La région Normandie détient également une AOP pour le poiré de « Domfront », plutôt 

spécifique du département de l’Orne. Les autres AOP concernant le cidre sont détenues par la 

région Bretagne et le cidre « Cornouaille » dans le Finistère ainsi que pour la région Pays de la 

Loire, avec le cidre du « Perche », dont une petite partie du territoire est partagée avec le 

département de l’Orne, en Normandie.  

 La production de cidre s’effectue également dans le monde entier, puisque 25 pays sont 

reconnus comme des producteurs de cidre. En Europe, on retrouve la France, l’Angleterre, 

l’Espagne, l’Allemagne et l’Irlande comme principaux producteurs mais les États-Unis ainsi 

que quelques pays d’Amérique du Sud sont également producteurs de cidre (Cousin et al., 

2017).  

2.2.2 Procédés de fabrication et fermentation du cidre 
 

 La fabrication du cidre s’effectue selon un procédé bien établi, présenté en Figure 22. 

Tout d’abord, les pommes sont récoltées sur une période allant de septembre à décembre en 

fonction de la variété de pommes. Ces pommes sont ensuite amenées au pressoir, puis triées et 

lavées avant d’être pressées à l’aide d’une presse. Ce pressage permet de séparer la partie 

liquide dite « moût de pomme », de la partie solide « marc de pomme ». Le moût est ensuite 

transféré dans des cuves en bois, en polyester ou en acier inoxydable pour la maturation qui 

s’effectue généralement entre 3 et 12°C. La clarification du moût de pommes a généralement 

lieu dans les premiers jours suivant la mise en cuve, elle correspond à l’étape pré-fermentaire 

et à la gélification des pectines par la formation d’une couche en surface, plus communément 

appelée « chapeau brun ». Ensuite, la fermentation alcoolique se produit. Elle correspond à la 

transformation des sucres du moût en éthanol et en CO2, qui se fait par les levures indigènes 

présentes sur les fruits, et/ou dans l’environnement de fabrication (cuves, pressoir, etc.). Des 

sulfites peuvent être éventuellement ajoutés pour contrôler la composition microbienne du cidre 

en cours de fermentation. En fonction du type de cidre souhaité (doux, demi-sec, brut, extra 

brut), la fermentation sera interrompue en tenant compte de la quantité de sucres résiduels et du 

degré alcoolique attendu du produit final. Généralement, la mise en bouteille s’effectue lorsque 

la densité est comprise entre 1009 et 1029 (Cousin et al., 2017). Comme pour le vin, une 

deuxième étape de fermentation peut avoir lieu avec la FML, réalisée par les bactéries lactiques 

du cidre. Celle-ci peut être désirée ou non par les producteurs en fonction du produit voulu mais 

son impact dans le cidre reste encore mal connu comparé au vin (Sánchez et al., 2014).  
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Figure 22 : Procédé de fabrication du cidre (Cousin et al., 2017). 

Légende : Degrés alcoolique et densité. Principales levures et bactéries impliquées dans la 

fermentation.  
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2.2.3 Diversité microbienne du cidre 

 

 La composition microbienne du cidre est caractérisée par des mélanges de populations 

provenant de tout l’environnement cidricole, comme le sol, l’eau, les fruits, le matériel ou les 

cuves de stockage des producteurs. Les principaux groupes microbiens seront présentés dans 

cette partie.   

 

2.2.3.1 La diversité levurienne 

 La source majoritaire de levures pour la fermentation du cidre se trouve à la surface de la 

pomme, qui contient une communauté fongique plutôt variée. En effet, la majorité des levures 

présentes sont dites non-Saccharomyces et les genres les plus fréquemment rencontrés sont 

Hanseniaspora, Kloeckera, Pichia, Metschikowia et Candida (Buron et al., 2011; Coton et al., 

2006; Misery et al., 2021; Valles et al., 2007). Parmi tous ces genres de levures, des espèces 

comme H. valbyensis, H. uvarum, H. osmophila, M. pulcherrima, P. anomala ou encore 

C. pomicola sont souvent retrouvées au début de la fermentation du cidre, lorsqu’il y a encore 

de l’oxygène disponible (Kurtzman et al., 2001; Valles et al., 2007).  

 La diminution progressive de l’oxygène disponible entraine le remplacement de cette 

flore par les levures du genre Saccharomyces, dont l’origine peut être multiple comme la 

surface des pommes, le matériel de pressage ou encore les cuves de stockage. La population 

peut atteindre 104 UFC/cm² sur certaines surfaces (Morrissey et al., 2004). Trois espèces sont 

principalement rencontrées dans le cidre, S. cerevisiae, S. bayanus ou encore S. uvarum, ces 

dernières participant majoritairement à la fermentation alcoolique du jus de pomme (Cabranes 

et al., 1997; Coton et al., 2006).  

 Des levures appartenant aux genres Dekkera et Brettanomyces sont également souvent 

rencontrées dans les cidres, et en particulier les espèces D. anomala/bruxellensis et 

B. anomala/bruxellensis (Misery et al., 2021). Ces dernières ont généralement un impact 

négatif sur la qualité organoleptique et aromatique des cidres, en particulier par leur aptitude à 

acidifier le cidre par la production d’acide acétique mais aussi à produire des composés 

organiques volatils non désirables comme par exemple le lactate d’éthyle (Buron et al., 2011; 

Guichard et al., 2019).  
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2.2.3.2 La diversité bactérienne 

 La composition bactérienne associée aux cidres a été assez peu décrite dans la littérature, 

mais quelques études montrent tout de même qu’elle semble assez diversifiée (Tableau 2). 

Tableau 2 : Diversité bactérienne associée au cidre (adapté de Cousin et al., 2017). 

Famille Origine Genre/Espèce Références 

Lactobacillaceae 

 Levilactobacillus brevis 

(Carr and Davies, 

1970; Claisse and 

Lonvaud-Funel, 

2001; Garai et al., 

2007; Graça et al., 

2015; Jung and 

Lovitt, 2010; 

Puertas et al., 2014; 

Sánchez et al., 

2012) 

 

Secundilactobacillus 

(para)collinoides 

 Lacticaseibacillus casei 

Fleur de la pomme Lentilactobacillus diolivorans 

Pomme Lentilactobacillus hilgardii 

Cidre Liquorilactobacillus sicerae 

 Liquorilactobacillus mali 
 Paucilactobacillus suebicus 
 Pediococcus ethanolidurans 
 Pediococcus parvulus 

Leuconostocaceae Cidre 

Oenococcus oeni (Cousin et al., 

2019a; Salih et al., 

1988; Sánchez et 

al., 2012) 

Oenococcus sicerae 

Leuconostoc mesenteroides 

Acetobacteraceae 

Fleur de la pomme Acetobacter sp. 
(Shade et al., 2013; 

Trček et al., 2016) 
Cidre Komagataeibacter sp. 

Vinaigre Gluconobacter sp. 

Sporolactobacillaceae Cidre Sporolactobacillus sp. (Coton et al., 2010) 

Sphingomonadaceae Cidre Zymomonas mobilis 

(Bauduin et al., 

2006; Coton et al., 

2005; M. Coton et 

al., 2006; Misery et 

al., 2021) 

Enterobacteriaceae 

sensu lato (incluant 

Erwiniaceae fam. nov., 

Hafniaceae fam. nov., 

Yersiniaceae  fam. 

nov.) 

Surface de la pomme Bactéries coliformes 

(Graça et al., 2015; 

Shade et al., 2013) Fleur de la pomme 
Genres de l’ancienne famille des 

Enterobacteriaceae  

  

 Au cours des différentes étapes de l’élaboration du cidre, plusieurs genres et espèces 

bactériens sont retrouvés. Ces bactéries sont globalement divisées en deux grands groupes, les 

bactéries d’intérêt technologique et les bactéries d’altération. Parmi ces groupes, les bactéries 

lactiques sont largement représentées et quatre principaux genres sont retrouvés, Leuconostoc, 

Oenococcus, Pediococcus et des membres de la famille des Lactobacillaceae (Cousin et al., 

2017).  
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 En effet, les LAB sont les mieux adaptées aux conditions rencontrées lors de la 

fermentation du cidre, c’est-à-dire un pH faible, la présence d’éthanol et l’absence d’oxygène. 

Les genres Lactobacillus sensu lato et Oenococcus sont les mieux adaptés pour se développer 

avec une acidité importante (Alegría et al., 2004). Ces genres sont également ceux participant 

le plus à la FML, alors que les genres Leuconostoc et Pediococcus n’y participent pas, ou très 

peu (Bartowsky, 2017, 2005; Jung and Lovitt, 2010; Salih et al., 1988; Sánchez et al., 2012).  

 Parmi ces LAB, une espèce fait l’objet d’une attention particulière de la filière cidricole, 

et plus particulièrement des cidres de distillation, Secundilactobacillus collinoides. Elle a la 

particularité de pouvoir dégrader le glycérol en 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) via une 

glycérol déshydratase. En conditions de températures élevées, comme c’est le cas lors de la 

distillation du cidre, le 3-HPA est spontanément déshydraté en acroléine, un composé jaunâtre 

présentant une odeur désagréable (Sauvageot et al., 2002). Cette bactérie n’est donc pas 

recherchée dans les cidres destinés à être distillés en Calvados, puisqu’elle est responsable de 

la « piqure acroléïque ».  

 Les bactéries acétiques des genres Acetobacter, Gluconobacter et Komagataeibacter sont 

plutôt retrouvées dans le moût fraîchement pressé mais également pendant la FML. Elles sont 

globalement associées à un rôle d’altération, on parle alors de « piqûre acétique » mais sont 

désirées lors de la production de vinaigre de cidre (Qi et al., 2020). L’origine de la présence de 

ces genres bactériens est surtout associée à l’utilisation des fruits en mauvais état, de matériel 

mal désinfecté et à une oxydation trop importante du cidre (cuves mal remplies, par exemple).   

 Enfin, des bactéries du phylum des Pseudomonadota (précedemment Proteobacteria) 

sont également retrouvées dans les cidres. Notamment des familles des Erwiniaceae fam. nov., 

Yersiniaceae fam. nov., et Pseudomonadaceae, principalement dans le moût de pomme et dans 

les premiers jours de fermentation. Ces bactéries sont majoritairement issues des fruits ainsi 

que du sol et les principaux genres retrouvés sont Pseudomonas, Erwinia, Rhanella et Serratia, 

et tendent à disparaître après la fermentation alcoolique (Misery et al., 2021). Pour la filière 

cidricole, une espèce est particulièrement problématique puisqu’elle est responsable de la 

« maladie du framboisé ». Cette maladie est caractérisée par une forte production d’éthanol à 

partir de glucose, de fructose et de saccharose à des pH supérieurs à 3,7 par la bactérie 

Zymomonas mobilis, rendant le cidre impropre à la consommation (Coton et al., 2005; M. Coton 

et al., 2006).  
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2.2.4 Composition physico-chimique et aromatique du cidre 

 La pomme est un fruit naturellement riche en sucres, et cette teneur varie en fonction de 

la variété de pommes utilisée. Ainsi, des mélanges de variétés de pommes sont généralement 

effectués afin de complexifier la composition physico-chimique des cidres (Keller et al., 2004). 

Trois principaux sucres composent la pomme et donc le moût : le fructose (80%), le glucose 

(15%) et le saccharose (5%). Le glucose et le saccharose sont les sucres consommés de manière 

préférentielle par les levures alors que le fructose est consommé en dernier. 

 Des acides organiques sont également présents dans la pomme et dans le moût, avec en 

majorité l’acide malique (représentant 90% des acides et souvent estimé à hauteur de 5 g/L dans 

le moût), mais l’acide lactique, l’acide quinique, l’acide citrique et l’acide succinique sont aussi 

retrouvés dans les cidres. Ces acides font, en outre, que le pH du cidre se situe généralement 

entre 3,0 et 4,0 (Ye et al., 2014). 

  La présence de substances azotées dans le moût est également essentielle pour assurer le 

bon métabolisme des levures. En effet, l’azote permet d’assurer une cinétique fermentaire 

optimale. S’il est présent en trop faible quantité, la fermentation alcoolique sera trop rapide et 

s’il est en excès, la fermentation alcoolique sera trop longue et nécessitera une intervention du 

producteur (filtration/clarification). Les sources d’azote sont sous forme organique par les 

acides aminés présents, comme la glutamine, l’acide aspartique, l’asparagine, la sérine et l’acide 

glutamique mais également sous forme minérale, avec l’ammoniac (NH3) (Bell and Henschke, 

2005), dont la concentration est généralement comprise entre 40 et 150 mg/L dans les moûts.  

 Les composés phénoliques (polyphénols) du cidre sont déterminants de par leurs 

propriétés antioxydantes mais également pour leurs caractéristiques organoleptiques (couleur, 

astringence, amertume). Dans le moût de pomme et le cidre, les polyphénols retrouvés sont les 

flavonols, les anthocyanidines et les acides hydroxycinnamiques et ont généralement pour 

origine la peau des pommes (Guo et al., 2019). Leur concentration peut atteindre 200 mg/L 

dans certains jus (Rosend et al., 2020; Wicklund et al., 2020). 

 La composition aromatique des cidres dépend majoritairement des variétés de pommes 

utilisées et du métabolisme microbien mis en jeu (Rosend et al., 2019). Les composés 

aromatiques les plus retrouvés dans le cidre sont les esters, les alcools et les aldéhydes et sont 

formés pendant la fermentation alcoolique et la FML. Les principaux composés volatils 

retrouvés dans les cidres sont présentés dans le Tableau 3.  
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Tableau 3 : Principaux composés aromatiques volatils identifiés dans le cidre (adapté de 

Rosend et al., 2019). 

Catégorie Composé Description de l’odeur 

Alcool 1-propanol 
Fermenté, fruité, pomme, 

poire 

Alcool 2-methyl-1-propanol Vin, whisky 

Alcool 1-butanol Balsamique 

Alcool 3-methyl-1-butanol Cognac, banane, fruité 

Alcool 2-methyl-1-butanol Vin, fruité 

Alcool 2-hexen-1-ol Vert, feuillu 

Alcool 1-hexanol Vert, piquant 

Alcool 1-octen-3-ol 
Terreux, végétal, 

champignon 

Alcool 2-ethyl-1-hexanol Agrumes, floral 

Alcool 1-octanol Agrumes, floral, gras 

Alcool 2-phenylethanol Floral, rose 

Ester Ethyl acetate Fruité, vert 

Ester Methyl-2-methylpropanoate Fruité, éther 

Ester Ethyl propionate Fruité, raisin, ananas, rhum 

Ester Methyl butanoate Piquant, fermenté 

Ester Ethyl-2-methylpropanoate Éther, piquant, fruité 

Ester Methyl-2-methylbutanoate Fruité, mûr, gras 

Ester Ethyl butanoate Ananas, cognac 

Ester Butyl acetate Solvant, banane 

Ester Ethyl-3-methylbutanoate 
Fruité, ananas, pomme, 

orange 

Ester Isoamyl acetate Banane, poire 

Ester Ethyl-2-methylbutanoate Fruité, pomme 

Ester Ethyl pentanoate Fruité, baie, tropical 

Ester Ethyl hexanoate Fruité, ananas, banane 

Ester Hexyl acetate Fruité, pomme verte, banane 

Ester Hexyl butanoate Vert, fruité, végétal 

Ester Ethyl octanoate Fruité, vin, banane, brandy 

Ester 2-phenylethyl acetate Miel, rose 

Ester Ethyl decanoate Cireux, fruité, pomme, raisin 

Ester 3-methylbutyl octanoate 
Cireux, fruité, ananas, noix 

de coco 

Acide Butanoic acid Fromage 

Acide 2-methylbutanoic acid Fromage, fermenté 

Aldehyde Benzaldehyde Amande, cerise 

Aldehyde Octanal Cireux, agrumes 

Aldehyde Phenylacetaldehyde Miel, rose 

Aldehyde Vanillin Vanille 

Cétone 3-octanone 
Herbeux, lavande, 

champignon 
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2.3 Les communautés de phages, ou « phageomes », des aliments 

2.3.1   Résumé de la revue bibliographique de thèse, Ledormand et al., 

2020 

 Les communautés de phages ou « phageomes », commencent à être étudiées, 

particulièrement dans le microbiote intestinal où il a été démontré que les phages jouaient un 

rôle important dans les fluctuations des populations microbiennes. En revanche, les 

communautés de phages sont peu étudiées dans les matrices alimentaires, où les phages sont 

principalement étudiés comme destructeurs de ferments d’intérêt, ou comme agents 

antimicrobiens contre des bactéries d’altération ou pathogènes.  

 L’objectif de cette revue était d’abord de faire le point sur les données disponibles sur les 

communautés de phages des aliments et des boissons fermentées, avec un focus particulier sur 

le cidre. Il s’est avéré que seulement trois études portaient sur le phageome d’aliments 

fermentés au moyen d’approches métagénomiques : deux études s’intéressaient aux phageomes 

de produits asiatiques fermentés (le kimchi, le chou et les crevettes fermentées) et une étude 

portait sur le phageome de la croûte d’un fromage français, l’Epoisse. Les produits fermentés 

asiatiques étaient dominés par les bactériophages de l’ancien ordre des Caudovirales. Les 

principaux phages de l’Epoisse ciblaient Lactococcus lactis, et les genres Glutamicibacter et 

Pseudoalteromonas.  

 Cette revue a également permis de recenser les méthodes de métagénomique utilisées 

pour d’autres études dédiées aux phageomes comme dans le microbiote intestinal et 

l’environnement ou encore celles pour l’étude du microbiote des aliments, afin d’envisager leur 

application à la boisson modèle de cette thèse, le cidre. Globalement, toutes les méthodologies 

pour les études de phageomes sont semblables mais il est souligné que des adaptations comme 

l’utilisation de molécules, tel que le polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), peuvent être envisagées 

pour contrecarrer l’effet des polyphénols, qui rendent les extractions d’acides nucléiques plus 

difficiles.    

 En conclusion de cette revue, il est apparu important de s’intéresser aux phageomes des 

boissons fermentées, et en particulier du cidre, puisque les phages jouent un rôle majeur dans 

les fluctuations et les équilibres microbiens des écosystèmes. Les caractéristiques assez rudes 

du cidre (acidité, polyphénols, alcool) sont également pressenties comme pouvant rendre ces 

études plus complexes à entreprendre que dans d’autres matrices.  
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2.3.2 Revue bibliographique « Phage community involvement in 

fermented beverages: an open door to technological advances? », Critical 

Reviews in Food Sciences and Nutrition, 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

Phage Community Involvement in Fermented Beverages: An Open 

Door to Technological Advances?  

Ledormand P, Desmasures N, Dalmasso M, 

Critical Reviews in Food Science and Nutrition 2020, 1–10, 

doi.org/10.1080/10408398.2020.1790497. 
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2.3.3 Éléments complémentaires 

 Depuis la parution de la revue, d’autres études et/ou revues ont souligné l’importance de 

prendre en compte l’étude des phageomes dans les aliments fermentés. C’est notamment le cas 

des travaux de Paillet et Dugat-Bony, (2021), de Maske et al., (2021) ainsi que de Mahony et 

van Sinderen, (2022). Une nouvelle étude portant sur la fermentation du kimchi, a montré que 

les phages modulaient les communautés bactériennes associées aux procédés de fermentation 

et que les myophages, les siphophages et les podophages étaient les familles de phages les plus 

rencontrées. Au fur et à mesure de la fermentation, les phages ciblant des bactéries appartenant 

au phylum des Pseudomonadota, anciennement Proteobacteria (Acinetobacter, Cronobacter, 

Pseudomonas, Salmonella) diminuaient alors que les phages ciblant des bactéries du phylum 

des Bacillota, anciennement Firmicutes (Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Weissella) 

augmentaient (Jung et al., 2022). Une autre étude s’est intéressée au virome de l’air ambiant de 

deux fromageries montrant que les myophages, les siphophages, les podophages et les 

anciennes familles Mimiviridae et Phycodnaviridae, étaient retrouvées, et que cela pouvait être 

une source de phages dans le fromage pendant sa fabrication (Colombo et al., 2018). D’autres 

ont été menées sur des viromes/phageomes provenant d’autres écosystèmes, comme chez le 

porc (Barrón-Rodríguez et al., 2021; Nantel-Fortier et al., 2021), les insectes (Li et al., 2022), 

le sol (Sorensen et al., 2021), le microbiote vaginal (H.-T. Zhang et al., 2021), l’appareil 

respiratoire (Rajagopala et al., 2021) ou encore dans le microbiote intestinal humain (Cao et 

al., 2020; Liang et al., 2020; F. Zhang et al., 2021).  

 Un autre aspect commence à être pris en compte dans les études, et concerne les 

prophages au sein des génomes bactériens mais également dans des études de métagénomes. Il 

a, par exemple, été montré que dans les fèces de porc, les prophages ne contenaient pas ou que 

très peu de gènes de résistance aux antibiotiques et donc que la transmission de ces gènes se 

faisaient vraisemblablement par un autre moyen (Billaud et al., 2021). Des méthodes ont 

commencé à être développées pour identifier l’état d’activité de prophages dans des données 

de métagénomique. Un outil comme PropagAtE (Prophage Activity Estimator), est capable 

d’identifier automatiquement le stade d’un prophage (stade lytique après induction, ou tempéré) 

grâce à des analyses statistiques déterminant les prophages à réplication active dans des données 

de séquençage (Kieft and Anantharaman, 2022). Des données commencent donc à voir le jour 

mais, à notre connaissance, aucune étude de ce type n’a été publiée concernant les aliments 

fermentés au moment de la rédaction de ce manuscrit.  



  Introduction 

 
- 75 - 

 

 La présence de prophages au sein même de génomes bactériens a été étudiée de manière 

plus poussée ces dernières années. Une étude a montré que sur 1472 génomes de Lactobacillus 

sensu lato disponibles, 99,8% présentaient des fragments de prophages et 64,1% avaient des 

prophages intacts (Pei et al., 2021). Des travaux ont également été menés sur 231 génomes de 

l’espèce O. oeni en s’intéressant aux sites d’insertion des prophages et leur prévalence. Il a ainsi 

été montré que 134/231 souches possédaient des prophages intacts dans leur génome, et que 

ces prophages étaient globalement situés au niveau de six sites d’insertions (Claisse et al., 

2021). Cet aspect d’étude des prophages dans les génomes et les métagénomes bactériens reste 

à être pris en compte afin de clarifier par exemple leur implication sur la fitness, le métabolisme 

et les interactions bactériennes au sein des communautés auxquelles ils sont associés. 



 

 
- 76 - 

 



 

 
- 77 - 

 

 

 

OBJECTIFS DU PROJET 

DE THÈSE 
 



 

 

 

 

 



  Objectifs du projet de thèse 

 
- 79 - 

 

 Les bactériophages jouent vraisemblablement un rôle important dans la construction, 

l’équilibre et les fluctuations des populations microbiennes des différents écosystèmes auxquels 

ils sont associés. Les communautés bactériennes des écosystèmes alimentaires sont bien 

étudiées, cependant il existe un manque flagrant de données à propos de la diversité, de l’impact 

et de l’influence des communautés de phages sur les communautés microbiennes auxquelles ils 

sont associés au sein des produits alimentaires. Ce projet de thèse visait à apporter de nouvelles 

connaissances relatives aux communautés phagiques dans les boissons fermentées. Le modèle 

qui a été choisi pour cette étude est une boisson fermentée de la région Normandie : le cidre. 

L’objectif était de faire un premier état des lieux de la diversité des phages dans la matrice cidre 

et de mieux comprendre, en utilisant des communautés microbiennes modèles, les mécanismes 

d’interactions entre les phages et les bactéries qui peuvent avoir lieu dans une matrice 

alimentaire fermentée. La thèse s’est articulée autour de trois volets (Figure 23). 

 Le premier enjeu de ce travail (WP1) était d’étudier la diversité du phageome lytique du 

cidre. Ce travail a été mené en comparant les communautés de phages chez deux producteurs 

différents au cours du procédé de fermentation, afin d’obtenir des informations sur l’évolution 

de la diversité des communautés phagiques pendant l’élaboration du produit. L’exploration du 

phageome lytique et des prophages a été effectuée grâce à une étude métagénomique dans les 

différents échantillons.  

 Le deuxième volet de la thèse (WP2) visait à explorer le potentiel des phages en tant que 

moteurs de la diversité microbienne dans un modèle de communauté synthétique inspirée du 

cidre, après une perturbation. Les dynamiques microbiennes ont été étudiées et couplées avec 

des analyses par chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) et par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) afin de suivre 

les paramètres chimiques comme la consommation des sucres, la production d’acides 

organiques et de composés volatils.  

 Enfin, le troisième axe de cette thèse (WP3) concernait l’étude de la réponse 

transcriptomique et protéomique d’une souche bactérienne issue du cidre à une infection par un 

phage lytique, au sein d’une communauté bactérienne synthétique. Le transcriptome et le 

protéome de cette réponse ont pu être étudiés par des approches de RNA-Seq et de protéomique 

globale.  
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Figure 23 : Stratégie globale du projet de thèse. 
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 Cette section présente l’ensemble des matériels et méthodes utilisés lors de toutes les 

expériences réalisées pendant ce projet de thèse, aussi bien celles décrites dans les publications 

issues de ce travail que celles réalisées en complément des travaux publiés. 

1. Microbiologie générale du projet de thèse 
 

1.1 Souches microbiennes et phages utilisés  

 L’ensemble des bactéries, des levures et des phages utilisés dans ces travaux de thèse sont 

listés en Annexe 1. Parmi eux, 160 souches bactériennes et deux souches de levures 

appartiennent à la collection Université de Caen Microbiologie Alimentaire (UCMA) et ont 

toutes été préalablement isolées de différents échantillons de cidre provenant de plusieurs 

producteurs normands, principalement localisés dans le Calvados, la Manche et l’Orne lors 

d’autres projets de recherche du laboratoire. Seule la souche Leuconostoc mesenteroides CIM 

3004, isolée de l’environnement laitier, provenait de la collection nationale FranceMIL 

(Collection Nationale de ressources génétiques pour les microorganismes d'intérêt laitier, 

CNIEL). Deux phages ont été utilisés pour cette thèse, le phage UCMA 21115 isolé du cidre 

pendant ce projet de thèse, ciblant la souche Liquorilactobacillus mali UCMA 16447 et inclus 

dans la collection UCMA, et le phage PLE01, ciblant la souche Ln. mesenteroides CIM 3004 

issu de la collection FranceMIL. Les souches microbiennes ont été stockées à -80°C dans un 

milieu liquide approprié et variable selon les espèces, en présence de 15% de glycérol.  

1.2 Conditions de culture des microorganismes 

1.2.1 Milieux de culture 

 Les bactéries lactiques et les levures ont toutes été cultivées en milieu liquide ou solide 

de Man Rogosa & Sharpe (MRS ; Difco), supplémenté à 5 g/L de fructose (Panreac) et à 0,5 g/L 

de L-cystéine (Merck), à 30°C sous atmosphère régulée à 5% en CO2 pendant 24 à 72 h. Ce 

milieu a été supplémenté avec du fructose, puisqu’il s’agit du sucre majoritaire retrouvé dans 

le cidre. Les bactéries des genres Zymomonas, Acetobacter et Gluconobacter ont été cultivées 

dans du milieu ZPP, comprenant 20 g/L de glucose (Panreac), 3 g/L d’extrait de malt (Oxoid), 

3 g/L d’extrait de levure (Biokar Diagnostics) et 5 g/L de peptone (Panreac). Ce milieu a été 

supplémenté avec 100 mg/L de pénicilline (Panreac), 100 mg/L de pimaricine (laboratoire 

Standa) et 7 mg/L de cycloheximide (Merck). L’incubation a été également réalisée à 30°C 

sous atmosphère régulée à 5% en CO2 pendant 24 à 48 h. 
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1.2.2 Cinétiques de croissances 

 La croissance microbienne de certaines souches a été suivie lors de ces travaux de thèse. 

A partir d’une culture de nuit, la densité optique (DO) des puits d’une microplaque a été ajustée 

à DO600nm = 0,02 dans le milieu MRS. Le suivi de croissance était ensuite effectué dans 

l’appareil NanoTECAN (Life Sciences) avec des mesures de la DO600nm toutes les 30 min 

pendant 48 h à 30°C ou à 25°C, selon les souches utilisées.  

1.2.3 Dénombrements  

 Le milieu gélosé MRS, supplémenté avec 5 g/L de fructose et 0,5 g/L de L-cystéine a été 

utilisé pour les dénombrements des LAB, ainsi que pour les dénombrements des phages. Le 

milieu gélosé Yeast Glucose Chloramphenicol (YGC ; Biokar Diagnostics) a été utilisé pour 

dénombrer les différentes levures. 

1.3 Méthodes appliquées aux bactériophages 

1.3.1 Isolement de bactériophages 

 La recherche de bactériophages dans le cidre a été effectuée dans différents échantillons 

provenant de l’environnement cidricole (cidre, moûts, pommes) issus de différents producteurs 

locaux, à plusieurs moments de la fermentation. Cette recherche a été effectuée sur les 160 

souches de bactéries (Annexe 1). Les échantillons de cidre à tester ont tout d’abord été enrichis 

pour favoriser le développement et donc la détection d’éventuels phages. Pour ce faire, à partir 

d’une préculture de nuit de chaque souche bactérienne, des co-cultures par genre bactérien ont 

été réalisées sur une nuit complète.  Pour réaliser ces co-cultures, 50 mL de bouillon MRS ont 

été ensemencés avec 100 µL des précultures de chaque souche bactérienne. Le lendemain, 

10 mL de bouillon MRS ont été ensemencés à 1% avec cette co-culture de nuit jusqu’à 

DO600nm = 0,2-0,3 et l’échantillon de cidre a été ajouté à 2%, puis l’incubation a été poursuivie 

24 h. Cet enrichissement a ensuite été centrifugé à 4700 × g pendant 10 min et le surnageant 

filtré à 0,45 µm pour obtenir un filtrat potentiellement enrichi en phages. La détection de plages 

de lyse a alors été effectuée par la méthode classique de double couche. Brièvement, 200 µL de 

la souche sensible et 10 µL du filtrat enrichi ont été ajoutés à une gélose molle de MRS (0,5% 

agar, 10 mM CaCl2 et 10 mM MgSO4) avant de la couler sur une gélose MRS. La présence de 

plages de lyse a ensuite été observée pour chaque souche bactérienne testée, après incubation 

dans les conditions optimales de croissance de la bactérie indicatrice pendant au moins 24 h.  
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1.3.2 Propagation des bactériophages 

 Les phages ont été propagés en routine en inoculant 10 mL de bouillon MRS à 1% avec 

une culture de nuit de la souche sensible au phage. Cette culture a été incubée jusqu’à une 

DO600nm de 0,2-0,3 correspondant au début de la phase exponentielle de croissance. Puis, 

100 µL d’un filtrat de phage concentré ont été ajoutés, et l’incubation poursuivie à la 

température de croissance optimale de la souche. Lorsque la lyse cellulaire a été visible, la 

culture a été centrifugée pendant 10 min à 4700 × g et le surnageant filtré à 0,45 µm. Le titre 

phagique a été déterminé en réalisant des dilutions en série dans du tampon de phage TBT 

(100 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 100 mM NaCl et 10 mM CaCl2) avant un dénombrement par la 

technique de la double couche. Les boites ont été ensuite incubées à 30°C pendant 24-48 h à 

30°C et le titre phagique déterminé en unités formant plage de lyse par mL (UFP/mL).  

2. Expériences réalisées dans le cadre du WP1 

2.1 Panel des échantillons de cidre  

 Une cuve d'un producteur industriel (B) et une cuve d'un producteur artisanal (P), situées 

dans la région de Normandie (France), ont été échantillonnées au cours du premier mois de 

fermentation du cidre, à quatre moments différents, afin d'explorer le phageome lytique 

(particules de phages libres) et les prophages. Les informations concernant les échantillons 

collectés sont présentées dans le tableau 4.   

Tableau 4 : Echantillons de cidre prélevés pour l'étude du phageome et des prophages. 

Identifiant des 

échantillons 

Producteur 

(Département) 

Durée de 

fermentation 

(jours) 

Identifiant des 

cuves – volume 

(hL) 

Concentration 

de sucre 

(kg/m3) 

pH 

C1B1 B (Calvados) 0 C1 – 120  1060 4,02 

C1B2 B (Calvados) 7 C1 – 120  1056 4,05 

C1B3 B (Calvados) 14 C1 – 120  1048 4,03 

C1B4 B (Calvados) 27 C1 – 120  1036 4,01 

C2P1 P (Manche) 0 C2 – 10  1056 3,32 

C2P2 P (Manche) 12 C2 – 10  1049 3,35 

C2P3 P (Manche) 25 C2 – 10  1040 3,52 

C2P4 P (Manche) 36 C2 – 10  1036 3,58 
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2.2 Extraction du phageome lytique du cidre  

 Pour extraire l'ADN total des phages du cidre, différentes approches ont été testées 

(résumés dans le tableau 2 de la publication n°1, partie résultats 1.2 de la thèse : nommé « Table 

2 » Ledormand et al., 2022).  

 Tout d'abord, l'extraction de l'ADN du phageome a été testée sur des échantillons de cidre 

innoculés avec le phage UCMA 21115, afin de valider la méthode utilisée. Des concentrations 

du phage UCMA 21115 allant de 104 à 109 UFP/mL ont été utilisées (Article n°1 : Table 2-I, II 

et III). Les échantillons de cidre innoculés (50 mL) étaient centrifugés à 4700 × g pendant 

20 min à 4°C, et le culot remis en suspension dans 500 µL de tampon SM (200 mM NaCl, 10 

mM MgSO4, 50 mM Tris pH 7,5) (Article n°1 : Table 2-I).  

 L'ajout de 10% de PEG-8000 (w/v) avec 0,5 M de NaCl a également été testé en l'ajoutant 

directement au cidre inoculé, ajusté (Article n°1 : Table 2-III) ou non (Article n°1 : Table 2-II) 

à pH 5,5. L'ajout de PEG-8000 a été suivi d'une étape de précipitation des phages à 4°C pendant 

la nuit. Ensuite, les précipités de PEG ont été centrifugés comme décrit ci-dessus, et les culots 

également remis en suspension dans 500 µL de tampon SM.  

 Dans tous les cas, un volume de chloroforme a été ajouté aux culots ou précipités 

préalablement mis en suspension dans 500 µL de tampon SM, afin d'éliminer les vésicules 

membranaires. Les échantillons ont ensuite été centrifugés à 8000 × g pendant 5 min. La phase 

aqueuse a été traitée à la DNAse (Fisher Bioreagents) et à la RNAse (Thermofisher) pendant 

1 h à 37°C pour éliminer l'ADN non viral et les ARNs. Ensuite, de la protéinase K à 20 mg/mL 

(Thermofisher) a été ajoutée et une étape d'incubation à 56°C pendant 20 min a été réalisée. 

Enfin, l'ADN viral a été extrait par trois méthodes différentes. La première (tampon 1), basée 

sur la méthode décrite par Shkoporov et al., (2018) pour des échantillons fécaux, consistait en 

l'ajout de 100 µL de tampon de lyse de phages (isothiocyanate de guanidinium 4,5 M, citrate 

de sodium 44 mM pH 7,0, sarkosyl 0,88%, 2-mercaptoéthanol 0,72%). Dans les deux autres 

méthodes, le tampon de lyse des phages était complété par 1% ou 2% de 

polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), nommés respectivement tampons 2 et 3, afin de limiter 

l’impact des polyphénols du cidre. Ces approches ont été basées sur des protocoles précédents 

conçus pour l'extraction d'ADN végétal (Kasajima et al., 2013). Les échantillons ont ensuite été 

incubés à 65°C pendant 10 min.  
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 La purification de l'ADN de phage a été réalisée par deux étapes successives de traitement 

phénol:chloroforme:alcool isoamylique 25:24:1 (Sigma Aldrich, USA) (v/v) et de 

centrifugation à 8000 × g pendant 5 min. La précipitation de l'ADN a été réalisée avec 2,5 

volumes d'éthanol absolu glacial avant une étape de centrifugation à 13000 × g pendant 15 min 

à 4°C. L'ADN a été élué dans 50 µL de tampon ADN, et quantifié à l'aide d'un 

spectrophotomètre Nano TECAN (Life Science). L'intégrité de l'ADN a été vérifiée sur un gel 

d'agarose à 1% coloré au Midori Green (Dutscher), avec une migration à 100 V pendant 40 min, 

puis visualisation sous UV dans une Ebox (Vilber). 

 Les protocoles d'extraction de l'ADN du phageome ont ensuite été appliqués à des 

échantillons de cidre pur (non inoculés avec le phage UCMA 21115), en utilisant différents 

volumes (20, 50 et 1000 mL) (Table 2-IV, V, VI, VII). Comme décrit ci-dessus, les extractions 

étaient réalisées sur les culots après l'étape de centrifugation à 4700 × g pendant 20 min à 4°C 

(Table 2-IV). Les surnageants correspondants étaient filtrés sur des filtres de 0,45 µm et 

précipités avec du PEG-8000. Les échantillons étaient ensuite centrifugés à 4700 × g pendant 

20 minutes à 4°C. Les surnageants étaient éliminés et les culots remis en suspension dans 

500 µL de tampon SM (Table 2-V). Des extractions étaient également réalisées directement 

après l'ajout de PEG-8000 et de NaCl, avant la première étape de centrifugation, sur des 

échantillons de cidre ajustés à pH 5,5 (Table 2-VII) ou non (Table 2-VI). Les précipitats étaient 

centrifugés comme décrit ci-dessus, et les culots resuspendus dans 500 µL de tampon SM. 

L'ADN a été extrait selon les mêmes méthodes que celles décrites ci-dessus. 

2.3 Utilisation de méthodes de concentration des particules phagiques 

2.3.1 La filtration tangentielle 

 Afin de concentrer les particules de phages du cidre, 400 mL de cidre ont été filtrés avec 

une méthode de filtration à flux tangentiel (TFF). Le système TFF utilisé était le Vivaflow® 50 

(Sartorius), une cassette à membrane PES avec une surface totale de 50 cm2 et un seuil de poids 

moléculaire de 100 kDa. Afin de valider et vérifier le bon fonctionnement du système TFF, le 

cidre a été inoculé avec le phage exogène UCMA 21115, à une concentration de 105 UFP/mL. 

Des extractions d’ADN et des recherches de phages sur les 160 souches de bactéries isolées du 

cidre (Annexe 1) en utilisant la méthode de la double couche ont été aussi réalisées sur le 

rétentat.  
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2.3.2 La flocculation 

 La deuxième méthode utilisée pour concentrer les particules de phages a été la floculation 

chimique à base de Fer, telle que décrite par John et al., (2011), pour la concentration des virus 

marins à partir d'échantillons de grand volume. Deux milieux ont été testés : 400 mL de cidre 

et 400 mL d'eau, tous deux inoculés avec le phage exogène UCMA 21115 à des concentrations 

allant de 104 à 108 UFP/mL. Rapidement, du FeCl3 était ajouté aux échantillons de cidre et d'eau 

pour obtenir une concentration finale de 1 mg/L. Une fois le FeCl3 ajouté, les solutions ont été 

incubées à température ambiante pendant 1 h pour permettre aux complexes Fe-virus de 

floculer. Ensuite, les solutions ont été filtrées sur des filtres Whatman en polycarbonate avec 

des pores de 0,8 µm. Enfin, les filtres ont été plongés dans 10 mL de tampon de re-suspension 

(0,25M acide ascorbique, 0,2M Mg2EDTA, pH 6,0). Des extractions d’ADN et des recherches 

de phages ont aussi été réalisées à partir de ces suspensions.  

2.4 Extraction d’ADN pour la recherche des prophages  

 L’ADN total provenant des échantillons de cidre a été extrait de la manière suivante. Tout 

d’abord, 50 ml d'échantillons de cidre ont été centrifugés à 4700 × g pendant 20 min à 4°C. 

Puis, l'ADN total des culots a été extrait et purifié à l'aide du kit NucleoSpin Soil (Macherey 

Nagel, France) conformément aux instructions du fabricant.  

 La qualité et la quantité d'ADN ont été vérifiées au Nano TECAN (Life Science) et sur 

un gel d'agarose à 1%, comme décrit précédemment. 

2.5 Etude métagénomique  

2.5.1 Séquençage des acides nucléiques 

 La préparation des librairies d'ADN et le séquençage ont été effectués par la société 

Azenta Life Sciences (Chelmsford, MA, USA), sur un séquenceur Illumina HiSeq produisant 

des reads « paired-end » de 2×150 pb de longueur. 

2.5.2 Recherche des prophages  

 La qualité des données de séquençage a été analysée avec le logiciel FastQC v.0.11.9 (de 

Sena Brandine and Smith, 2019). FastP v 0.20.0 a été utilisé pour éliminer les reads dont la 

longueur était inférieure à 50 nucléotides et les nucléotides de mauvaise qualité (Chen et al., 

2018). L'assemblage des séquences a été réalisé avec SPADES v 3.14.0 avec l'option --meta et 

seuls les contigs de plus de 1 kb ont été conservés (Nurk et al., 2017). De plus, les assignations 
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taxonomiques pour accéder à la composition des reads ont été faites en utilisant kaiju v 1.7.3 

dans la base de données nr_euk (103M de séquences protéiques de nr : Bactéries, Archaea, 

Virus, Fungi et eucaryotes microbiens) (Menzel et al., 2016).  

 La prédiction des prophages a été ensuite réalisée grâce au logiciel VIBRANT (Kieft et 

al., 2020). VIBRANT est un logiciel automatique hybride utilisé pour maximiser l'identification 

des génomes viraux lytiques et des prophages. VIBRANT a été utilisé séparément pour chaque 

échantillon et les contigs identifiés avec VIBRANT ont été regroupés entre tous les échantillons 

à l'aide de cd-hit-est avec les paramètres par défaut (identité de séquence globale de 90%) (Li 

and Godzik, 2006). Pour générer des matrices d'abondance, les résultats de la cartographie ont 

été convertis en reads par longueur de contigs (en kb) par million (RPKM) et les valeurs RPKM 

des contigs supérieurs à 5,0 ont été conservées pour les analyses. Les contigs identifiés par 

VIBRANT ont été soumis à un BLAST sur la base de données nucléotidiques non redondantes 

du NCBI (E value < 10-16 et pourcentage d'identité > 90%) pour générer des informations sur 

l'hôte des prophages.    

 

3. Expériences réalisées dans le cadre du WP2  

3.1 Mise en place de la communauté modèle 

 L’objectif était de construire une communauté microbienne modèle inspirée du cidre afin 

d’étudier l’impact des phages suite à une perturbation des équilibres microbiens. Pour ce faire, 

quatre souches ont été sélectionnées, à savoir L. mali UCMA 16447, Ln. mesenteroides CIM 

3004, S. uvarum UCMA 10446, et O. oeni UCMA 19297. Deux phages faisaient également 

partie du modèle, le phage UCMA 21115 infectant la souche L. mali UCMA 16447 et le phage 

PLE01 infectant la souche Ln. mesenteroides CIM3004.  

 Une pré-culture de chaque souche a été préparée pendant une nuit dans du bouillon MRS 

à 30°C. Ensuite, 600 mL de bouillon MRS ajusté à pH 5,5 ont été inoculés à 101 UFC/mL avec 

les souches L. mali UCMA 16447, Ln. mesenteroides CIM 3004, S. uvarum UCMA 10446, et 

à 103 UFC/mL avec la souche O. oeni UCMA 19297 puis incubés à 25°C. L’objectif était de 

synchroniser la croissance des quatre souches pour qu’elles atteignent les mêmes niveaux 

cellulaires (environ 105 UFC/mL) à peu près au bout de 24 h de co-culture.  
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3.2 Vérification de la présence de prophages inductibles dans les souches 

bactériennes du modèle 

 Afin de vérifier la présence potentielle de prophages inductibles dans les souches 

bactériennes utilisées dans le modèle, des tests d’induction ont été réalisés. L’induction de 

prophages dans les génomes bactériens peut être spontanée ou provoquée par des agents 

mutagènes, dont le plus connu est la mitomycine C (MC). La présence de MC entraine des 

dommages à l’ADN bactérien et par conséquent, entraine une réponse de la bactérie. Le système 

SOS de réparation de l’ADN est alors activé qui aboutit à l’initiation du cycle lytique du 

prophage (Raya and H’bert, 2009).  

 Le protocole utilisé a été inspiré des travaux de Jaomanjaka et al., (2013). Brièvement, la 

MC a été ajoutée aux cultures des différentes souches bactériennes (L. mali UCMA 16447, 

Ln. mesenteroides CIM 3004 et O. oeni UCMA 19297) en début de phase exponentielle 

(DO600nm ≈ 0,2), en milieu MRS, à une concentration finale de 1 μg/ml ou 0,1 µg/mL à 30°C. 

Un témoin négatif sans MC a été réalisé en parallèle pour chaque souche. Le suivi de DO600nm 

a été réalisé dans l’appareil NanoTECAN (Life Sciences) avec des mesures de la DO600nm toutes 

les 30 min pendant 48 h à 72 h en fonction des souches.  

 

3.3 Sélection du mode de perturbation  

 Après ces 24 h de co-culture, différents modes de perturbation ont été testés pour modifier 

les équilibres microbiens de la communauté. Les différentes conditions testées sont résumées 

dans le tableau 5.  

 Des agents chimiques (sulfite de sodium, éthanol) seuls ou en association, mais également 

des chocs thermiques, ont été testés. Des effets ON/OFF ont également été testés, c’est-à-dire 

qu’après ajout de l’agent perturbateur, une centrifugation de la co-culture à 4700 × g pendant 

10 min a été effectuée, le surnageant a été éliminé et remplacé par le surnageant d’une co-

culture témoin (mêmes conditions de culture mais sans agents perturbateurs). Des 

dénombrements ont été effectués toutes les 24 h afin de suivre le comportement de la 

communauté suite à l’ajout du/des agents perturbateurs. 
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Tableau 5 : Liste des agents perturbateurs testés. 

Agent perturbateur Conditions testées 

Éthanol  

5% 

8% 

10% 

15% 

Sulfites de sodium 

50 mg/mL  

100 mg/mL  

150 mg/mL  

200 mg/mL  

250 mg/mL  

300 mg/mL  

400 mg/mL  

Cocktail éthanol + sulfites de sodium 
5% et 150 mg/mL 

8% et 300 mg/mL 

Cocktail éthanol + sulfites de sodium  ON/OFF 5% et 150 mg/mL 

Température  

40°C - 10 minutes 

50°C - 10 minutes 

60°C - 15 minutes 

 

3.4 Application de l’agent perturbateur et suivi de la communauté  

 Après les différents essais de perturbations, le choix final s’est porté sur le choc thermique 

de 50°C pendant 10 minutes. Le suivi de la communauté s’est déroulé de la manière suivante 

(Figure 1, publication n°2, partie 2.2 de la thèse).  

 Lorsque chaque souche atteignait ≈ 105 UFC/mL, les 600 mL de co-culture ont été divisés 

en trois flacons de 200 mL. Le premier flacon a été utilisé comme condition témoin (C), les 

deux autres (D et P) ont été soumis à un choc thermique de 50°C pendant 10 min. Après le choc 

thermique, les flacons ont été immédiatement et rapidement refroidis pour retrouver une 

température de 25°C. Vingt-quatre heures après la perturbation, le phage UCMA 21115 a été 

introduit à une MOI d'environ 0,1 et le phage PLE001 à une MOI d'environ 0,01 dans le flacon 

P uniquement. Des prélèvements ont été effectués pour chaque condition (C, D et P) toutes les 

24 h pendant au moins 5 jours, pour des mesures de pH, la numération des bactéries, des levures 

et des bactériophages, et pour l'analyse des surnageants par HPLC et GC-MS. Le même schéma 

expérimental a été répété à 15°C et dans du moût de pomme stérile ajusté à pH 5,5, à 25°C.  
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 Le milieu gélosé YGC a été utilisé pour dénombrer les levures. Le milieu gélosé MRS 

supplémenté avec 5 g/L de fructose (Fisher), 32 mg/L de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside (X-Gal, Fisher), 100 mg/L de pimaricine (laboratoire Standa) et 7 mg/L 

cycloheximide (Merck) a été utilisé pour le dénombrement des LAB utilisées en co-culture. Sur 

ce milieu, les colonies de Ln. mesenteroides CIM 3004 étaient d’une coloration bleue bien 

distincte des colonies de L. mali UCMA 16447 et de O. oeni UCMA 19297, qui elles-mêmes 

étaient de couleur blanche avec des morphologies distinctes (Figure 24) : grosses colonies 

bombées et crémeuses pour L. mali UCMA 16447 et petites colonies blanches en forme de bille 

pour O. oeni UCMA 19297 (Figure 24). Les différents milieux ont tous été incubés pendant 

72-96 h afin de permettre la bonne croissance de tous les microorganismes et incubés à 30°C 

pour les LAB et 25°C pour les levures. 

 

Figure 24 : Aspect des différentes colonies de bactéries lactiques sur le milieu MRS X-Gal.  

Les colonies bleues correspondent à Ln. mesenteroides CIM 3004, les grosses colonies blanches 

à L. mali UCMA 16447 et les petites colonies blanches à O. oeni UCMA 19297. 

 

 Afin de valider et confirmer les dénombrements bactériens sur le milieu MRS-X-Gal, en 

particulier la distinction des colonies de L. mali UCMA 16447, Ln. mesenteroides CIM3004 et 

de O. oeni UCMA 19297, une PCR multiplexe mise au point pour la différenciation des LAB 

du cidre (Lactobacillus, Oenococcus, Pediococcus, Leuconostoc) a été utilisée (Cousin et al., 

2019b).  
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 Brièvement, des colonies ont été prélevées sur les géloses d’intérêt, et des PCR sur 

colonies ont été effectuées pour valider la bonne distinction des trois types de colonies. Les 

PCR ont été réalisées dans un Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) avec les conditions 

suivantes : 3 min à 95°C pour la dénaturation initiale, 35 cycles comprenant : 15 sec à 95°C 

pour la dénaturation, 15 sec à 53°C pour l’hybridation des amorces et 20 sec à 72°C pour la 

phase d’élongation et enfin une élongation finale de 5 min à 72°C. 

 Les amplifications PCR ont ensuite été analysées par électrophorèse sur gel d'agarose à 

2% avec une migration de 30 min à 100 V. Le marqueur de taille moléculaire GeneRuler 100 

bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) a été utilisé. Les gels d’agarose ont enfin été 

analysés comme décrit précédemment. 

3.5 Chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) 

 La chromatographie en phase liquide à haute performance (système HPLC Alliance de 

Waters avec pompe 2695) a été réalisée à 0,6 mL/min en mode isocratique pendant 30 min en 

utilisant un tampon H2SO4 à 5 mM comme phase mobile. La séparation a été réalisée avec une 

colonne Carbomix HNP5 à 8% de réticulation de 7,8 x 300 mm à 40°C (Sepax) et les composés 

ont été suivis par réfractométrie à 30°C (détecteur d'indice de réfraction 2414). Après 

centrifugation à 4700 × g pendant 10 min, les surnageants des différents échantillons (C, D et 

P) ont été dilués deux fois avec la phase mobile avant injection de 20 µL. La production 

d'éthanol et d'acides organiques (acétique, lactique ou citrique) ainsi que la consommation de 

sucre (fructose ou glucose) ont été suivies par comparaison avec les étalons de chaque composé. 

Les étalons ont été injectés à des concentrations allant de 2 mM à 64 mM. 

3.6 Extraction des composés volatils par micro extractions en phase solide 

(MEPS) 

 Les composés volatils ont été extraits et purifiés à partir d'un aliquot de 1 mL de 

surnageant de chaque échantillon selon une méthode développée dans une précédente étude 

(Haider et al., 2014). Brièvement, les échantillons ont tous été supplémentés avec deux étalons 

internes, le 4-méthylpentan-2-ol et l'undécanoate d'éthyle, tous deux à une concentration finale 

de 2 mg/L. La micro-extraction en phase solide (MEPS) a été réalisée à l'aide d'un ensemble 

baril/aiguille (BIN) rempli d'un sorbant C18 en utilisant les conditions de purification 

suivantes : 2 × 200 µL d’acétate d’éthyle et 2 × 200 µL d’éthanol 100% pour le conditionnement 

de la colonne, 8 × 150 µL d’échantillon pour le chargement de la colonne, 1 × 50 µL d’acétate 
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d’éthyle pour l’élution des composés volatils, 2 × 200 µL d’acétate d’éthyle, 2 × 200 µL 

d’éthanol 100% et 2 × 200 µL d’eau ultra-pure pour le rinçage de la colonne. Les échantillons 

ont ensuite tous été stockés à -20°C.  

3.7 Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

(GC-MS) 

 Un microlitre de l'extrait a été injecté avec un rapport de division 1/5 dans un 

chromatographe en phase gazeuse (GC-MS) Varian 3800 couplé à un spectromètre de masse 

Varian Saturn 2000R. L'hélium a été utilisé comme gaz porteur avec un débit de 1 mL/min. Les 

composés ont été séparés sur une colonne capillaire DB-5MS (60 m, 0,25 mm de diamètre 

interne, 0,25 mm d'épaisseur de film, J&W Scientific) avec le programme de température 

suivant : 40°C pendant 10 min, suivi d'une augmentation de 5°C par min, et une température 

finale de 240°C maintenue pendant 10 min.  

 Les composés volatils ont été identifiés selon une procédure développée dans des travaux 

précédents (Ledauphin et al., 2010). Les aires de pics de chaque composé organique volatil 

(COV) ont été obtenues en utilisant l'ion le plus abondant et le plus spécifique (rapport m/z) 

produit en mode ionisation électronique (IE) avec le spectromètre de masse. Les aires relatives 

ont ensuite été calculées en divisant les aires de pics par l'aire du pic de l'undécanoate d'éthyle 

(étalon interne). Le contrôle de qualité des analyses a été opéré en comparant les aires obtenues 

pour les pics des deux étalons internes (undécanoate d'éthyle et 4-méthylpentan-2-ol). Les 

niveaux de chaque COV ont été comparés en utilisant les surfaces relatives obtenues entre les 

trois conditions. 

3.8 Analyses statistiques 

 Les analyses statistiques des dénombrements microbiens ont été réalisées à l'aide du 

logiciel R (v 4.1.2) et de Prism (Graphpad, San Diego, CA, USA). Les différences entre les 

conditions C, D et P ont été analysées avec un test de Kruskal Walis suivi de la procédure de 

Dunn pour les comparaisons multiples avec une p-value ajustée avec la méthode de Benjamini-

Hochberg. Pour chaque analyse statistique, une valeur p ≤ 0,05 a été considérée comme 

significative. Les analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisées à l'aide du 

logiciel R (v 4.1.2) et pour chaque temps d'analyse, les variables ayant une contribution 

supérieure à 3 et un cos² supérieur à 0,5 (pour les dimensions 1 et 2) ont été conservées.  
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4. Expériences réalisées dans le cadre du WP3  

4.1 Caractérisation du phage UCMA 21115 

4.1.1 Détermination du temps d’adsorption 

 Le temps d’adsorption du phage a été déterminé de la manière suivante. Le phage UCMA 

21115 a été mis en contact de la souche bactérienne sensible (L. mali UCMA 16447) à une 

multiplicité d'infection (MOI) de 0,1 et incubé à 30°C pendant 30 min. Toutes les 5 min, 2 mL 

ont été recueillis et filtrés à travers un filtre de 0,45 µm afin d'évaluer le titre phagique dans le 

surnageant. Ce titre phagique a été obtenu grâce à la méthode de la double couche. Le taux 

d'adsorption a été calculé avec la formule (N0-Nt/N0) × 100, où N0 représente le titre de phage 

utilisé avant la co-incubation, et Nt le titre de phage au temps t dans le surnageant après filtration 

(Feng et al., 2020).  

4.1.2 One Step Growth Curve (OSGC) 

 L'OSCG a été réalisée comme décrit par Jaomanjaka et al., (2016). Brièvement, la souche 

L. mali UCMA 16447 a été cultivée jusqu'à une valeur DO600nm de 0,2-0,3, et 1 mL de culture 

centrifugé à 10000 × g pendant 2 min. Le culot a été remis en suspension dans 1 mL de lysat 

de phage afin d'obtenir une MOI de 0,01. Un dénombrement de la souche L. mali UCMA 16447 

a préalablement été réalisé pour obtenir la concentration bactérienne à la valeur de DO600nm 

de 0,2-0,3. Ensuite, ce mélange a été incubé pendant 30 min à 30°C afin de permettre 

l'adsorption du phage sur la bactérie cible. L'échantillon a ensuite été centrifugé à 10000 × g 

pendant 2 min pour éliminer les phages non absorbés. Le culot était repris dans 1 mL de milieu 

MRS et aussitôt dilué à 10-3 par dilutions successives. L’échantillon (1 mL) était d’abord 

transféré dans 9 mL de MRS, puis 500 μL de ce mélange ont été ajoutés à un volume de 49,5 mL 

de MRS préalablement incubé à 30°C. Ce mélange était ensuite réparti dans 8 tubes différents 

puis incubé à 30°C pendant 4 h. Toutes les 30 min, un tube a été prélevé puis filtré avec des 

filtres de 0,45 µm, et la quantité de phages libre dans le milieu était dénombrée par la méthode 

de la double couche.  

 Les résultats sont présentés sous la forme d’une courbe représentant la quantité de phages 

libres dans la culture au cours du temps. En théorie, la quantité de phages libres au départ est 

faible (adsorbés et intégrés), puis cette quantité augmente après que ces derniers se soient 

répliqués et aient lysé les cellules avant d’atteindre un plateau. Le nombre de phages libérés par 
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bactérie était obtenu grâce au rapport entre la concentration initiale de phages pendant la période 

de latence et la concentration de phages dans la culture après la lyse bactérienne.  

4.1.3 Détermination du spectre d’hôte 

 La détermination du spectre d’hôte du phage UCMA 21115 sur d’autres souches 

bactériennes s’effectue en déterminant l’inhibition ou la destruction de la population 

bactérienne testée. Le spectre d’hôte des phages à tester a été évalué sur un panel de LAB 

disponibles au laboratoire (Annexe 1). Pour ce faire, une culture de nuit de chaque souche 

bactérienne à tester a été réalisée et 200 µL de cette pré-culture ont été ajoutés à une gélose 

molle de MRS (0,5% agar, 10 mM CaCl2 et 10 mM MgSO4), elle-même coulée sur une gélose 

de MRS. Après solidification, 5 µL de dilutions allant de 10-1 à 10-6 du filtrat du phage UCMA 

21115 ont été déposés sous forme de spots à des endroits bien définis de chaque gélose molle 

contenant la souche à tester. Un témoin négatif de TBT par gélose a également été déposé pour 

valider le bon fonctionnement de l’expérience. La visualisation d’un halo transparent ou de 

plages de lyse traduisait de la sensibilité de la souche vis-à-vis du phage testé.   

4.1.4 Résistance au pH  

 Des expériences de survie du phage UCMA 21115 à différents pH ont été entreprises. Le 

phage a tout d’abord été propagé afin d’obtenir un filtrat concentré. Le pH du milieu MRS a été 

ajusté à des valeurs de pH de 3,0 ; 3,5 ; 4,0 ; 4,5 ; 5,0 et 5,5. Le phage a ensuite été inoculé dans 

les différents milieux à hauteur de 107 UFP/mL et des dénombrements ont été réalisés après 

3 h, 6 h, 24 h, 48 h et 72 h sur milieu MRS avec la technique de la double couche. Le taux de 

survie des phages a ensuite été calculé pour chaque condition. L’expérience a été réalisée en 3 

réplicats biologiques.  

4.1.5 Purification par ultra-centrifugation  

 Les lysats de phages (109 UFP/mL, ou plus) ont été purifiés sur un gradient de chlorure 

de césium (3M et 5M) par ultra-centrifugation à 35000 × g pendant 3 h (Beckman, modèle XL-

70, rotor 70.1 Ti). La phase contenant les particules phagiques ont ensuite été collectée à l’aide 

d’une aiguille et d’une seringue puis dialysée dans un tampon phagique (100 mM Tris-HCl pH 

7,5 ; 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2) pendant une nuit à 4°C. Les phages concentrés purifiés ont 

ensuite été stockés à -80°C avec une concentration finale de 15% de glycérol.  
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4.1.6 Observation au microscope électronique en transmission (MET) 

 La coloration et l’observation des particules phagiques a été réalisée au Centre de 

Microscopie Appliquée à la Biologie (CMABio3, Université de Caen Normandie). Les phages 

purifiés par ultracentrifugation ont été observés au microscope électronique à transmission 

JEOL 1011 (tension d'accélération de 80 kV), après une coloration négative à l'acétate 

d'uranyle. Pour ce faire, 10 µL de filtrat concentré ont été déposés sur une grille pendant 45 sec, 

puis l’excès de liquide était absorbé par du papier filtre. Deux volumes d’acétate d’uranyle 

(1,5%) ont successivement été appliqués pendant 45 sec sur cette grille avant un séchage. Les 

préparations ont ensuite été observées au MET.  

4.1.7 Extraction d’ADN  

 L'ADN phagique a été extrait après récupération de la fraction phagique issue de l’ultra-

centrifugation. Cette solution a été traitée avec la TURBO DNase Invitrogen™ (Fisher 

Scientific) à une concentration finale de 1X, pendant 5 min à température ambiante pour 

éliminer l'ADN non viral résiduel. Ensuite la lyse des capsides virales a été effectuée avec ajout 

successif de 40 µL de protéinase K à 20 mg/mL (Thermofisher), avec une incubation à 56°C 

pendant 20 min et de 100 µL de SDS à 10% avec une incubation à 65°C pendant 10 min. La 

purification de l'ADN de phage a ensuite été réalisée par deux étapes successives de traitement 

phénol:chloroforme:alcool isoamylique 25:24:1 (Sigma Aldrich) (v/v) et de centrifugation à 

8000 × g pendant 5 min. La précipitation de l'ADN a été réalisée avec 2,5 volumes d'éthanol 

glacial absolu avant une étape de centrifugation à 13000 × g pendant 15 min à 4°C. L'ADN a 

ensuite été élué dans 50 µL de tampon ADN, et quantifié à l'aide d'un spectrophotomètre Nano 

TECAN (Life Science, Suisse). L'intégrité de l'ADN était vérifiée sur un gel d'agarose à 1% 

coloré au Midori Green, après migration à 100 V, 30 min. La visualisation du gel a été réalisée 

sous UVavec une Ebox (Vilbert). 

4.2 Mise en place de la communauté modèle  

 Afin de favoriser les possibles échanges entre la souche infectée (L. mali UCMA 16447) 

par son phage (UCMA 21115) et d’autres LAB proches, quatre souches du genre Lactobacillus 

sensu lato ont été utilisées : L. mali UCMA 19420, Secundilactobacillus collinoides UCMA 

16566, S. collinoides UCMA 20009, et Lactobacillaceae sp. nov. UCMA 15818 (non publiée). 

Toutes les souches ont été cultivées séparément dans du milieu MRS, en pré-culture de nuit. 
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Chaque pré-culture servait ensuite à inoculer 1 L de bouillon MRS frais à 1%, soit 10 mL de 

chaque souche (UCMA 19420, UCMA 16566, UCMA 20009, et UCMA 15818) afin de 

constituer la communauté modèle. La communauté modèle a été incubée à 30°C jusqu'à une 

valeur de DO600nm de 0,2. En parallèle, 500 mL de bouillon MRS ont été inoculés avec 5 mL de 

la souche L. mali UCMA 16447. Lorque la culture de L. mali UCMA 16447 atteignait une 

valeur de DO600nm de 0,2, elle a été divisée en deux fractions : une fraction infectée par le phage 

UCMA 21115 à une MOI de 0,1, et une autre fraction non infectée servant de témoin. Les deux 

fractions ont immédiatement été placées dans des tubes de dialyse en cellulose (MWCO 12000 

- 14000, ROTH) (Saraoui et al., 2013), et immergées dans la co-culture bactérienne synthétique 

composée des souches UCMA 19420, UCMA 16566, UCMA 20009 et UCMA 15818. Les 

tubes de dialyse ont été choisis pour contenir la souche L. mali UCMA 16447 tout en permettant 

l'échange de molécules de petite taille avec la communauté bactérienne modèle. L'incubation a 

été poursuivie à 30°C. Les échantillons des tubes de dialyse ont été prélevés à 0, 15 et 60 min 

(Le T0 ne tient pas compte des 30 min d’adsorption, il correspond au moment où les phages ont 

été ajoutés) correspondant à la phase d'infection précoce (10 mL et 30 mL pour les extractions 

d'ARN et de protéines, respectivement). Les cellules ont été récoltées par centrifugation à 

4700 × g pendant 10 min et les culots cellulaires conservés à -80°C avant l'extraction de l'ARN 

et des protéines. Trois réplicats biologiques indépendants par condition ont été effectués, 

représentant ainsi un total de 15 échantillons (3 répétitions à T0, 3 répétitions à T15 avec et 

sans phages, et 3 répétitions à T60 avec et sans phages). À T0 et T60, 30 mL de la communauté 

modèle ont également été échantillonnés pour l'extraction des protéines. 

 

4.3 Extraction des acides nucléiques  

4.3.1 Extraction de l’ADN bactérien 

 L’ADN bactérien de la souche UCMA 16447 a été extrait avec le kit Quick DNA 

Miniprep (ZymoResaerch) selon les recommandations du fournisseur après une étape de lyse à 

6000 × g à 4°C au Precellys® (Bertin Technologie) en utilisant un mélange de billes de verre 

(1,5 mm, Dutsher) et de billes de zirconium (0,5 et 0,1 mm, Dutsher).   

 La qualité et la quantité d'ADN étaient vérifiées au Nano TECAN (Life Science) et sur 

un gel d'agarose à 1%, 100 V, 30 min. 
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4.3.2 Extraction d’ARN  

 Les culots cellulaire (10 mL) ont été remis en suspension dans 500 µL de tampon TE 

(0,01M Tris pH 7,5 ; 0,01M EDTA) et les cellules lysées à 6000 × g à 4°C au Precellys® (Bertin 

Technologie) en utilisant un mélange de billes de verre (1,5 mm, Dutsher) et de billes de 

zirconium (0,5 et 0,1 mm, Dutsher). L'extraction de l'ARN total a été réalisée avec le réactif 

TRIzol (Fisher Scientific, Illkirch, France) et avec une séparation chloroforme:alcool 

isoamylique (24:1) (Sigma Aldrich). L'ARN a ensuite été purifié à l'aide du kit Direct-Zol RNA 

Miniprep (ZymoResaerch) selon les recommandations du fournisseur. La qualité et l'intégrité 

de l'ARN ont été vérifiée sur un gel d'agarose dénaturant à base de javel comme décrit par 

Aranda et al., (2012). La quantification de l'ARN a été réalisée au spectrophotomètre Nano 

TECAN (Life Science, Suisse). 

4.4 RNA-seq 

 La déplétion des ARNr (kit Fastselect, Qiagen), la construction de la bibliothèque 

d'ADNc et le séquençage des ARN ont été réalisés par la société Genewiz (South Plainfield, 

NJ, États-Unis). Le séquençage de l'ARN a été effectué sur un séquenceur Illumina HiSeq, 

produisant des reads « paired-end » de 2×150 pb de longueur. 

 Afin d'éliminer les adaptateurs Illumina du séquençage, le processeur FastP (Chen et al., 

2018) a été utilisé avant de vérifier la qualité des données de séquençage avec FastQC v.0.11.8 

(de Sena Brandine et Smith, 2019). Les reads ont ensuite été mappés sur le génome de la souche 

L. mali UCMA 16447 à l'aide de Bowtie 2 (Langmead and Salzberg, 2012) avec une taille de 

fragment minimale de 50 pb. Les comptages des reads ont été effectués à l'aide du processeur 

HTSeq v.0.9.1 (Anders et al., 2015). Seuls les reads correspondant aux séquences d'ADN 

codantes (CDS) ont été extraits de l'ensemble des données brutes pour les futures analyses. Les 

données ont ensuite été filtrées pour éliminer les gènes affichant une moyenne de moins de 10 

reads par échantillon pour toutes les données. L'analyse statistique des données RNA-Seq a été 

réalisée à l'aide de l'outil SARTools DESeq2 v.1.7.3 (Varet et al., 2016) avec les paramètres 

par défaut. Les transcrits de gènes avec une p-value ajustée (p < 0,05) et un fold change en 

valeurs absolues de ≥ 2 et ≤ 0,5 ont été considérés comme étant différentiellement exprimés 

entre les différentes conditions. L'annotation fonctionnelle des transcrits a été réalisée à l'aide 

de l'encyclopédie des gènes et des génomes de Kyoto (KEGG).  
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4.5 Extraction des protéines totales 

 Les culots cellulaires (30 mL) ont été remis en suspension dans 2 mL de tampon de lavage 

(50 mM TrisHCl pH 8.0, 1 mM PMSF), lysés à 6000 × g au Precellys® (Bertin Technologie) 

en utilisant un mélange de billes de verre (1,5 mm) et de billes de zirconium (0,5 et 0,1 mm), et 

centrifugés à 10000 × g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant a été récupéré et les protéines ont 

ensuite été précipitées avec quatre volumes de tampon de précipitation (80% d'acétone, 20% de 

TrisHCl 50 mM pH 8.0), et incubées pendant 1 h à -80°C, puis pendant la nuit à -20°C. Les 

tubes ont ensuite été centrifugés à 13000 × g pendant 10 min à 4°C le lendemain. Le surnageant 

a été éliminé et les culots séchés pendant 30 min sous une hotte chimique. Enfin, les protéines 

ont été remises en suspension dans un tampon adapté aux protéines (50 mM TrisHCl pH 8.0, 

5% glycérol, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 100 mM NaCl), et quantifiées par la méthode de 

Bradford (Bradford, 1976).  

4.6 Spectrométrie de masse  

 Les analyses de protéomique ont été réalisées par la platerforme PROTEOGEN de 

l’Université de Caen.  

 Brièvement, la préparation des protéines et l'analyse nLCMS ont été effectuées comme 

décrit précédemment (Aubourg et al., 2020). Les expériences de spectrométrie de masse ont été 

réalisées sur l’appareil TIMS-TOF (Bruker Daltonics). Les échantillons ont été analysés à l'aide 

du logiciel Preview (ProteinMetrics) afin d'estimer la qualité de la digestion par la trypsine puis 

la recherche dans la base de données effectuée à l'aide du logiciel Peaks X+. Une base de 

données « interne » composée de L. mali UCMA 16447, L. mali UCMA 19420, S. collinoides 

UCMA 16566, S. collinoides UCMA 20009 et de la souche UCMA 15818, a été constituée 

pour la recherche des protéines. Pour quantifier les niveaux relatifs d'abondance des protéines 

entre les différents groupes, les échantillons ont été analysés en utilisant la fonction de 

quantification sans étiquette du logiciel Peaks X+. Les protéines enrichies ont été sélectionnées 

lorsque l’abondance relative était supérieure à 1,5 après analyse de la variance (ANOVA).  
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1.  Etude de la diversité du phageome et des prophages 

d’échantillons de cidre  

1.1 Présentation et résumé de la publication n°1 

 Le premier objectif de mon projet de thèse visait à explorer le phageome d’une boisson 

fermentée locale, le cidre. Le phageome est généralement défini comme étant l’ensemble des 

communautés de phages, aussi bien lytiques que tempérés, d’un écosystème donné. Cependant, 

la majorité des études s’intéressant au phageome d’un environnement donné, n’incluent que les 

phages lytiques. Ainsi, pour éviter toute confusion par la suite, lorsque le terme phageome sera 

employé dans cette partie, il ne désignera que les communautés de phages lytiques. Ces 

dernières années, de nombreuses études se sont intéressées au phageome de divers 

environnements comme le microbiote intestinal (Draper et al., 2019; Fitzgerald et al., 2021; 

Manrique et al., 2016), le milieu marin (Roux et al., 2016), les plantes (Ma et al., 2019) ou 

encore les glaciers (Zhong et al., 2021) en montrant que les phages étaient bel et bien présents 

et qu’ils jouaient un rôle dans la fluctuation des populations microbiennes. Comme présenté 

dans la revue bibliographique en partie introductive, au moment de l’écriture de ce manuscrit, 

seulement quatre études se sont attachées au phageome des aliments fermentés, et aucune ne 

décrit le phageome de boissons fermentées. Ainsi, il est apparu intéressant d’explorer cet aspect 

dans une boisson fermentée, en dehors du fait d’isoler des phages de ces matrices.  

 Le premier enjeu de ce travail était donc d’extraire le phageome dans deux cuves de cidre 

chez deux producteurs, un industriel et un artisanal, pour suivre l’évolution du phageome au 

cours du procédé de fermentation. Ainsi, en se basant sur des protocoles déjà utilisés pour 

d’autres matrices, comme l’intestin (Shkoporov et al., 2018) et le fromage (Dugat-Bony et al., 

2020), différentes méthodes pour l’extraction de l’ADN du phageome ont été testées. Le 

développement de ces méthodes d’extraction a été fait en parallèle de la recherche de 

bactériophages lytiques dans différents échantillons de cidre, sur un panel de 160 souches 

prélablement isolées du cidre. Au cours de ce projet de thèse, un seul phage lytique a été isolé 

parmi les 120 échantillons de l’environnement cidricole utilisés (cidre, moûts, pommes), le 

phage UCMA 21115, qui sera présenté plus en détail dans la partie 3 des résultats. Ainsi, ce 

phage a servi de témoin pour développer les méthodes d’extraction du phageome. Avec les 

méthodes utilisées, il est apparu difficile d’extraire l’ADN phagique lorsque la concentration 

en phages était inférieure à 107 UFP/mL, dans un cidre ajusté à pH 5,5. Des améliorations 

portant sur les protocoles d’extraction, par exemple avec l’utilisation de molécules comme le 
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polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) pour contrecarrer l’effet des polyphénols présents en grande 

quantité dans le cidre, ont été entreprises pour tenter d’améliorer l’extraction d’ADN des 

particules phagiques, en vain. De plus, des techniques permettant de concentrer les particules 

virales dans les eaux, comme la filtration tangentielle ou la flocculation ont été également 

utilisées sur de plus gros volumes de cidre afin de concentrer et maximiser les chances 

d’extraction du phageome des échantillons de cidre, sans plus de réussite. Naturellement, il est 

donc apparu que le cidre était un réservoir assez pauvre en phages lytiques, et donc que le 

phageome du cidre serait difficile à explorer plus en détail.  

 En parallèle de l’exploration du phageome lytique, la dynamique et la diversité des 

prophages au sein des génomes bactériens au cours du procédé de fermentation des deux 

producteurs ont été étudiées. Pour ce faire, une étude métagénomique a été réalisée sur les 

différents échantillons de cidre des deux producteurs. Un total de 1174 prophages putatifs a été 

identifié dans les deux cuves des deux producteurs, avec une abondance plus importante chez 

le producteur industriel que chez le producteur artisanal. Les hôtes potentiels de ces prophages 

ont été identifiés et les dynamiques de ces prophages ont pu être comparées aux données des 

populations bactériennes. Comme attendu, la dynamique de ces prophages était sensiblement 

la même que celle des genres bactériens auxquels les prophages étaient identifiés. Des 

hypothèses sur la dynamique de ces prophages ont ainsi pu être émises. Par exemple, qu’une 

diminution de la fréquence des prophages pouvait être liée à une entrée de ces prophages en 

cycle lytique, entrainant ainsi une diminution de la population cible et, qu’a contrario, une 

augmentation de la fréquence des prophages pouvait être le signe que la lysogénie était 

prédominante dans les échantillons. Pour valider ces hypothèses, il est également mentionné 

que des expérimentations sur les phages lytiques seraient nécessaires, mais en gardant à l’esprit 

qu’il est compliqué d’extraire des particules phagiques dans cette matrice en dessous du seuil 

de 107 UFP/mL déterminé précédemment.  

 Ce travail a ainsi permis de démontrer la faible occurrence des phages lytiques dans le 

cidre au cours du procédé de fermentation et plus largement, les difficultés rencontrées pour 

l’étude du phageome dans les boissons fermentées. Il a également permis de mettre en évidence 

la prédominance du mode tempéré au cours du procédé de fermentation du cidre.  
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 Les résultats de ce travail ont été valorisés par la présentation d’un poster scientifique au 

13th Lactic Acid Bacteria symposium, en août 2021 (Annexe 2) ainsi qu’au congrès de la 

Société Française de Microbiologie, en septembre 2021 (Annexe 3).  

 

 Ce travail a fait l’objet d’un article scientifique, publié dans le journal 

« Microorganisms ».  

 

1.2  Publication n°1 

 

 

 

 

 

 

Investigation of the phageome and prophages in French cider,          

a fermented beverage. 

Pierre Ledormand, Nathalie Desmasures, Cédric Midoux, Olivier 

Rué, Marion Dalmasso 

Microorganisms 2022, 10, 1203  
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Figure S1: Agarose gels of phage DNA extraction from cider adjusted to pH 5.5 spiked 

with phage UCMA 21115.  

Concentrations ranging from 104 to 109 PFU/mL and buffer 1 was used. C+ means positive 

control of extraction, with no adjusted pH MRS (≈ 7.6) spiked with phage UCMA 21115 at 108 

PFU/mL. 

 

Figure S2: Microbial taxonomic assignations at the domain level during the cider 

fermentation process for two producers (B: industrial and P: hand-crafted).  

C1 and C2 indicate the tank ID, and B1, B2, B3, B4, P1, P2, P3, and P4 the sampling points 

during the fermentation process, in reference to Table 1. The identification of domains was 

based on “super-kingdoms” from NCBI. 
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Figure S3: Eukaryota taxonomic assignations at the genus level during the cider 

fermentation process for two producers (B: industrial and P: hand-crafted). C1 and C2 

indicate the tank ID, and B1, B2, B3, B4, P1, P2, P3, and P4 the sampling points during the 

fermentation process, in reference to Table 1.   

 

 

Figure S4: Bacterial taxonomic assignations at the family level during cider fermentation 

process for two producers (B: industrial and P: hand-crafted).  

C1 and C2 indicate the tank ID, and B1, B2, B3, B4, P1, P2, P3, and P4 the sampling points 

during the fermentation process, in reference to Table 1.   
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1.3 Expériences complémentaires pour les tests de flocculation  

1.3.1 Tests de flocculation  

 La flocculation est principalement utilisée pour concentrer les particules virales dans des 

échantillons à base d’eau. Ainsi, afin de comparer l’efficacité de récupération des particules 

phagique dans le cidre, de l’eau a été utilisée comme témoin « positif » en parallèle des essais 

sur cidre pour valider la méthode. Ces tests ont été réalisés dans les mêmes conditions, sur les 

mêmes volumes (400 mL) avec l’inoculation du phage UCMA 21115. Les quantités de phages 

récupérées après la flocculation sont présentées dans le tableau 6. Ces résultats viennent 

compléter ce qui a été présenté dans l’article, qui montrait uniquement la récupération des 

particules phagique dans le cidre. La récupération des particules de phages était assez efficace 

à des concentrations élevées en phages, aussi bien dans le cidre que dans l’eau. En effet, elle 

était de 5,6×109 et de 8,5×108 pour les échantillons d'eau et de cidre, respectivement, pour une 

inoculation initiale de 4,0×1010, ce qui représente une perte de phages d'environ 1 log10 

(Tableau 6). À de faibles concentrations de phages, la récupération des phages avec la 

floculation était moins efficace. Avec une inoculation initiale de 4,0 × 106, 2,0 × 104 et 5,0 × 103 

particules de phages ont été récupérées dans les échantillons d'eau et de cidre, respectivement 

(Tableau 6), représentant plus de 2 log10 de perte dans l’eau et près de 3 log10 dans le cidre. Au 

vu de ces résultats, le cidre est donc une matrice plus délicate que l’eau pour la récupération de 

particules phagiques à de faibles concentrations. L'option d'utiliser la floculation à base de (Fe) 

sur des volumes plus importants d'échantillons de cidre non inoculés a donc aussi été 

abandonnée au cours de ce projet de thèse.  

Tableau 6 : Efficacité de récupération des particules phagiques après flocculation dans le 

cidre et dans l’eau.  

Quantité inoculée dans 400 mL d’eau 

ou de cidre (i.e. concentration) 

Quantité récupérée après 

flocculation dans l’eau 

Quantité récupérée après 

flocculation dans le cidre 

4 × 1010 

(concentration de 1 × 108 UFP/mL)  

5,6 × 109 8,5 × 108 

4 × 109 

(concentration de 1 × 107 UFP/mL)  

7,2 × 107 9,9 × 107 

4 × 108 

(concentration de 1 × 106 UFP/mL)  

7,1 × 106 6,6 × 106 

4 × 107 

(concentration de 1 × 105 UFP/mL)  

7,4 × 105 7,6 × 105 

4 × 106 

(concentration de 1 × 104 UFP/mL) 
2,0 × 104 5,0 × 103 
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1.4 Faits marquants du WP1 

 

➢    Le cidre, au vu de ses caractéristiques physicochimiques, présente une faible 

concentration de phages lytiques ; ce qui est probablement le cas d’autres boissons 

fermentées, rendant l’étude du phageome difficile dans ces matrices alimentaires.  

 

➢    L’extraction de l’ADN des particules phagiques du cidre est particulièrement difficile 

en dessous de 107 UFP/mL, lorsque le pH est inférieur à 5,5.  

 

➢    L’utilisation de méthodes de concentration comme la filtration tangentielle et la 

flocculation n’augmente pas la récupération de phages lytiques dans le cidre.  

 

➢    Le mode tempéré semble prédominer dans le cidre, au moins pendant le premier mois 

de fermentation.  

 

➢    1174 prophages putatifs ont été identifiés in silico au cours du premier mois de 

fermentation des deux cuves suivies, avec une abondance plus élevée chez le producteur 

industriel. 

 

➢    Les prophages varient au cours du temps pendant la fermentation.  

 

➢    Il s’agit de la première étude de ce type menée sur une matrice alimentaire.  
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2. Rôle des phages dans un modèle de communauté inspirée du 

cidre ayant subi une perturbation 

2.1 Présentation et résumé de la publication n°2  

 Le deuxième objectif de mon travail de thèse visait à comprendre le rôle et l’influence 

des phages sur une communauté microbienne modèle inspirée du cidre. Les communautés 

microbiennes modèles sont en effet souvent développées afin de mieux comprendre le 

fonctionnement des microbiotes. Par exemple, dans le domaine agroalimentaire, des modèles 

de communautés ont été développées pour améliorer les procédés de fermentation, comme pour 

la sauce soja (Det-Udom et al., 2019) ou encore pour la fabrication de fromages (Özcan et al., 

2021). Cependant, les modèles tenant compte de l’impact potentiel des phages sont très limités. 

Ce type d’études concerne essentiellement le microbiote intestinal, et montre que les phages 

jouent un rôle prépondérant dans les dynamiques des populations microbiennes ainsi que sur le 

métabolisme du microbiote (Hsu et al., 2019). Au sein de ces microbiotes, les microorganismes 

sont très souvent sujets aux variations environnementales que subit leur écosystème, comme 

par exemple avec des changements de températures, qui perturbent les équilibres des 

populations microbiennes. Ce phénomène est couramment connu sous le nom de dysbiose, et 

est particulièrement étudié dans le microbiote intestinal. Par exemple, il a été montré que chez 

des souris ayant subi une dysbiose par un traitement antibiotique, les communautés de phages 

autochtones permettaient un ré-équilibre rapide de la composition microbienne de ce microbiote 

(Draper et al., 2019). Ainsi, afin d’évaluer l’impact des phages sur la communauté microbienne 

modèle, une perturbation des équilibres microbiens a été créée et les dynamiques microbiennes 

et le métabolisme ont été suivis. 

 La composition de cette communauté microbienne modèle inspirée du cidre a été bâtie en 

considérant des espèces bactériennes et levuriennes principalement retrouvées dans le cidre. 

Ainsi, la souche de levure Saccharomyces uvarum UCMA 10446 a été choisie ainsi que trois 

souches bactériennes, Oenococcus oeni UCMA 19297, Liquorilactobacillus mali UCMA 

16447 et Leuconostoc mesenteroides CIM 3004. Ces deux dernières souches ont été 

sélectionnées puisque des phages les ciblant étaient disponibles : le phage UCMA 21115 qui 

cible L. mali UCMA 16447 et le phage PLE01 qui cible Ln. mesenteroides CIM 3004. La 

perturbation sélectionnée a été un choc thermique de 10 minutes à 50°C, appliqué lorsque la 

concentration de la communauté bactérienne approchait 104-105 UFC/mL. D’autres agents ou 

phénomènes de perturbation ont également été testés sans que les résultats soient publiés dans 
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cet article. Ils sont présentés en partie 2.3.2 des résultats comme complément d’information. 

Les phages ont été ajoutés 24 h ou 48 h après cet évènement dans le but d’observer leur effet 

sur la communauté microbienne perturbée. Ainsi, trois conditions ont été suivies, une condition 

témoin (C) sans perturbation et sans phages, une condition avec perturbation sans phages (D) 

et une condition avec perturbation ainsi qu’avec phages (P), dans le milieu MRS à 25°C et à 

15°C. Les populations microbiennes ont ainsi été suivies par dénombrements et le métabolisme 

de la communauté suivi par HPLC et GC-MS.  

 A 25°C, il a été montré que, d’une manière générale, les dénombrements de la condition 

P étaient significativement plus proches de la condition C (p < 0,05), que de la condition D. À 

168 h (fin du suivi de la communauté), les populations microbiennes des conditions C et P 

étaient à des niveaux semblables en termes de dénombrements, avec 107-108 UFC/mL pour 

O. oeni UCMA 19297 et L. mali UCMA 16447, et 103-105 UFC/mL pour Ln. mesenteroides 

CIM 3004 et S. uvarum UCMA 10446. La condition D était différente. En effet, à partir de 72 h, 

L. mali UCMA 16447 et Ln. mesenteroides CIM 3004 étaient dominantes (107-108 UFC/mL) 

tandis que O. oeni UCMA 19297 et S. uvarum UCMA 10446 étaient retrouvées à des plus 

faibles concentrations (105-106 UFC/mL). Les populations de phages étaient similaires à 168 h, 

puisque le phage UCMA 21115 était présent à une concentration 109 UFP/mL tandis que le 

phage PLE01 était à 108 UFP/mL. Ainsi, à 25°C, il a été montré que les phages semblaient 

participer au retour des populations microbiennes à l’équilibre initial, et à leur maintien dans 

un état semblable à celui retrouvé dans la condition témoin n’ayant pas subi de perturbation. 

 À 15°C, les fluctuations des niveaux cellulaires de la condition P étaient significativement 

plus éloignées de celles des conditions C et D (p < 0,05). En effet, après l’ajout des phages, et 

particulièrement après 144 h, la population de Ln. mesenteroides CIM 3004 était indétectable 

(inférieure au seuil de détection de 101 UFC/mL) alors que les autres souches microbiennes 

atteignaient environ 107 UFC/mL. Les conditions C et D étaient similaires puisque toutes les 

souches ont été retrouvées à des concentrations comprises entre 107 et 108 UFC/mL. Les 

populations de phages étaient similaires à 220 h, puisque le phage UCMA 21115 était présent 

à une concentration 106 UFP/mL tandis que le phage PLE01 était à 105 UFP/mL. Contrairement 

à l’expérimentation à 25°C, il a été montré que les phages amplifiaient le phénomène de 

perturbation de la communauté microbienne, à cette température basse.  
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 Le métabolisme de la communauté a également été suivi par des analyses HPLC et GC-

MS, afin d’observer l’impact des phages sur la signature métabolique dans chaque condition. 

La consommation des sucres, la production d’éthanol et la production de composés organiques 

volatils ont été suivies au cours du temps, et des analyses en composantes principales ont été 

effectuées. Au total, 32 composés ont été suivis dans les différentes conditions. A 25°C, les 

signatures métaboliques des conditions C et P étaient proches avec une plus grande richesse en 

composés volatils comme certains esters éthyliques (octanoate d'éthyle, hexanoate d'éthyle) et 

en 2-phényl-éthanol que dans la condition D, elle-même caractérisée par des niveaux plus 

élevés en lactate d'éthyle, notamment. Ces résultats confirment par la même occasion ceux 

obtenus par l’observation des niveaux cellulaires des souches de la communauté modèle dans 

chaque condition. Pour l’expérience réalisée à 15°C, la signature métabolique de chaque 

condition reflétait également les tendances observées pour les dénombrements microbiens. En 

effet, la signature métabolique de la condition P était différente de celle des conditions C et D. 

Par exemple, des composés comme le phényl-acetaldéhyde, le lactate, le citrate et l’acétate 

étaient retrouvés en plus grande quantité dans les conditions C et D que dans la condition P. 

Cependant, les différences entre les trois conditions étaient moins marquées que pour 

l’expérience réalisée à 25°C. Dans l'ensemble, la présence de phages, outre son influence sur 

les dynamiques microbiennes, impacte aussi la signature métabolique de chaque condition, et 

donc des communautés.   

 Ces travaux ont donc permis de mettre en évidence le rôle important joué par les phages 

au sein des communautés microbiennes d’origine alimentaire, tant au niveau des dynamiques 

de populations, que sur le métabolisme qui en découle. Cette étude a également permis de 

montrer que les phages, au-delà de l’impact sur leur hôte, influencent également le 

comportement des autres populations du modèle. Ceci a également permis de montrer que les 

phages pouvaient avoir une action différente en fonction des paramètres de l’écosystème dans 

lequel ils se trouvent, comme illustré dans ce cas avec une température différente. Enfin, ce 

travail souligne également la nécessité de tenir compte des phages dans les procédés de 

fermentation, dont l’impact peut être non négligeable dans des écosystèmes encore plus 

complexes, selon les paramètres physico-chimiques des différentes étapes des procédés de 

fermentation. L’influence des phages sur les dynamiques et le métabolisme microbien pourrait 

ainsi se répercuter sur la qualité organoleptique du produit fini, à travers la différence de 

composition en composés organiques volatils, qui eux-mêmes influencent grandement le profil 

aromatique des produits auxquels ils sont associés.  
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 Les résultats de ce travail ont été valorisés par deux communications orales : l’une au 

colloque national du Club des Bactéries Lactiques (Juin 2022 – Rennes) et l’autre lors du 27ème 

congrès international FoodMicro2022 (Août 2022 – Athènes). 

 

 Ce travail fait l’objet d’un article scientifique, soumis au journal « Viruses ».  

 

2.2 Publication n°2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phages shape microbial dynamics and metabolism of a model 

community mimicking cider, a feemented beverage. 

Pierre Ledormand, Nathalie Desmasures, Margot Schlusselhuber, 

André Sesboüé, Jérôme Ledauphin, Marion Dalmasso 
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Figure S1: (A) Principal Component Analysis of the studied chemical compounds (black 

arrows) with illustrative variables representing the four strains of the model (red arrows). (B) 

Distribution of the samples in condition C (control), D (dysbiosis without phages) and P 

(dysbiosis with phages) for all times at 25°C. Samples are named as follows: Condition (C: 

control, D: dysbiosis without phages, P: dysbiosis with phages). Time point (0, 48h, 72h, 96h, 

168h). Biological replicate (1, 2, 3) (e.g. C48_1 means Control at 48h, biological replicate 1). 

 

Figure S2: (A) Principal Component Analysis of the studied chemical compounds (black 

arrows) with illustrative variables representing the four strains of the model (red arrows). (B) 

Distribution of the samples in condition C (control), D (dysbiosis without phages) and P 

(dysbiosis with phages) at 96h for the experiment at 25°C. Samples are named as follows: 

Condition (C: control, D: dysbiosis without phages, P: dysbiosis with phages). Time point (0, 

48h, 72h, 96h, 168h). Biological replicate (1, 2, 3) (e.g. C96_1 means Control at 96h, biological 

replicate 1). 
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Figure S3: (A) Principal Component Analysis of the studied chemical compounds (black 

arrows) with illustrative variables representing the four strains of the model (red arrows). (B) 

Distribution of the samples in condition C (control), D (dysbiosis without phages) and P 

(dysbiosis with phages) for all times at 15°C. Samples are named as follows: Condition (C: 

control, D: dysbiosis without phages, P: dysbiosis with phages). Time point (0, 48h, 72h, 96h, 

168h). Biological replicate (1, 2, 3) (e.g. C144_1 means Control at 144h, biological replicate 

1). 
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Figure S4: Principal compounds and hypothetical representation of the metabolic pathways 

potentially involved in the production/consumption of these compounds at 15°C between 

conditions C, D and P at 220h. Green compounds were principally associated to yeast activity, 

red compounds to LAB activity and blue compounds to yeast and/or LAB activity.  

Concentrations of lactic acid, acetic acid and citric acid were determined by HPLC and 

expressed in g/L. The other volatile compounds were analyzed by GC-MS and expressed with 

relative area (standardized with internal standards). Kruskal Wallis test was performed for each 

compound and multiple comparisons were performed using Dunn’s procedure. A p-value 

≤ 0.05 was considered significant (*). 
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Table S3: Volatile compounds identified and analyzed by GC-MS during the study.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Name N° CAS Retention Time Comment 

Acetal 105-57-7 11.35 
 

Isoamyl Alcohol 123-51-3 11.78 
 

2-Methyl Butanol  137-32-6 11.96 
 

4-Methylpentan-2-ol 108-11-2 12.97 Standard 

Butanoic Acid  107-92-6 14.49 
 

Methyl Lactate 547-64-8 15.57 
 

3-Methylbutanoic Acid 503-74-2 17.26 
 

2-Methylbutanoic Acid 116-53-0 17.64 
 

Furfury Alcohol 98-00-0 17.69 
 

Hexanol 111-27-3 18.46 
 

Isoamyl Acetate 123-92-2 18.77 
 

Ethyl Lactate 97-64-3 19.39 
 

Methional 3268-49-3 20.17 
 

Benzaldehyde 100-52-7 22.59 
 

Hexanoic Acid 142-62-1 23.23 
 

Ethyl Hexanoate 123-66-0 23.94 
 

Salicylaldehyde 90-02-8 24.20 
 

Octanol 111-87-5 25.07 
 

Benzyl Alcohol 100-51-6 25.38 
 

Phenylacetaldehyde 122-78-1 25.74 
 

2-Acetylpyrrole 1072-83-9 26.38 
 

Acetophenone 98-86-2 26.56 
 

2-Nonanone 821-55-6 27.27 
 

Nonanal 124-19-6 27.76 
 

2-Phenylethanol 60-12-8 28.17 
 

Octanoic Acid 124-07-2 29.75 
 

Ethyl Octanoate 106-32-1 30.64 
 

Ethyl Undecanoate 627-90-7 38.85 Standard 
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2.3 Données complémentaires du WP2 

2.3.1 Vérification de la présence de prophages inductibles dans les souches 

bactériennes du modèle 

 La présence de prophages inductibles dans les souches du modèle a pu être vérifiée par 

ajout de MC à des concentrations finales de 0,1 ou 1 µg/mL en début de phase exponentielle de 

croissance de chaque souche bactérienne, en milieu MRS à 30°C (Figure 25). Aucune des trois 

souches testées n’a montré de courbe caractéristique d’une lyse suite à l’induction d’un 

prophage (chute brutale de la DO), malgré un léger effet de la MC à une concentration de 

1 µg/mL sur la croissance des trois souches. Ainsi, à travers ces tests, la présence de prophages 

inductibles ne semble pas être confirmée dans ces souches bactériennes, dans ces conditions 

d’analyse. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Tests d'induction des souches bactériennes du modèle du WP2 à la 

mitomycine C (MC).  

Légende : Courbes vertes : témoin négatif (sans MC). Courbes bleues : MC 0,1 µg/mL. Courbes 

rouges (MC 1 µg/mL). 



  Résultats 

 
- 149 - 

 

2.3.2 Sélection du modèle de perturbation  

 Avant de choisir le phénomène présenté dans l’article ci-dessus, permettant de perturber 

les équilibres de la communauté microbienne, plusieurs agents ou conditions de perturbation 

ont été testés et sont présentés dans cette partie en complément d’information. L’objectif était 

de sélectionner le modèle de perturbation le mieux adapté à cette étude qui permettait de 

modifier les équilibres microbiens sans toutefois complètement éliminer une ou plusieurs 

souches.   

 Ainsi, plusieurs conditions ont été testées pour perturber le modèle (Tableau 5 – 

Matériels & Méthodes) quand les concentrations microbiennes approchaient 104-105 UFC/mL, 

c’est-à-dire après 24 h de co-culture à 25°C. Premièrement, différentes concentrations d’éthanol 

ont été testées (5% - 8% - 10% et 15%) puisqu’il s’agit d’un composé majoritaire retrouvé dans 

les boissons fermentées alcoolisées (Figure 26).  

 

 

Figure 26 : Tests de perturbation avec différentes concentrations en éthanol ajoutées 

après 24 h de co-culture. 

Légende : En bleu : Leuconostoc mesenteroides CIM 3004, ; en orange : Liquorilactobacillus 

mali UCMA 16447 ; en rouge : Oenococcus oeni UCMA 19297 ; en vert : Saccharomyces 

uvarum UCMA 10446.  

 

 

 



  Résultats 

 
- 150 - 

 

 Lorsque de l’éthanol était ajouté à une concentration finale de 5%, aucune perturbation 

du comportement de la communauté microbienne modèle n’a été observée par rapport à la 

condition témoin (Figure 26). Pour une concentration de 8% d’éthanol, un ralentissement de la 

croissance microbienne était observé. À partir de 48 h, la population de levure S. uvarum 

commençait à chuter (102 UFC/mL) et les souches bactériennes atteignaient des concentrations 

de 105-106 UFC/mL, plus faibles que dans la condition contrôle (107-108 UFC/mL). S. uvarum 

UCMA 10446 n’était plus détectable à 96 h (Figure 26). Pour les conditions à 10% et 15% 

d’éthanol, un effet bactériostatique sur les populations bactériennes a été observé, puisque les 

concentrations stagnaient autour de 104-103 UFC/mL tandis que la levure était totalement 

détruite (Figure 26). Ainsi, cet agent perturbateur n’a pas été retenu soit parce qu’il ne 

permettait pas de modifier les équilibres microbiens suffisamment, soit parce qu’il entrainait 

l’élimination d’une souche du modèle.  

 Le deuxième élément perturbateur testé était le sulfite de sodium (Na2SO3), de la famille 

des sulfites. Il est généralement utilisé comme agent protecteur des aliments, inhibant la 

croissance microbienne, ayant des propriétés antioxydantes et de stabilisation de couleur en 

industrie agroalimentaire. Selon la réglementation Européenne (N°1029/2011), la quantité 

maximale de sulfite de sodium autorisée dans les cidres et les poirés est de 200 mg/L. Ainsi, 

des concentrations allant de 50 mg/L à 400 mg/L ont été testées comme élément perturbateur. 

Pour les concentrations de 50, 100, 150 et 200 mg/L, aucun effet par rapport à la condition 

témoin n’a été observé (Figure 27). A partir de 250 mg/L, un effet microbistatique était observé 

autour de 103-104 UFC/mL pour toutes les souches (Figure 27). La propriété du sulfite de 

sodium inhibant la croissance microbienne se vérifiait pour des concentrations supérieures à 

200 mg/L dans cette communauté microbienne modèle. Ainsi, malgré l’obtention d’une 

perturbation des concentrations, une perturbation des équilibres microbiens n’a pas été obtenue 

en utilisant cette gamme de concentration du sulfite de sodium.  
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Figure 27 : Tests de perturbation des équilibres microbiens du modèle avec différentes 

concentrations en sulfite de sodium ajoutées après 24 h. 

Ln. mesenteroides CIM3004 est représentée en bleu, L. mali UCMA 16447 en orange, O. oeni 

UCMA 19297 en rouge et S. uvarum UCMA 10446 en vert. 

  Aucun effet de perturbation pertinent n’a été observé pour différentes 

concentrations d’éthanol et de sulfite de sodium. Ainsi, des associations « cocktails » de ces 

deux composés ont été testées, d’une part 5% d’éthanol couplé à 150 mg/mL de sulfite de 

sodium et d’autre part, 8% d’éthanol couplé à 300 mg/mL de sulfite de sodium (Figure 28). 

Pour ces deux cocktails, une stabilisation des populations bactériennes était observée, autour de 

106 UFC/mL pour la condition avec 5% d’éthanol et 150 mg/mL de sulfite de sodium, et de 105 

UFC/mL pour la condition avec 8% d’éthanol et 300 mg/mL de sulfite de sodium. Dans les 

deux cas, seule une diminution du niveau de population de la levure S. uvarum a été constatée 

(Figure 28).  En plus de ces deux cocktails, une levée de la pression provoquée par l’éthanol à 

5% et le sulfite de sodium à 150 mg/L a été effectuée. À 48 h (24 h après l’ajout du cocktail), 

la communauté a été centrifugée et le surnageant remplacé par le surnageant d’une condition 

témoin (sans agent perturbateur), également incubée 48 h. Une reprise de la croissance 

microbienne était observée dès 72 h pour atteindre 106-107 UFC/mL (Figure 28). Ainsi, ces 

effets cocktails n’ont également pas permis d’obtenir l’effet de perturbation escompté pour 

toutes les souches microbiennes.  
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Figure 28 : Test d’effet cocktail avec différentes concentrations d’éthanol et de sulfite de 

sodium ajoutés à 24 h.  

Ln. mesenteroides CIM3004 est représentée en bleu, L. mali UCMA 16447 en orange, O. oeni 

UCMA 19297 en rouge et S. uvarum UCMA 10446 en vert. 

 Compte tenu des résultats non concluants obtenus avec l’éthanol et le sulfite de sodium, 

composés retrouvés dans les boissons fermentées, des perturbations par choc thermique ont été 

testées. Ainsi, les températures de 40°C, 50°C et 60°C ont été testées, pendant 10 min pour les 

conditions à 40°C et 50°C et pendant 15 min pour la condition à 60°C, après 24 h de co-culture 

(Figure 29). Pour le choc thermique à 60°C, aucun microorganisme n’était plus détectable après 

72 h, suggérant que le choc thermique était trop intense. Pour la condition à 50°C pendant 10 

min, une chute des populations microbiennes a été observée par rapport à la condition contrôle. 

En effet, entre 24 h et 48 h, les souches L. mali UCMA 16447 et Ln. mesenteroides CIM 3004 

passaient de 104-105 UFC/mL à 102-103 UFC/mL, tandis que les souches O. oeni UCMA 19297 

et S. uvarum UCMA 10446 variaient de 105-104 UFC à 102-101 UFC/mL, respectivement 

(Figure 29). Ce déséquilibre persistait dans le temps puisqu’à partir de 72 h, L. mali UCMA 

16447 et Ln. mesenteroides CIM 3004 prédominaient par rapport aux souches de O. oeni 

UCMA 19297 et S. uvarum UCMA 10446, avec des concentrations approchant les 107 UFC/mL 

contre 102-104 UFC/mL (Figure 29). Aucune perturbation n’a été observée pour le choc 

thermique à 40°C.  
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 Au vu de ces résultats, la perturbation retenue pour la suite des expérimentations a été le 

choc thermique à 50°C pendant 10 min, impactant toutes les souches microbiennes.  

 

Figure 29 : Test d’effet de perturbation par choc thermique après 24 h.  

Ln. mesenteroides CIM3004 est représentée en bleu, L. mali UCMA 16447 en orange, O. oeni 

UCMA 19297 en rouge et S. uvarum UCMA 10446 en vert. 

2.3.3 Résultats dans le moût de pomme  

 En complément de la publication, des tests ont également été effectués dans du moût de 

pomme microfiltré ajusté à pH 5,5, afin de placer les souches dans un milieu plus proche du 

process cidricole, et donc affiner le modèle. La première constatation effectuée était que la 

souche Ln. mesenteroides CIM 3004 n’était plus détectable après 24 h, dans les trois conditions, 

malgré un ensemencement plus important qu’en milieu MRS (Figure 30). Cette observation 

peut vraisemblablement s’expliquer par le fait que Ln. mesenteroides CIM 3004 provienne de 

l’environnement laitier, et qu’elle est peu adaptée à l’environnement cidricole et par conséquent 

au moût. De 48 h à 168 h, L. mali UCMA 16447, O. oeni UCMA 19297 et S. uvarum UCMA 

10446 atteignaient 108 UFC/mL dans la condition C, et restaient stables au cours de 

l’expérience. Pour les conditions D et P, les tendances étaient similaires entre elles 

puisqu’aucune différence significative n’a été observée tout le long de l’expérience pour chaque 

souche (p-value ≥ 0,5, Tableau 7). Les niveaux de population de O. oeni UCMA 19297 étaient 

significativement plus faibles dans la condition D comparée à la condition C à partir de 72 h, 

avec des niveaux autour de 106 UFC/mL (p-value = 0,02, Tableau 7). Aucune autre différence 
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significative n’était observée pour les autres souches (p-value ≥ 0,5, Tableau 7) (Figure 30). 

Les conditions C et P étaient également très proches entre elles, puisqu’aucune différence 

significative n’a été observée tout le long de l’expérience, excepté à 48 h pour S. uvarum 

UCMA 10446 et à 96 h pour L. mali UCMA 16447, qui étaient en proportion significativement 

plus faible dans la condition P par rapport à la condition C (p-value = 0,03 et p-value = 0,02, 

respectivement, Tableau 7) (Figure 30). Globalement, les trois conditions étaient donc assez 

proches au cours du temps, bien qu’après la perturbation, L. mali UCMA 16447 était 

généralement d’1 ou 2 log10 supérieur aux souches de O. oeni UCMA 19297 et de S. uvarum 

UCMA 10446.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Dynamique des populations microbiennes et du pH dans le modèle de 

communauté pour les trois conditions expérimentales (contrôle, perturbation sans phages 

et perturbation avec phages) à 25°C dans le moût de pomme.  

Ln. mesenteroides CIM3004 est représentée en bleu, L. mali UCMA 16447 en orange, O. oeni 

UCMA 19297 en rouge et S. uvarum UCMA 10446 en vert. Le phage UCMA 21115 et le phage 

PLE001 sont représentés par des carrés orange et des cercles bleus, respectivement. Les flèches 

noires indiquent le choc thermique et l'ajout du phage au modèle. La courbe noire représente 

l’évolution du pH. Les valeurs sont issues de triplicats biologiques et les barres d'erreurs 

représentent les écarts types.  
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 Tableau 7 : Analyses statistiques des dénombrements microbiens pour l'expérience 

en moût de pomme à 25°C. Tests de Kruskal Walis (seuil de significativité : p-value < 0.05) 

  
S. uvarum       

UCMA 10446 

L. mali           

UCMA 16447 

Ln. mesenteroides 

CIM 3004 

O. oeni          

UCMA 19297 

Temps 

(h) 

Comparaison Comparaison Comparaison Comparaison 

CvsD CvsP DvsP CvsD CvsP DvsP CvsD CvsP DvsP CvsD CvsP DvsP 

24 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

48 0,41 0,03 0,89 >0,99 0,70 0,89 >0,99 >0,99 >0,99 0,08 0,22 >0,99 

72 0,22 0,08 >0,99 >0,99 0,16 0,11 >0,99 >0,99 >0,99 0,02 0,54 0,54 

96 0,30 0,89 >0,99 0,53 0,02 0,53 >0,99 >0,99 >0,99 0,02 0,54 0,54 

168 0,89 0,70 >0,99 >0,99 0,21 0,52 >0,99 >0,99 >0,99 0,02 0,54 0,54 

 

 Le phage PLE001 avait été ajouté à une très faible concentration de 101 UFP/mL et 

n’avait plus été détecté après 48 h (Figure 30). La population du phage UCMA 21115 avait 

elle augmenté au fil du temps pour atteindre 108 UFP/mL à 96 h, avant de diminuer à une 

concentration de 105 UFP/mL à 168 h. Cette diminution entre 96 h et 168 h pourrait s’expliquer 

par la perte d’infectiosité du phage UCMA 21115 en raison de la composition du moût, comme 

la forte teneur en polyphénols ou encore l’acidité du milieu. En effet, pour des valeurs de pH 

inférieures à pH 4,5, l’infectiosité du phage UCMA 21115 était diminuée en milieu MRS 

(publication n°3, figure S2, partie 3.2 de la thèse). Dans cette expérience, cela correspond au 

moment où le pH passait en dessous de 4,5 (entre 96 h et 168 h). En effet, le pH des conditions 

D et P était d’abord passé de 5,5 à 6,0 ± 0,03 à 48 h (24 h après la perturbation), avant de 

descendre à des valeurs de 4,2 ± 0,07 et 4,1 ± 0,05 à 168 h pour les conditions D et P, 

respectivement (Figure 30). Le pH de la condition C avait lui diminué au cours du temps, 

passant de 5,5 au début de l’expérience à 4,63 ± 0,15 à 168 h (Figure 30).  

 La concentration du phage UCMA 21115 retrouvée tout au long de l’expérience restait 

assez élevée (variant entre 105 et 108 UFP/mL) alors que la souche L. mali UCMA 16447 

semblait peu affectée par la présence du phage, puisqu’elle était présente à des fortes 

concentrations (108 UFC/mL à 168 h). Ceci, comme pour l’expérience en milieu MRS 

(publication n°2, partie 2.2 de la thèse), pourrait s’expliquer par l’apparition rapide de résistance 

de L. mali UCMA 16447 à ce phage quel que soit le milieu dans lequel se trouve cette souche.  
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 De la même façon que pour les expériences de la publication réalisées en MRS, une 

analyse en composantes principales a été effectuée pour le moût de pomme à 168 h (Figure 

31). Au vu des faibles différences entre les conditions C, D et P pour les dénombrements 

microbiens, il a été décidé de ne faire les analyses d’HPLC et de GC-MS qu’au point final de 

l’expérience, c’est-à-dire à 168 h. A ce point d’analyse, les dimensions 1 et 2 représentaient 

80,15% de la variance totale (60,02% et 20,13% pour les dimensions 1 et 2, respectivement) 

(Figure 31). Selon les critères utilisés (contribution ≥ 3 et cos² ≥ 0,5 pour les dimensions 1 et 

2), 16 variables ont été utilisées pour cette ACP.  

 La condition C était caractérisée par des plus fortes abondances en alcools (éthanol, 

hexanol, 2-methyl-butanol) et esters (4-ethyl-benzoate, ethyl-octanoate, methyl-2-ethyl-

hexanoate) comparée aux conditions D et P (Figure 31). Les conditions D et P étaient 

caractérisées par des fortes concentrations en lactate, glucose et fructose, contrairement à la 

condition C (Figure 31). Ces différences s’expliquent vraisemblablement par une croissance, 

et donc une fermentation, plus rapide dans la condition C que dans les conditions D et P ayant 

subi la perturbation. Néanmoins, la condition P était elle caractérisée par des abondances plus 

importantes en composés comme le phenylacetaldehyde, l’acide hexanoïque ou l’ethyl-3- 

hydroxybutyrate pour les réplicats P168_1 et P168_2 alors que l’échantillon P168_3 plus était 

proche de la condition D (Figure 31-B).  

 Globalement, cette ACP a montré que la condition C se distinguait des conditions D et P, 

malgré le chevauchement de l’échantillon P168_3 avec les échantillons D. Elle a également 

permis de voir les différences entre les trois conditions, ce qui n’était pas possible avec l’analyse 

des dynamiques microbiennes, qui étaient globalement les mêmes entre les trois conditions 

(Figure 30).   
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Figure 31 : (A) Analyse en Composantes Principales des composés étudiés (flèches noires) 

avec les variables illustratives représentant les quatre souches du modèle (flèches rouges). 

(B) Distribution des échantillons en condition C (contrôle), D (perturbation sans phages) 

et P (perturbation et phages) à 168 h pour l'expérience à 25°C en moût de pomme.  

Les échantillons sont nommés comme suit : Condition (C : contrôle, D : perturbation sans 

phages, P : perturbation et phages). Point de temps (168h). Réplicat biologique (1, 2, 3) (par 

exemple, C168_1 signifie Contrôle à 168h, réplicat biologique 1). 
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 En résumé, la transposition du modèle de communauté microbienne en moût de pomme 

s’est heurtée principalement à la difficulté de cultiver tous les microorganisms dans des 

conditions optimales, en particulier pour la souche Ln. mesenteroides CIM 3004 provenant de 

l’environnement laitier. Les dynamiques microbiennes de la communauté étaient très similaires 

entre les trois conditions, avec une légère domination de L. mali UCMA 16447 après la 

perturbation, et aucun effet observable des phages dans ces conditions. Quelques différences 

ont pu être mises en avant concernant la signature métabolique des différentes conditions 

testées, avec la condition témoin (C) légèrement différente des conditions sans phages (D) et 

avec phages (P). Afin d’avoir des réponses plus précises dans la matrice cidricole, l’utilisation 

de souches microbiennes ainsi que de phages exclusivement issus du cidre, ou de son 

environnement, permettrait d’avoir une communauté modèle plus représentative, avec 

cependant la difficulté de pouvoir les isoler. Au-delà de ces résultats, et d’un point de vue 

écologique, la question du rôle effectif des phages lytiques dans cette boisson fermentée, et 

dans d’autres matrices de ce type, se pose. En effet, comme décrit précédemment dans le volet 

1, le cidre est un réservoir très pauvre en phages lytiques, et leur action semble limitée au sein 

d’une communauté microbienne modèle en moût de pomme. D’autres études de ce type devront 

être menées pour clarifier cette question. 

2.4 Faits marquants du WP2 

 

➢    A 25°C en milieu MRS, la présence de phages contribue au retour à l’équilibre de la 

communauté microbienne modèle après perturbation.  

 

➢    A 15°C en milieu MRS, la présence de phages amplifie le phénomène de déséquilibre 

provoqué par la perturbation.  

 

➢    L’implication des phages dans le moût de pomme reste à être mieux caractérisée, bien 

que leur action semble limitée.  

 

➢    La présence de phages impacte le métabolisme de la communauté modèle.  

 

➢    Le rôle des phages influence le déroulement des étapes de fermentation et le profil en 

COVs de la matrice, il nécessite donc d’être pris en compte dans les études concernant 

les produits fermentés.  
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3. Etude de la réponse transcriptomique et protéomique d’une 

souche bactérienne, à une infection par un phage lytique au 

sein d’une communauté modèle 

3.1 Présentation et résumé de la publication n°3  

 Le dernier volet de ce travail de thèse était de s’intéresser à la réponse moléculaire d’une 

souche bactérienne, plus particulièrement au niveau du transcriptome et du protéome, à une 

infection par un phage lytique. En effet, les interactions phages-bactéries sont assez peu décrites 

dans la littérature au niveau moléculaire, et la majorité des études s’intéressent au 

comportement de bactéries pathogènes comme Enterococcus faecalis (Chatterjee et al., 2019) 

ou encore Pseudomonas aeruginosa (Zhao et al., 2016) pendant l’infection phagique. Dans les 

aliments fermentés, seules quelques études transcriptomiques et protéomiques sont recensées 

et concernent principalement le ferment d’intérêt technologique Lactococcus lactis (Ainsworth 

et al., 2013; Lemay et al., 2019). Ces interactions phages-bactéries méritent néanmoins d’être 

prises en compte pour mieux connaitre les mécanismes qui ont lieu dans les aliments et les 

boissons fermentés. De plus, actuellement, les approches pour étudier les interactions phages-

bactéries sont essentiellement basées sur des modèles ne tenant compte que du couple phage-

hôte seul, négligeant ainsi la place des communautés microbiennes constituant les écosystèmes. 

L’originalité de cette étude se trouvait dans le fait que cette interaction phage-bactérie se passait 

au contact d’une communauté bactérienne, afin de créer des conditions susceptibles de favoriser 

les interactions entre les souches, pour mimer ce qui peut se produire dans une boisson 

fermentée telle que le cidre.  

 Comme décrit précédemment pour le volet n°1, la première partie de cette étude, en 

parallèle de l’étude du phageome, a porté sur la recherche de phages dans des échantillons de 

cidre. Un phage lytique a été isolé d’un échantillon de cidre en cours de fermentation, le phage 

UCMA 21115 ciblant la souche bactérienne Liquorilactobacillus mali UCMA 16447, elle-

même issue du cidre. Le phage UCMA 21115 a donc dans un premier temps été caractérisé puis 

utilisé pour l’étude transcriptomique et protéomique. Il s’agit d’un siphophage appartenant à la 

classe des Caudauviricetes avec un génome de 27915 paires de bases et qui semble très proche 

de phages ciblant le genre Leuconostoc, en particulier le phage phiLNTR3 (99.45% d’identité). 

L’infection de la souche hôte L. mali UCMA 16447 par ce phage a été caractérisée, montrant 

que la lyse complète de la souche cible arrivait après 240 minutes d’infection. La survie à des 
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pH allant de 3,0 à 5,5 a également été suivie et a montré que le phage était sensible à des pH 

inférieurs à 4,0 et stable au-dessus de cette valeur. 

 Afin de créer des conditions susceptibles de favoriser les interactions entre souches 

bactériennes, quatre souches retrouvées dans le cidre appartenant à la famille des 

Lactobacillaceae ont été sélectionnées pour constituer la communauté modèle. Pour étudier le 

couple phage UCMA 21115 - L. mali UCMA 16447, en contact avec la communauté modèle, 

le couple phage-bactérie a été placé dans un tube de dialyse permettant le passage de petites 

molécules, mais tout en l’isolant des autres bactéries de la communauté. Les prélèvements ont 

été effectués dans la phase précoce de l’infection à T0, 15 et 60 minutes pour la condition 

témoin et la condition infectée (P), sans tenir compte ici de la phase d’adsorption. Dans le but 

d’étudier l’impact moléculaire de l’infection phagique sur la souche L. mali UCMA 16447 au 

sein d’une communauté modèle, des études globales de protéomique et de transcriptomique ont 

été effectuées par spectrométrie de masse et par RNA-seq (séquençage du transcriptome), 

respectivement. Les deux conditions ont ainsi été comparées entre elles.  

 Après 15 minutes, 122 gènes étaient significativement différentiellement exprimés entre 

la condition témoin et la condition infectée (fold-change > 2 et < 0,5, en valeurs absolues ; p-

value < 0,05) alors que 215 gènes l’étaient après 60 minutes. La majorité des gènes dérégulés 

ont été décrits comme étant impliqués dans la traduction, la motilité cellulaire, la transduction 

des signaux et dans le métabolisme des glucides. Globalement, les gènes codant pour les 

fonctions cellulaires, telles que le métabolisme des glucides, la traduction, la motilité cellulaire 

et la transduction des signaux, étaient réprimés tandis que les gènes impliqués dans le 

métabolisme des nucléotides et dans le contrôle de l'intégrité de l'ADN étaient induits en 

condition infectée. Une des fonctions les plus impactées par l’infection phagique était la motilité 

cellulaire. En effet, plus de 26 gènes impliqués dans la synthèse et l’assemblage du flagelle, 

comme les gènes fliE, fliR, flgB, flgD ou fliS ont été réprimés, et des gènes impliqués dans la 

motricié des flagelles comme les gènes motA ou motB ont également été réprimés. L’infection 

phagique a aussi mis en évidence la répression de certains gènes impliqués dans le métabolisme 

des glucides, et plus particulièrement dans la glycolyse. Des gènes codant pour des enzymes 

comme la phosphofructokinase (pfk), la glycéraldehyde 3-phosphage déshydrogénase (gpdh), 

la phosphoglycérate kinase (pgk), la phosphoglycérate mutase (pgm) et la triose phosphate 

isomérase (tpi) ont tous été réprimés pendant l’infection. A contrario, le gène codant pour la 

lactate deshydrogénase (ldh) était induit lors de la phase infectieuse.  
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 Par ailleurs, l’analyse transcriptomique a révélé que de nombreux gènes impliqués dans 

la réplication et la synthèse de l’ADN, comme pour la synthèse des purines et des pyrimidines 

étaient induits pendant l’infection. Des gènes codant pour des enzymes nécessaires à la 

réplication de l’ADN, comme l’ADN polymérase (polA) et la gyrase (gyrA) étaient également 

induits. Enfin, des gènes codant pour des protéines impliquées dans la réponse à différents 

stress, comme les protéines chaperonnes GroES, Gros EL et DnaJ (groES, grosEL, dnaJ) ont 

également été induites pendant l’infection.  

 En parallèle, l’analyse protéomique a révélé une différence de production significative 

(fold-change > 2 et p-value < 0,05) pour 229 protéines entre les conditions à T0 et T60 en 

condition infectée (T60P), dont 227 d’entre elles sur-produites par rapport à la condition 

témoin. Après 60 minutes, 28 protéines étaient différentiellement produites entre les conditions 

témoins et infectées (T60 vs T60P), dont 27 plus produites et 1 seule moins abondante. La seule 

protéine retrouvée en plus faible abondance correspondait à la flagelline, une protéine associée 

au flagelle et donc, à la motilité cellulaire, confirmant ainsi les résultats de l’analyse 

transcriptomique. Enfin, la condition infectée a eu un impact sur des protéines retrouvées en 

plus forte abondance impliquées dans divers métabolismes (glucides, acides nucléiques, 

énergie) et dans des fonctions importantes (traduction, réplication et réparation de l’ADN). De 

plus, des analyses protéomiques ont également été effectuées sur les bactéries de la 

communauté afin d’identifier de potentiels changements au niveau du protéome de la 

communauté. Aucune différence entre la condition contrôle et la condition infectée n’a pu être 

mise en évidence avec ce type d’analyse.  

 Finalement, cette étude a permis de démontrer que l’infection phagique perturbait 

fortement la cellule bactérienne, tant au niveau du transcriptome que du protéome. Elle a 

également montré que l’infection phagique ne semblait pas perturber, au niveau protéique et à 

ces temps d’infection, les autres bactéries de la communauté. Il est également souligné que des 

études notamment de métatranscriptomique pourraient être réalisées afin d’observer plus 

précisément ce phénomène.  
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 Les résultats de ce travail ont été valorisés par une communication orale lors du 

« weblactic » en avril 2021, une communication orale lors des journées de l’école doctorale 

normande, biologie intégrative, santé et environnements (EDnBISE), en mai 2021 et une 

communication orale au congrès de la Société Française de Microbiologie en septembre 2021. 

 

 Ce travail a fait l’objet d’un article scientifique, publié dans le journal 

« Food Microbiology ».  

 

3.2 Publication n°3 

 

 

 

 

 

Molecular approaches to uncover phage-lactic acid bacteria 

interactions in a model community simulating fermented beverages. 

Pierre Ledormand, Nathalie Desmasures, Benoit Bernay, Didier Goux, 

Oliver Rué, Cédric Midoux, Christophe Monnet, Marion Dalmasso 

Food Microbiology 2022, 104069 

doi.org/10.1016/j.fm.2022.104069 
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Figure S1: Lysis curves of phage UCMA 21115 on L. mali UCMA 16447 strain in MRS 

broth at 30°C. Growth tests were performed in 96-well microplates using L. mali UCMA 

16447 culture with an OD600nm value of 0.2 at different MOI of phage UCMA 21115: 1 

(closed triangle), 0.1 (open circle) and 0.01 (closed circle). OD was measured with a Nano 

TECAN spectrophotometer (Life Science, Switzerland). The non-infected culture (positive 

growth control) is represented in closed square and the MRS broth in closed lozenge. Three 

independent experiments were carried out and error bars indicate standard deviation. 
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Figure S2: Survival of phage UCMA 21115 in MRS broth at acidic pH values during 72 h 

at 20°C (room temperature). Phage UCMA 21115 was tested for its susceptibility to acid 

range pH in MRS broth. Curves represent the level of surviving phage populations at pH 3.0 

(closed circles), pH 3.5 (closed square), pH 4.0 (closed triangle), pH 4.5 (closed inverse 

triangle), pH 5.0 (closed lozenge) and pH 5.5 (open circle). Three independent experiments 

were carried out and error bars indicate standard deviation.  

 

Figure S3: Global analysis of the RNA-Seq data from L. mali UCMA 16447 strain with 

and without phage UCMA 21115 at T0, T15 and T60 min. A. Total number of RNA-Seq 

reads per sample. B. Principal Component Analysis (PCA) of the different conditions used in 

this study. Three independent biological experiments were carried out per sample. T0 

correspond to samples taken just before the infection with phage UCMA 21115. T15 and T15P 

samples correspond to 15 minutes after T0 (control and infected conditions, respectively). T60 

and T60P samples correspond to 60 minutes after T0 (control and infected conditions, 

respectively). 
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Figure S4: Number of differentially expressed proteins according to their functional 

classification during phage infection after 60 minutes of infection. Comparison between T0 

(control) and T60P (60 min after phage infection). Black bars indicate proteins overexpressed 

and white bars proteins under expressed compare to uninfected condition. 
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3.3 Faits marquants du WP3 

 

➢    Le phage isolé du cidre est un siphophage de la classe des Caudauviricetes, avec un 

génome proche de celui de certains phages ciblant l’espèce Leuconostoc, et cible la 

souche L. mali UCMA 16447.  

 

➢    L’infection phagique provoque une importante perturbation de la bactérie infectée par 

le phage, tant au niveau du transcriptome que du protéome.  

 

➢    Les fonctions les plus touchées pendant l’infection phagique sont le métabolisme des 

glucides, la motilité cellulaire, la traduction, la transduction des signaux, le métabolisme 

des nucléotides et le contrôle de l'intégrité de l'ADN.  

 

➢    L’infection phagique ne provoque pas de changement au niveau du protéome des autres 

bactéries de la communauté modèle.   
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1. Etude de la diversité en phages et prophages du cidre 

 La diversité microbienne, et plus particulièrement bactérienne et fongique, associée aux 

aliments fermentés est très étudiée depuis des années. En revanche, la diversité virale et plus 

spécifiquement phagique l’est beaucoup moins. En effet, très peu d’études relatent l’implication 

des phages dans les aliments fermentés, et encore moins dans les boissons fermentées, bien 

qu’ils soient connus pour jouer un rôle important dans les fluctuations et l’établissement des 

microbiotes d’autres environnements (Mills et al., 2013). Ainsi, le projet de cette thèse, articulé 

autour de trois grands axes, visait à apporter de nouvelles connaissances sur la diversité, la place 

et l’implication des phages dans les boissons fermentées, en prenant comme modèle d’étude 

une boisson fermentée à fort intérêt économique en Normandie : le cidre.  

 Dans le but d’étudier la diversité des communautés de phages par une approche 

métagénomique, différents échantillons de cidre ont été prélevés. Une cuve provenant d’un 

producteur industriel et une cuve provenant d’un producteur artisanal de la région ont été 

échantillonnées pendant le premier mois de fermentation. Les résultats ont montré que 

l’extraction de l’ADN des particules phagique était particulièrement délicate en utilisant des 

méthodes déjà décrites pour d’autres matrices, comme pour les fèces (Shkoporov et al., 2018) 

ou le fromage (Dugat-Bony et al., 2020). Ces méthodes ont aussi été adaptées pour tenir compte 

des contraintes de la matrice cidricole, comme avec l’utilisation de différents tampons pour 

l’extraction des acides nucléiques, ou avec l’utilisation méthodes de concentration des 

particules phagiques (filtration tangentielle, flocculation), sans grande amélioration. Avec ces 

méthodes, il a ainsi été déterminé qu’en dessous de concentrations en phages de 107 UFP/mL, 

il était difficile d’obtenir des quantités d’ADN suffisantes pour des études de type 

métagénomique. Ces résultats ont donc montré une très faible occurrence en phages lytiques 

dans les échantillons de cidre.  

 La matrice cidricole apparaît comme une matrice assez hostile, par ses fortes 

concentrations en polyphénols, pouvant même provoquer l’apparition de troubles lorsqu’ils 

sont oxydés (Millet et al., 2019), par son acidité importante ou encore la présence d’éthanol. 

Ainsi, compte-tenu des conditions rencontrées dans le cidre, l’extraction des acides nucléiques 

viraux a été rendue encore plus compliquée. En effet, le cidre s’est avéré être une matrice 

délicate à filtrer, quelles que soient les conditions de filtration testées, avec un colmatage 

important des différents types de filtres utilisés. L’utilisation de modèles de filtration couplés à 

des pompes plus puissantes et efficaces comme celles utilisées dans le domaine industriel pour 
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la filtration des moûts de pomme ou de raisin, pourrait être une solution pour concentrer de plus 

gros volumes de cidre et espérer augmenter la quantité de particules virales récupérées.  

 Il est également important de noter qu’au cours de cette thèse, les techniques utilisées 

pour extraire les particules phagiques mettaient de côté les phages à ARN, cette piste reste donc 

à être explorée dans de futurs projets, même si a priori la proportion de phages à ARN semble 

assez faible et qu’ils semblent plus délicats à étudier comparés aux phages à ADN dans 

l’ensemble des écosystèmes (Callanan et al., 2018; Zeigler Allen et al., 2017). Ainsi, au regard 

de ces résultats, il est donc apparu que le cidre, et probablement d’autres boissons fermentées 

de ce type, n’étaient pas des réservoirs abondants en phages lytiques bien que ces derniers soient 

présents en assez grande quantité dans d’autres écosystèmes alimentaires comme, par exemple, 

dans le fromage (Dugat-Bony et al., 2020) ou dans le kimchi, le chou et les crevettes fermentées 

(Park et al., 2011 ; Jung et al., 2018). Cette hypothèse est renforcée par le fait qu’un seul 

bactériophage lytique ait été isolé du cidre pendant ces travaux de thèse. En effet, au cours de 

ce projet, plus de 120 échantillons d’origine cidricole (cidres, moûts ou pommes fraîchement 

broyées) provenant de plusieurs producteurs normands ont été utilisés pour la recherche de 

phages. Un seul phage lytique a été isolé de ces échantillons en ciblant plus de 160 souches 

bactériennes appartenant aux genres Lactobacillus sensu lato, Oenococcus sp., Pediococcus 

sp., Leuconostoc sp., Zymomonas sp., Acetobacter sp., et Gluconobacter sp., toutes d’origine 

cidricole. Ainsi, la présence de phages lytiques dans le cidre semble très limitée et la question 

de leur rôle écologique dans la matrice cidricole reste en suspens. Une observation sur des temps 

de fermentation plus longs, comme pour les cidres de distillation qui peuvent aller jusqu’à 20 

semaines de fermentation, pourrait permettre d’avoir une image plus complète de l’impact 

écologique des phages sur la matrice cidricole. De plus, dans les cidres de distillation, la 

présence de bactéries lactiques est plus importante que dans les cidres de consommation en fin 

de fermentation (Misery et al., 2021), et l’impact des phages sur les LAB pourrait être mieux 

évalué. Cet impact des phages dans des cidres destinés à la distillation reste donc à être exploré. 

En effet, la destruction de certaines LAB par des phages pourrait favoriser l’émergence de 

bactéries d’altération entrainant des défauts comme S. collinoides, néfastes pour la production 

de spiritueux comme le Calvados, ou comme Z. mobilis, par sa forte production d’éthanol. 

Ainsi, étudier le lien entre des cidres ayant des défauts de production et la potentielle présence 

de phages sont des pistes qui demandent à être creusées.  
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 Au cours de ces recherches, et face au constat d’une faible occurrence des phages lytiques 

dans le cidre, l’hypothèse de la prédominance du mode tempéré s’est avérée plus que probable. 

Ainsi, en parallèle de l’étude du phageome lytique, les prophages ont été recherchés et suivis 

dans les deux cuves en cours de fermentation, toujours par une approche de métagénomique. Il 

s’est avéré que les prophages étaient plus présents dans les données issues de la cuve du 

producteur industriel que dans celles de la cuve du producteur artisanal, malgré une faible 

proportion de prophages complets identifiés dans les deux jeux de données. En effet, 1174 

prophages putatifs ont été identifiés et seulement deux prophages complets ont été retrouvés. 

Ce résultat peut vraisemblablement s’expliquer par le fait que seulement des traces ou vestiges 

de prophages soient présents dans les génomes bactériens, pour des raisons encore inconnues. 

Ces résultats semblent indiquer que le mode de vie tempéré des bactériophages est plus 

important dans le cidre que le mode de vie lytique, bien qu’il reste aussi en assez faible 

proportion. Cette observation a également été faite dans des cuves destinées à la production de 

vin, où des prophages ont largement été retrouvés au sein de génomes de souche d’O. oeni 

(Chaïb et al., 2022). L’induction des prophages les UV ou la mitomycine C pourrait être réalisée 

afin d’augmenter la quantité de phages libres dans le cidre, comme ce qui a déjà été réalisé pour 

des souches bactériennes comme des espèces B. subtilis (Abraha et al., 2022),  Lc. lactis 

(Oliveira et al., 2017) ou encore du genre Bifidobacterium sp. (Mavrich et al., 2018) dans 

d’autres études portant sur les prophages. Cette induction des prophages pourrait également 

permettre de vérifier l’occurrence des prophages complets inductibles dans le cidre, mais 

nécessiterait un isolement préalable des souches porteuses des prophages complets au sein de 

leur génome. De plus, un autre obstacle pourrait être rencontré, à savoir l’absence de lyse de la 

bactérie cible du fait de la ré-intégration du génome phagique dans le chromosome bactérien. 

Un grand nombre de bactéries hébergent des prophages ou des portions de prophages au sein 

de leur génome, comme cela a été identifié chez O. oeni par exemple. Ainsi, une des 

perspectives à donner à ce travail pourrait être d’isoler et de caractériser la présence de 

prophages au sein de génomes de souches d’intérêt cidricole, pour ensuite étudier leur impact 

sur le métabolisme ou la fitness des souches bactériennes qui les hébergent, comme ce qui a 

commencé à être effectué pour O. oeni dans le vin (poster Amel Chaïb, « impact de la lysogénie 

sur la physiologie de levains malolactiques », 23ème Colloque du Club des Bactéries Lactiques, 

2022, Rennes, France). Bien qu’il n’existe pas un levain d’intérêt pour la fillière cidricole, 

comme c’est le cas d’O. oeni dans le vin, l’impact de la présence de prophages sur des souches 

bactériennes d’intérêt cidricole, permettrait de clarifier la place et l’implication des prophages, 
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à la fois sur le métabolisme des souches d’intérêt mais aussi sur la signature métabolique du 

cidre et des produits dérivés qui en découlent. 

 Même si la présence de phages lytiques apparaît limitée dans le cidre, un phage (UCMA 

21115) a tout de même été isolé. Afin d’explorer la place et l’implication des phages au sein 

des communautés microbiennes, ce phage a été utilisé dans un modèle de communauté inspirée 

du cidre. 

2. Implication des phages dans un modèle de communauté 

microbienne 

 Le cidre et probablement d’autres produits fermentés de ce type, ne semblent pas être des 

réservoirs abondants en phages lytiques libres, mais la présence et l’influence de ces derniers 

ne peut être négligée, car bien qu’ils soient probablement rares, l’impact sur le produit pourrait 

être important. Un modèle de communauté microbienne inspirée du cidre a été construit pour 

étudier l’impact des phages sur les équilibres microbiens dans un système alimentaire. 

 Il a été démontré dans quelques écosystèmes que les bactériophages peuvent jouer un rôle 

essentiel sur la dynamique des populations bactériennes et sur le métabolisme qui en découle. 

Ce travail a été construit en s’inspirant majoritairement des conclusions de deux études. La 

première étude a montré que l’administration du virome autochtone permettait un ré-équilibrage 

des populations microbiennes après un traitement antibiotique ayant entrainé une dysbiose du 

microbiote intestinal de souris (Draper et al., 2019). La deuxième étude montrait que les phages 

avaient à la fois un impact sur les dynamiques des populations microbiennes mais aussi sur le 

métabolisme qui en résultait, chez des souris gnotobiotiques colonisées par des bactéries du 

microbiote intestinal humain (Hsu et al., 2019). Ainsi, l’objectif de cette partie de mes travaux 

de thèse était d’observer le rôle et l’implication des phages sur la dynamique et le métabolisme 

d’une communauté microbienne inspirée du cidre. Il a été choisi de le faire suite à une 

perturbation de la communauté microbienne afin de voir l’effet des phages sur les dynamiques 

microbiennes en découlant. Le modèle de communauté a été construit avec quatre souches 

microbiennes (L. mali UCMA 16447, Ln. mesenteroides CIM 3004, O. oeni UCMA 19297 et 

S. uvarum UCMA 10446) appartenant aux genres et espèces microbiens fréquemment retrouvés 

dans la matrice cidricole ainsi qu’avec deux phages ciblant deux bactéries du modèle. Le phage 

UCMA 21115 ciblant L. mali UCMA 16447 a logiquement été utilisé pour cette étude car il 

s’agissait du seul bactériophage lytique isolé du cidre lors de cette thèse. Cependant, afin 
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d’étudier l’impact des phages sur un modèle de communauté, il a été décidé d’utiliser un autre 

couple phage-bactérie pour compléter le modèle. Ainsi, compte tenu de la très faible 

disponibilité en phages lytiques provenant de l’environnement cidricole, un phage lytique 

ciblant une espèce retrouvée dans le cidre, Ln. mesenteroides, a été commandé auprès de la 

collection CIMIL du CNIEL avec sa souche hôte, tous deux issus d’un environnement laitier. 

Un phage ciblant l’espèce O. oeni devait également faire partie du modèle, mais ce dernier n’a 

jamais pu être obtenu auprès de la collection Félix d’Hérelle (Université Laval, Canada).  

 Une partie importante de cette étude a été de sélectionner le moyen de perturbation de la 

communauté microbienne et ses conditions d’application. L’objectif premier était de perturber 

les équilibres microbiens sans éradiquer totalement une population microbienne, pour ensuite 

observer l’effet des bactériophages sur la dynamique des populations microbiennes et sur la 

signature métabolique de la communauté. La première intention de ce travail était de 

sélectionner une perturbation ou un stress qui puisse être rencontré dans les aliments fermentés, 

comme le sulfite de sodium, qui est très souvent utilisé dans le domaine agroalimentaire comme 

conservateur (D’Amore et al., 2020; Taylor et al., 1986). Ce type de stress n’a pas révélé l’effet 

escompté puisqu’il n’y avait pas d’impact à des concentrations inférieures à 200 mg/L alors 

qu’au-delà de cette valeur, un effet microbistatique était observé, démontrant bien que cette 

substance tend à maintenir des niveaux de populations stables, ce qui est effectivement 

recherché pour un conservateur alimentaire afin de prolonger la durée de vie des aliments. Dans 

les boissons fermentées alcoolisées, la production d’éthanol est majoritairement issue de la 

transformation des sucres en alcool par les levures (Vamvakas and Kapolos, 2020). En fonction 

de la concentration en éthanol, l’effet sur les microorganismes peut être plus ou moins marqué. 

En effet, au vu de la faible teneur en éthanol dans les différents cidres de consommation, il a 

été décidé de tester différentes concentrations afin de voir si ces dernières pouvaient perturber 

les équilibres microbiens du modèle. En dessous de 8% d’éthanol, aucun effet n’a été observé, 

tandis qu’au-delà, cette teneur était néfaste, particulièrement pour la souche levurienne utilisée 

dans le modèle. Ceci peut en partie s’expliquer par le fait que la levure est elle-même issue du 

cidre, dont la teneur en éthanol dépasse rarement 5%, tandis qu’une souche levurienne de 

l’environnement vinicole pourra être adaptée à des concentrations plus importantes en éthanol. 

Des effets cocktails combinant le sulfite de sodium et l’éthanol ont également été testés, ne 

révélant pas l’effet escompté. Notre choix s’est donc porté vers un stress abiotique, par 

traitement thermique à 50°C pendant 10 minutes, qui a permis de perturber les différentes 
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populations microbiennes sans pour autant éradiquer totalement une population. La nature de 

ce stress n’est bien évidemment pas représentative de ce qui peut se dérouler lors de 

l’élaboration du cidre par les différents producteurs. En effet, les cuves utilisées pour la 

fermentation du cidre se trouvent généralement à température ambiante sur une période allant 

d’octobre à mars (Cousin et al., 2017). Cependant, contrairement au vin, la température de ces 

cuves n’est pas régulée et est sujette aux variations de température de l’environnement 

extérieur. Ainsi, en se basant sur le fait qu’il s’agissait de la première étude de ce type et qu’il 

s’agissait d’un modèle ne cherchant pas à mimer les conditions réelles mais à permettre 

l’observation de changements au sein de la communauté microbienne et de l’influence des 

phages, il a été décidé de retenir ce type de stress provoquant la perturbation recherchée. 

D’autres types de perturbations abiotiques pourraient éventuellement être envisagés et testés 

dans de futures expérimentations, comme l’ajout de polyphénols ou d’antibiotiques, mais 

également une perturbation d’origine biotique par l’introduction d’une souche bactérienne d’un 

genre bactérien indésirable pour la production cidricole, comme Zymomonas sp. produisant de 

fortes quantités d’éthanol ou encore Acetobacter sp., produisant de l’acide acétique (Coton et 

al., 2006; Trček et al., 2016). Ces dernières options pourraient permettre de se rapprocher de 

ce qui se passe dans certaines cuves de cidre impropres à la consommation, et les phages 

pourraient avoir un rôle important à jouer dans cette situation.  

 Durant cette étude, le traitement thermique a entrainé la domination de la souche L. mali 

UCMA 16447 et de la souche Ln. mesenteroides CIM 3004, peut importe la température étudiée 

pour les communautés sans phages (D). La présence de phages, elle, a eu des effets différents 

en fonction de la température d’incubation appliquée au modèle, en milieu MRS. En effet, à 

25°C, les communautés témoin (C) et avec phages (P) montraient des tendances similaires, 

d’une part au niveau de leurs dynamiques de populations microbiennes, et d’autre part au niveau 

de leurs signatures métaboliques. Les phages, en réduisant le niveau des populations 

majoritaires comme la souche Ln. mesenteroides CIM 3004 par exemple, restaurent l’équilibre 

de la communauté. À une température de 15°C, l’effet était différent puisque la souche de 

Ln. mesenteroides CIM 3004 était indétectable après l’ajout des phages. Ainsi, la communauté 

et la signature métabolique de la communauté P étaient impactés, avec une perturbation 

amplifiée par la présence de phages. Des essais ont également été effectués dans du moût de 

pomme microfiltré, utilisé dans les mêmes conditions que le milieu MRS afin d’observer le 

comportement de cette communauté microbienne modèle ayant subi une perturbation et en 

présence de phages. Rapidement, ce milieu est apparu plus difficile à exploiter que le milieu 



Discussion générale 

 
- 185 - 

 

MRS, en raison de la difficulté à faire pousser certaines souches bactériennes, en particulier la 

souche de Ln. mesenteroides CIM 3004 provenant de l’environnement laitier. En effet, même 

avec un ensemencement assez fort au début de l’expérimentation, cette dernière ne parvenait 

pas à s’implanter au sein de la communauté, entrainant par conséquent un biais dans l’analyse 

par comparaison aux expériences en milieu MRS. Ceci a abouti à un comportement similaire 

des différentes conditions C, D et P au niveau des dynamiques microbiennes. Quelques 

différences ont pu être observées au niveau de la signature métabolique, montrant que les 

conditions sans phages (D) et avec phages (P) étaient relativement proches entre elles par 

comparaison à la condition témoin (C). Ces quelques différences étaient plutôt dues à l’effet de 

la perturbation et à un retard de croissance des microorganismes. En effet, les fortes teneurs en 

glucose et en fructose de ces deux conditions (D et P) participaient fortement à la formation de 

l’ACP, par rapport aux autres composés. Il est tout de même intéressant de noter que ces deux 

conditions présentaient de plus fortes concentrations en lactate que la condition témoin (C). 

Dans de futurs projets, il pourrait être intéressant de construire un milieu synthétique s’inspirant 

de la composition du cidre, ou un milieu intermédiaire en utilisant du moût de pomme couplé à 

du milieu MRS, afin de faciliter la croissance des microorganismes non issus de 

l’environnement cidricole. L’utilisation de microorganismes exclusivement issus de 

l’environnement cidricole serait également intéressant à mettre en œuvre.  

 Le suivi des populations microbiennes dans les différents modèles s’est fait par méthode 

cultivable, une alternative à ce travail aurait pû être d’utiliser une méthode de PCR quantitative 

spécifique de chaque souche microbienne, comme cela a déjà été fait pour des co-cultures 

d’E. coli (Liu et al., 2017). L’inconvénient de cette méthode réside dans le fait qu’elle ne 

différencie pas les populations vivantes des populations mortes. Une solution pourrait être 

d’utiliser des techniques permettant de détecter des microorganismes vivants avec par exemple 

des molécules comme l’éthidium monazide ou le propidium monoazide, en parallèle des 

techniques culturales (Reyneke et al., 2017; Wang and Mustapha, 2010; Waso et al., 2019). 

Ces méthodes permettraient également de détecter les populations viables non-cultivable 

(VBNC), même si ces dernières semblent avoir une activité métabolique limitée lorsqu’elles 

sont dans cet état physiologique (Yoon and Lee, 2020). L’activité métabolique du modèle mis 

en œuvre dans cette thèse a été suivie par HPLC et par GC-MS afin d’identifier les principaux 

composés. Cette analyse a permis de mettre en évidence que la présence de phages impacte la 

signature métabolique de la communauté microbienne, avec un effet température-dépendant 

comme ce qui avait observé au niveau de la dynamique des populations microbiennes. Afin 
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d’avoir un aperçu plus précis de tous les métabolites impliqués et impactés par la présence de 

phages, des analyses de métabolomique semblent être intéressantes pour de futurs projets. En 

effet, ce genre d’étude a déjà été entrepris sur du lait ou même sur du thé afin de caractériser 

précisément les métabolites présents dans ces produits alimentaires (Li et al., 2021; Zhang et 

al., 2019). Ces approches de métabolomique pourraient être couplées à des études de 

métatranscriptomique afin de déterminer quel microorganisme est impliqué dans la production 

d’un ou plusieurs métabolites. Ce type d’étude a déjà été mené dans le fromage (Duru et al., 

2018; Lessard et al., 2014; Monnet et al., 2016), ou encore dans le kimchi (Jung et al., 2013), 

permettant de mettre en évidence l’implication de microorganismes dans différentes voies 

métaboliques. Par exemple, dans le kimchi, il a été montré que Ln. mesenteroides était l’espèce 

bactérienne la plus active durant les premiers jours de fermentation, et que des gènes impliqués 

dans le métabolisme des sucres étaient sur-exprimés. Ce type d’étude renseigne sur la globalité 

des gènes induits ou réprimés dans les conditions d’analyses testées, cependant, afin de cibler 

plus précisément des voies métaboliques d’intérêt, un suivi par RT-qPCR pourrait être envisagé 

sur les différents transcrits d’intérêt de chaque souche. En effet, par exemple, le suivi de la FML 

était compliqué à étudier au cours de ces travaux de thèse à travers l’analyse HPLC puisque les 

temps de rétention de l’acide malique et du fructose étaient confondus, l’acide malique étant 

largement masqué par la forte teneur en fructose des échantillons testés, rendant ainsi difficile 

l’interprétation de la FML. Ainsi, s’intéresser à l’activité des gènes responsables de la FML, 

comme le gène codant pour l’enzyme malolactique chez O. oeni par exemple, pourrait 

permettre d’avoir une idée de l’activité de la FML au sein des différents échantillons ainsi que 

des souches impliquées. Des dosages enzymatiques pourraient également être envisagés pour 

quantifier l’acide malique au cours de l’expérimentation, mais cela ne renseignerait pas sur le 

microorganisme impliqué dans cette FML. Ce type d’expérimentation menée en présence et en 

absence de phages permettrait d’avoir des informations sur l’implication directe ou indirecte 

des phages sur certaines fonctions d’intérêt.  

 Au cours de ces travaux, bien que le phage UCMA 21115 ait été caractérisé comme 

lytique, dans toutes les conditions testées, il est apparu que la souche bactérienne ciblée, L. mali 

UCMA 16447, était très peu impactée par la présence de ce phage, malgré les fortes 

concentrations en phages retrouvées (généralement supérieures à 108 UFP/mL). Ce phénomène 

a déjà été observé pour des phages ciblant Streptococcus sp., dans des cultures destinées à la 

fabrication d’un fromage Suisse à pâte dure (Somerville et al., 2021). Dans cette étude, les 

bactéries cibles et les phages persistaient à des concentrations élevées, ceci malgré la présence 
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de nombreuses séquences CRISPR au sein des génomes bactériens correspondant au génome 

du phage, montrant donc que ces phages pouvaient échapper à ce système de défense bactérien. 

Dans cette étude, la persistance des phages ainsi que les fortes concentrations de la bactérie 

cible L. mali UCMA 16447 ne peuvent s’expliquer par ce phénomène puisqu’aucune séquence 

codant pour des protéines associées à un système CRISPR n’a été identifiée dans son génome. 

Bien que le phage ait été caractérisé comme lytique, cette observation peut être corrélée avec 

le fait qu’une reprise de croissance de L. mali UCMA 16447 était rapidement observée après la 

lyse de la bactérie durant les suivis de croissance, probablement dûe à l’apparition rapide d’une 

résistance de la bactérie au phage. Ceci suggère donc qu’un autre mécanisme, non identifié au 

cours de cette thèse, est impliqué dans la persistance de L. mali UCMA 16447, malgré les fortes 

concentrations de phage en fin de suivi de la communauté. Par exemple, chez une souche de 

Lactobacillus helveticus résistante au phage ΦLh56, il a été démontré que des modifications 

des protéines de paroi ainsi qu’une surexpression importante des gènes des systèmes de R-M 

étaient à l’origine de la résistance à l’infection phagique (Zago et al., 2017). Ce type 

d’observation reste à être étudiée plus en détail dans d’éventuels futurs projets. 

 Les alternatives et les perspectives à ce travail sont donc multiples, et transposables à 

d’autres matrices alimentaires. En effet, il pourrait être possible de construire un modèle plus 

complexe représentant plus spécifiquement les conditions cidricoles, avec un nombre plus 

important de souches provenant du cidre, ce qui permettrait de limiter la difficulté de croissance 

de certaines d’entre elles dans le moût de pomme. L’utilisation d’un nombre plus important de 

souches pourrait également permettre de visualiser des dynamiques microbiennes différentes, 

en particulier après le stress provoqué. En effet, dans le modèle développé, la perturbation a 

engendré de manière involontaire, la dominance des deux souches bactériennes cibles des 

phages. Ainsi, voir l’effet des phages sur des populations sous-dominantes permettrait d’avoir 

des informations supplémentaires sur leur rôle écologique, puisqu’il semble également y avoir 

un impact sur les autres microorganismes non ciblés par les phages. En revanche, comme 

identifié dans la première partie de ce travail, au vu de la faible occurrence en phages lytiques 

au sein de la matrice cidricole, il semblerait que ce ne soit pas la matrice la plus appropriée pour 

ce genre d’étude. L’utilisation de modèles alimentaires plus complexes et plus riches en phages 

lytiques comme le fromage, semblerait être une alternative intéressante à étudier, afin de voir 

l’impact des phages sur un écosystème alimentaire et sur le produit fini. Cependant, cette 

boisson, avec son environnement qui semble défavorable aux phages, soulève des questions 

d’ordre écologique sur les relations phages-bactéries qu’il sera nécessaire d’éclaircir. Étudier 
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par exemple ce qu’il se passe en fonction de différentes concentrations en polyphénols et à 

différents pH permettrait de mettre en lumière le rôle possible joué par ces variables, même si 

cela nécessiterait, encore une fois, plus de couples phages-bactéries d’origine cidricole.    

 Les phages, même en faible quantité, participent aux dynamiques microbiennes et au 

métabolisme de l’écosystème auquel ils sont associés. Afin de visualiser plus précisément quels 

mécanismes sont mis en jeu, une étude moléculaire de la réponse bactérienne à une infection 

phagique, au sein d’une communauté, a été entreprise en utilisant le phage UCMA 21115 isolé 

du cidre pendant cette thèse.   

3. Impacts moléculaires d’une infection phagique dans un 

modèle de communauté 

 La dernière partie de ce travail de thèse était axée sur la réponse moléculaire d’une 

bactérie lactique du cidre, entourée d’une communauté bactérienne, à une infection phagique. 

En effet, très peu d’études sont focalisées sur l’impact d’une infection phagique sur des 

bactéries lactiques, et encore moins en tenant compte des éventuelles interactions qu’il pourrait 

y avoir avec d’autres bactéries de l’écosystème dont elles font partie. L’objectif était donc de 

caractériser avec des approches de transcriptomique et de protéomique, la réponse de la bactérie 

hôte à l’infection par son phage, en la plaçant au sein d’une communauté bactérienne. En 

parallèle du premier axe de la thèse, le choix s’est logiquement porté sur le couple L. mali 

UCMA 16447 et son phage UCMA 21115. La constitution de la communauté entourant la 

bactérie infectée a été réalisée en utilisant des souches bactériennes déjà séquencées pour 

faciliter les analyses, mais l’objectif était aussi de sélectionner des bactéries relativement 

proches, c’est-à-dire appartenant à la même famille (ancien genre Lactobacillus), pour favoriser 

les possibles échanges de molécules par exemple. Afin de mimer l’environnement du cidre tout 

en isolant le couple phage-bactérie d’intérêt pour les expériences, une approche originale 

utilisant des boudins de dialyse permettant la diffusion de petites molécules a été utilisée 

(Saraoui et al., 2013).  

 Cette étude a révélé que la bactérie infectée était particulièrement perturbée et dérégulée 

pendant l’infection phagique. Les fonctions comme le métabolisme et la motilité cellulaire 

semblaient les plus touchées pendant l’infection. En revanche, aucune différence n’a été 

observée sur les bactéries de la communauté (hors boudins de dialyse) avec l’analyse 

protéomique. En effet, l’infection de la bactérie L. mali UCMA 16447 par le phage UCMA 
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21115 dans le tube de dialyse, n’a pas permis de mettre en évidence un changement de 

comportement de la communauté au niveau protéique. Les protéines sont le dernier maillon de 

la chaine biologique, la régulation de leur expression est donc plus lente à être observée. Des 

analyses de métatranscriptomique sur les bactéries de la communauté pourraient être 

intéressantes à mettre en œuvre afin de visualiser un potentiel impact de l’infection phagique 

d’une autre bactérie sur la communauté. L’observation de la réponse de gènes impliqués dans 

le stress ou dans le quorum sensing pourrait être intéressante. Toujours dans cette optique, cibler 

certains de ces gènes en utilisant la RT-qPCR pourrait permettre de comprendre l’éventuelle 

communication bactérienne et de voir quelle bactérie est la plus réceptrice aux signaux 

potentiellement envoyés par la bactérie infectée.   

 L’analyse transcriptomique a permis de mettre en évidence les principales fonctions 

impactées par l’infection phagique. Parmi elles, le métabolisme des sucres, montrant que la 

glycolyse était sous régulée alors que la lactate deshydrogénase était induite. Aucune différence 

entre la condition témoin et la condition infectée n’a pu être observée en termes de concentration 

en lactate après analyse par HPLC. Des analyses sur des temps d’infection plus importants 

permettraient peut-être de mieux mettre en évidence ce phénomène de différence de 

concentration en lactate. L. mali fait partie du groupe des bactéries lactiques identifiées comme 

mobiles (Cousin et al., 2015; Neville et al., 2012). L’analyse transcriptomique et protéomique 

a également permis de mettre en évidence que la motilité cellulaire était inhibée pendant 

l’infection phagique. En effet, un grand nombre de gènes en lien avec cette motilité cellulaire, 

en particulier ceux codant pour la production et le fonctionnement des flagelles étaient réprimés 

au cours de l’infection. Le flagelle peut être un récepteur de phages. Cela a été démontré chez 

plusieurs espèces bactériennes comme Campylobacter jejuni (Baldvinsson et al., 2014) ou 

Salmonella sp. (Choi et al., 2013). Afin de mettre en évidence cette intéraction entre le phage 

et le potentiel récepteur flagellaire chez L. mali UCMA16447, des expériences de mutagénèse 

sur des gènes codant pour le flagelle pourraient être réalisées dans de futurs travaux en suivant 

l’évolution de l’infection entre la souche sauvage et la souche mutante. L’utilisation d’une 

méthode comme la MicroScale Thermophoresis (MST) pourrait également être envisagée. En 

effet, la MST permet de mettre en évidence les interactions entre les protéines, entre l’ADN ou 

l’ARN et les protéines ou encore entre les protéines membranaires et d’autres protéines ou 

petites molécules (Huang and Zhang, 2021; Jerabek-Willemsen et al., 2011). Ainsi, utiliser ce 

genre d’approche pourrait permettre de mettre en évidence les interactions entre un phage et 

son récepteur, ce qui, à notre connaissance, n’a jamais été démontré chez L. mali.  
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 L’occurrence et la diversité des phages lytiques dans le cidre est plus limitée que la 

diversité des prophages. Cependant, même en faible quantité, la présence de phages peut avoir 

un impact important à la fois sur la bactérie infectée mais également sur le métabolisme d’une 

communauté modèle. Ce travail souligne donc l’importance d’étudier les phages dans les 

matrices alimentaires fermentées puisqu’ils peuvent, de manière directe ou indirecte, influencer 

la qualité du produit fini.  
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 Des pistes de travail ont été proposées dans la partie précédente de la thèse « discussion 

générale », quelques-unes d’entre elles seront développées plus en détail dans cette partie 

« perspectives ».  

 De nombreux développements ont déjà été mis en œuvre pour l’exploration de la diversité 

du phageome lytique et des prophages dans différents échantillons de cidre au cours de cette 

thèse. La principale perspective à ce volet de la thèse consisterait à concentrer de plus grands 

volumes de cidre en collaboration avec des entreprises cidricoles ayant des installations 

propices à ce type de manipulation. Pour ce faire, se rapprocher d’organisations nationales 

comme l’Interprofession des Appelations Cidricoles (IDAC) pourrait permettre d’avoir accès à 

ce type de matériel pour aller plus loin dans l’exploitation du phageome lytique du cidre.  

 L’organisation des prophages au sein de l’espèce O. oeni provenant du vin est bien 

décrite, montrant que ces derniers sont généralement intégrés au niveau de six sites d’insertion 

spécifiques du chromosome (Claisse et al., 2021 ; Jaomanjaka et al., 2013). Dans le cidre, 

d’autres souches du genre Oenococcus sont retrouvées, comme les espèces O. sicerae, 

O. alcoholitolerans ou O. kitharae, et il pourrait être intéressant d’observer si les sites 

d’insertion des prophages sont similaires à ceux retrouvés chez O. oeni dans le vin. Pour ce 

faire, il faudrait réaliser une campagne de prélèvement et d’isolement de souches d’Oenococcus 

dans différents échantillons de cidre. Ces souches isolées, devront être caractérisées et 

séquencées afin de savoir de quelle espèce il s’agit. Les génomes étant disponibles, la recherche 

de prophages en leur sein permettra d’identifier leur occurrence et leur position dans le 

chromosome bactérien, et ces données pourront être comparées à celles obtenues pour O. oeni 

dans le vin. Ce type d’étude pourrait ne pas se limiter au genre Oenococcus mais également 

s’étendre à d’autres genres bactériens retrouvés dans le cidre, afin d’identifier précisément la 

position des prophages au sein des génomes bactériens de souches provenant de 

l’environnement cidricole.  

 Une piste de travail à mettre en œuvre autour du rôle des phages dans un modèle de 

communauté microbienne inspirée du cidre ayant subi une perturbation, apparait selon moi, 

comme vraiment complémentaire aux données obtenues pendant cette thèse, la 

métatranscriptomique. Cette technique permet de mettre en évidence l’ensemble du 

transcriptome, donc les gènes et les fonctions exprimées, à un instant donné par tous les 

microorganismes d’un échantillon. Ainsi, en complément des analyses sur les dynamiques 

microbiennes et le métabolisme, cela permettrait probablement de relier la production de 
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certains composés à une ou plusieurs souches microbiennes, et de voir si les phages impactent 

directement ou indirectement certaines voies métaboliques, en comparant les trois conditions. 

La première étape consisterait à séquencer et annoter les génomes des souches pour lesquelles 

ces données ne sont pas encore disponibles, à savoir les souches Ln. mesenteroides CIM 3004, 

O. oeni UCMA 19297 et S. uvarum UCMA 10446. Le modèle devrait être le même que celui 

déjà utilisé, à savoir avec les souches L. mali UCMA 16447, Ln. mesenteroides CIM 3004, 

O. oeni UCMA 19297 et S. uvarum UCMA 10446, dans les mêmes conditions d’inoculation 

(101 UFC/mL pour L. mali UCMA 16447, Ln. mesenteroides CIM 3004, S. uvarum UCMA 

10446 et 103 UFC/mL pour O. oeni UCMA 19297), dans le milieu MRS, à 25°C et 15°C et 

avec les mêmes conditions de perturbation des équilibres (50°C, 10 min) lorsque les populations 

microbiennes atteignent ≈105 UFC/mL. Les prélèvements devront être effectués toutes les 24 h 

mais pourront aller au-delà de 168 h et 220 h pour avoir une richesse métabolique encore plus 

importante. Ceci pourrait aussi être réalisé dans des fermenteurs dans une autre étude pour 

observer ce qu’il se passe lorsque le milieu n’est pas appauvri et sans carences nutritionnelles 

pour les différents microorganismes. À partir de ces prélèvements, les analyses seraient 

réalisées de la même façon que pendant la thèse, à savoir par dénombrements microbiens sur 

gélose MRS-X-Gal et YGC pour l’analyse des dynamiques microbiennes et par analyses HPLC 

et GC-MS pour la signature métabolique du modèle. Afin d’identifier de plus grandes quantités 

de molécules, utiliser l’appareil GC/UPLC-HRMS (Gaz Chromatography/Ultra Performance 

Liquid Chromatography-High Resolution Mass Spectrometry) actuellement en cours de mise 

au point au sein de l’UR ABTE, pourrait être une solution supplémentaire. En complément, 

l’ARN total des microorganismes devra être extrait à chaque temps de prélèvement puis déplété 

des ARN ribosomiques avant le séquençage pour l’étude du transcriptome du modèle.  

Après le séquençage, les reads correspondants aux CDS des quatre microorganismes du 

modèle devront être sélectionnés puis traités statistiquement afin de connaitre leur niveau 

d’expression entre chaque condition. Ces analyses permettront d’avoir un aperçu global des 

gènes et des grandes fonctions qui sont impactés chez chaque microorganisme entre les 

différentes conditions. En fonction des résultats, il faudrait ensuite se focaliser sur une catégorie 

fonctionnelle tel que le métabolisme et regarder à quelle voie métabolique est associé le gène 

ou la protéine codée par ce gène. Ceci permettrait probablement d’identifier des voies 

métaboliques (surexprimées ou réprimées) parmi les quatre microorganismes, et de suivre leur 

évolution dans le temps entre chaque condition. Cela pourrait ainsi permettre d’aller plus loin 
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dans la compréhension et l’explication des différences observées entre chaque condition 

concernant la signature métabolique du modèle.  

En fonction des observations effectuées, et particulièrement lorsque l’analyse 

métatranscriptomique ne renseigne pas suffisamment sur l’activité d’un gène, il pourrait aussi 

être intéressant de cibler certains gènes d’intérêt métabolique par RT-qPCR sur les ARN totaux 

extraits. Pour ce faire, il faudrait créer des amorces spécifiques de ce gène d’intérêt pour chaque 

souche microbienne avant de faire la RT-qPCR. Par exemple, cela pourrait être le cas pour le 

gène codant l’enzyme malolactique (mle) chez O. oeni afin de suivre l’activité de la FML ou 

pour le gène codant pour la lactate deshydrogènase (ldh) chez L. mali, afin de suivre la 

production d’acide lactique de chaque souche au cours du temps.   

 Dans ce travail de thèse, il est aussi apparu que la motilité cellulaire était largement 

réprimée pendant l’infection de L. mali UCMA 16447 par le siphophage UCMA 21115. Les 

flagelles sont assez rares chez les bactéries lactiques, ainsi selon moi, il apparait intéressant de 

démontrer que le récepteur d’un phage pourrait être le flagelle de L. mali. Ainsi, utiliser des 

souches mutées pour certains gènes de la structure flagellaire (corps basal, crochet, filament) 

de L. mali UCMA 16447 pourrait permettre de mettre en évidence de phénomène. Certains 

gènes réprimés au cours de l’infection, comme fliE, fliR, flgB, flgD ou fliS pourraient être ciblés 

et utilisés comme gènes d’intérêt pour les expériences de mutagénèse. Ensuite, la comparaison 

de l’efficacité de l’infection entre la souche sauvage et la souche mutée (dépourvue de flagelle) 

permettraient de mettre en évidence si le flagelle est un récepteur de ce phage. Ce type 

d’approche pourrait aussi être couplé à de la microscopie confocale à fluorescence et à de la 

microscopie électronique à transmission afin d’observer plus en détail ce phénomène, comme 

cela a déjà été réalisé chez Campylobacter jejuni par exemple (Baldvinsson et al., 2014). 
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Les écosystèmes alimentaires restent, pour grande partie, une « boîte noire » dans laquelle 

les interactions microbiennes, et en particulier le rôle des phages, sont difficiles à étudier. Ce 

travail de thèse a néanmoins permis d’apporter de nouvelles connaissances sur les communautés 

de phages dans une boisson fermentée de la région Normandie : le cidre. Ces travaux ont 

soulevé la question du rôle écologique joué par les phages dans le cidre, et peut-être plus 

largement dans les boissons fermentées, au vu de leur faible occurrence dans le cidre. En outre, 

ces travaux de recherche ont souligné le rôle important des phages sur les dynamiques 

microbiennes et le métabolisme de communautés microbiennes modèles. Cette thèse a 

également mis en évidence d’importantes perturbations cellulaires provoquées par une infection 

phagique chez une souche de l’espèce Liquorilactobacillus mali.  

Ce travail de thèse s’inscrit pleinement dans les axes stratégiques de recherche de l’équipe 

MALIM, qui visent à comprendre comment se structure le microbiote des aliments et quelles 

sont les interactions au sein des matrices d’intérêt alimentaire. Le développement des méthodes 

et les résultats obtenus au cours de ce projet ont pleinement contribué à l’émergence et au 

renforcement de la thématique « phages » de l’équipe MALIM, offrant de nouvelles 

perspectives pour la poursuite de ces travaux à l’avenir.  

En effet, de nombreuses questions restent en suspens concernant l’influence des phages 

sur les populations microbiennes du cidre, et plus largement dans d’autres matrices 

alimentaires. Pourquoi, malgré des niveaux de bactéries assez élevés, cette boisson ne présente 

pas une diversité phagique plus importante ? Les conditions physico-chimiques complexes du 

cidre peuvent-elles, à elles seules, être responsables de cette faible proportion en phages ? Est-

il possible que des phénomènes d’infections phagiques éphémères, ponctuels, tels qu’observés 

dans les océans (blooms) par exemple, prennent place également dans ce type de boisson 

fermentée, et soient, par conséquent, moins facilement détectables par les approches classiques 

mises en œuvre pour étudier ces écosystèmes ? Est-ce que la lysogénie est le mode dominant 

de présence des phages dans ce type de matrice, hypothèse que les travaux sur les prophages de 

souches du vin laissent peut-être d’ailleurs envisager aussi pour le cidre ?   

Ces éléments sont donc encore à explorer afin de mieux comprendre l’influence des 

communautés de phages sur les écosystèmes microbiens alimentaires, et même possiblement 

leur rôle dans les processus fermentaires et la qualité des produits finis. En tant qu’acteurs à 

part entière des microbiotes alimentaires, jusqu’à quel point les communautés des phages 

contribuent-elles à la production d’aliments sûrs et durables ? 
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Annexe 1 : Souches microbiennes utilisées au cours de ces travaux 

de thèse. 

Identifiant Autre nom Genre Espèce 

UCMA 15488  Acetobacter malorum 

UCMA 16846  Acetobacter malorum 

UCMA 14337  Gluconobacter wancherniae 

UCMA 14338  Gluconobacter wancherniae 

UCMA 14353  Gluconobacter cerinus 

UCMA 14425  Gluconobacter cerevisiae 

UCMA 14529  Gluconobacter cerevisiae 

UCMA 14604  Gluconobacter oxydans 

UCMA 15216  Gluconobacter wancherniae 

UCMA 15501  Gluconobacter oxydans 

UCMA 15717  Gluconobacter oxydans 

UCMA 15725  Gluconobacter cerevisiae 

UCMA 15731  Gluconobacter oxydans 

UCMA 15761  Gluconobacter cerevisiae 

UCMA 16335  Gluconobacter oxydans 

UCMA 16344  Gluconobacter oxydans 

UCMA 16537  Gluconobacter oxydans 

UCMA 16546  Gluconobacter oxydans 

UCMA 16551  Gluconobacter oxydans 

UCMA 16560  Gluconobacter oxydans 

UCMA 16838  Gluconobacter cerevisiae 

UCMA 17039  Gluconobacter cerevisiae 

UCMA 10433  Gluconobacter cerevisiae 

UCMA 15818T  Lactobacillus  sp. nov 

UCMA 14831  Lactobacillus  sp. nov 

UCMA 16260  Lactobacillus  sp. nov 

UCMA 16306  Lactobacillus  sp. nov 

UCMA 16502  Lactobacillus  sp. nov 
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UCMA 20768  Lactobacillus  sp. nov 

UCMA 21074T DSM 14421T Lentilactobacillus diolivorans 

UCMA 16955  Lentilactobacillus diolivorans 

UCMA 20150  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20411  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20456  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20685  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20153  Leuconostoc pseudomesenteroides 

UCMA 20421  Leuconostoc pseudomesenteroides 

UCMA 20148  Leuconostoc suionicum 

UCMA 20687  Leuconostoc suionicum 

UCMA 20149T  Leuconostoc sp. nov 

UCMA 20151  Leuconostoc sp. nov 

UCMA 18693  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 18697  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 18792  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 18828  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 18959  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 18961  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 19109  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 19110  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20403  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20416  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20454  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20678  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20679  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20758  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 19072  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 19391  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20555  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20561  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20576  Leuconostoc mesenteroides 
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UCMA 20577  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20580  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20585  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20635  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20639  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20645  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20680  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20683  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20684  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20685  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20686  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20723  Leuconostoc mesenteroides 

UCMA 20757  Leuconostoc mesenteroides 

CIM 3004  Leuconostoc mesenteroides  

UCMA 21083T DSM 20054T Levilactobacillus brevis 

UCMA 20661  Levilactobacillus brevis 

UCMA 21076T DSM 20444T Liquorilactobacillus mali 

UCMA 14707  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 16065  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 16316  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 16447  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 16501  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 19420  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 20677  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 20728  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 20759  Liquorilactobacillus mali 

UCMA 18216T DSM 20252T Oenococcus oeni 

UCMA 14597  Oenococcus oeni 

UCMA 15129  Oenococcus oeni 

UCMA 16505  Oenococcus oeni 

UCMA 19297  Oenococcus oeni 

UCMA 20063  Oenococcus oeni 
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UCMA 20674  Oenococcus oeni 

UCMA 20777  Oenococcus oeni 

UCMA 16435T  Oenococcus sp. nov 

UCMA 17063  Oenococcus sp. nov 

UCMA 14587  Oenococcus sp. nov 

UCMA 17292  Oenococcus sp. nov 

UCMA 19310  Oenococcus sp. nov 

UCMA 19266  Oenococcus sp. nov 

UCMA 20782  Oenococcus sp. nov 

UCMA 20779  Oenococcus sp. nov 

UCMA 15228T DSM 107163T Oenococcus sicerae 

UCMA 17102  Oenococcus sicerae 

UCMA 20140T LMG 27599 Oenococcus alcoholitolerans 

UCMA 20141T DSM 17330T Oenococcus kitaharae 

UCMA 20020  Oenococcus N.I 

UCMA 18829  Oenococcus N.I 

UCMA 18850  Oenococcus N.I 

UCMA 19755  Oenococcus N.I 

UCMA 19756  Oenococcus N.I 

UCMA 20050  Oenococcus N.I 

UCMA 20120  Oenococcus N.I 

UCMA 20121  Oenococcus N.I 

UCMA 20707  Oenococcus N.I 

UCMA 20721  Oenococcus N.I 

UCMA 15901  Pediococcus  parvalus 

UCMA 14901  Pediococcus  parvalus 

UCMA 16233  Pediococcus  parvalus 

UCMA 16604  Pediococcus  parvalus 

UCMA 17298  Pediococcus  parvalus 

UCMA 20689  Pediococcus  parvalus 

UCMA 15387  Pediococcus  ethanolidurans 

UCMA 16461  Pediococcus  ethanolidurans 
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UCMA 16580  Pediococcus  ethanolidurans 

UCMA 16790  Pediococcus  ethanolidurans 

UCMA 16859  Pediococcus  ethanolidurans 

UCMA 16791  Pediococcus  ethanolidurans 

UCMA 21082T DSM 20285T Pediococcus  inopinatus 

UCMA 20583  Pediococcus  inopinatus 

UCMA 20788  Pediococcus  inopinatus 

UCMA 20790  Pediococcus  inopinatus 

UCMA 21115  Phage 
 

PLE01  Phage 
 

UCMA 10446  Saccharomyces  uvarum 

UCMA 19727  Saccharomyces  cerevisiae 

UCMA 12998T DSM 20515T Secundilactobacillus  collinoides 

LMG 18850  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 14464  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 15355  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 15777  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 16566  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 19204  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 19400  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 19759  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 19813  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 20009  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 20072  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 20075  Secundilactobacillus  collinoides 

UCMA 14622  Zymomonas mobilis 

UCMA 14699  Zymomonas mobilis 

UCMA 14727  Zymomonas mobilis 

UCMA 15007  Zymomonas mobilis 

UCMA 15436  Zymomonas mobilis 

UCMA 16243  Zymomonas mobilis 

UCMA 16277  Zymomonas mobilis 
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UCMA 13000  Zymomonas mobilis 

UCMA 19734  Zymomonas mobilis 

UCMA 19729  Zymomonas mobilis 

UCMA 14105  Zymomonas mobilis 

UCMA 20756  Zymomonas mobilis 

 

N.I : Non identifié 
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Annexe 2 : Poster présenté au 13ème symposium des LAB. 
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Annexe 3 : Poster présenté au 16ème congrès de la SFM. 

 

 



 

 

 

Diversité des bactériophages et interactions au sein des communautés microbiennes de matrices cidricoles. 

Résumé 

 Les bactériophages (phages) sont les virus spécifiques des bactéries, naturellement présents partout où il y a 

présence de leur hôte sur Terre. Ils sont suspectés de jouer un rôle important dans la construction, l’équilibre et les 

fluctuations des populations microbiennes des différents écosystèmes auxquels ils sont associés. Cependant, les 

connaissances sur les communautés de phages lytiques (phageomes) ainsi que les mécanismes d’interactions avec les 

populations microbiennes dans les boissons et aliments fermentés font défaut. Ceci est particulièrement vrai concernant 

le cidre, une boisson alcoolisée obtenue par fermentation de jus de pomme, importante pour l’économie de la région 

Normandie. Ce projet de thèse était divisé en trois grands objectifs. Le premier visait à explorer la diversité des phages 

du cidre, le deuxième à observer le rôle des phages dans les boissons fermentées en se basant sur un modèle de 

communauté microbienne inspirée du cidre, et le troisième à étudier les interactions phages-hôte à travers la réponse 

moléculaire d’une souche bactérienne à une infection phagique. Pour répondre au premier objectif, deux cuves de cidre 

de deux producteurs, un industriel et un artisanal, ont été suivies au cours du premier mois de fermentation. Il s’est avéré 

que l’occurrence en phages lytiques était très faible, puisqu’aucune méthode testée n’a permis de mettre en évidence le 

phageome et qu’un seul siphophage lytique (UCMA 21115), ciblant la souche Liquorilactobacillus mali UCMA 16447, 

a été isolé des échantillons analysés. Il a été montré que les prophages (phages intégrés aux génomes bactériens) 

semblaient plus abondants, car 1174 prophages putatifs, dont deux complets, ont été identifiés in sillico. Concernant le 

deuxième objectif, l’exploration du rôle des phages dans un modèle de communauté microbienne inspirée du cidre ayant 

subi une perturbation, s’est déroulée à 25°C et 15°C. Ce modèle était composé de quatre souches microbiennes 

(Saccharomyces uvarum UCMA 10446, Oenococcus oeni UCMA 19297, Leuconostoc mesenteroides CIM 3004 et 

L. mali UCMA 16447) et de deux phages ciblant la souche L. mali UCMA 16447 et la souche Ln. mesenteroides CIM 

3004. Les phages avaient un effet dépendant de la température. Ils contribuaient au retour à l’équilibre de la communauté 

à 25°C, tandis qu’ils amplifiaient le déséquilibre du modèle à 15°C, tant au niveau des dynamiques microbiennes que du 

métabolisme. Enfin, les interactions phages-hôte ont été étudiées à travers la réponse moléculaire de la souche L. mali 

UCMA 16447 infectée par son siphophage lytique UCMA 21115 et entourée d’une communauté. L’infection provoquait 

une importante perturbation cellulaire, et des fonctions comme le métabolisme des glucides ou la motilité étaient 

fortement impactées. Ces travaux soulignent l’importance d’étudier les phages dans les matrices alimentaires fermentées 

puisqu’ils peuvent probablement, de manière directe ou indirecte, influencer la qualité du produit fini en modulant les 

populations microbiennes qui s’y trouvent.  

Mots clés : bactériophages ; boisson fermentée ; cidre ; phageome ; prophages ; communauté microbienne modèle ; 

phage-hôte interactions  

Bacteriophage diversity and interactions in microbial communities of cider matrices. 

Abstract 

 Bacteriophages (phages) are viruses infecting bacteria, and can be found wherever their hosts are present on 

Earth. They are suspected of playing an important role in the construction, balance and fluctuations of microbial 

populations in the various ecosystems to which they are associated. Knowledge about lytic phage communities 

(phageomes) as well as their mechanisms of interactions with the microbial populations in fermented foods and 

beverages is much more scarce. This is particularly true for cider, an alcoholic apple-fermented beverage, of economic 

importance for the Normandy region. This PhD project was divided into three main objectives. The first one was to 

explore the phage diversity of cider, the second one to observe the role of phages in fermented beverages based on a 

cider-inspired microbial community model, and the third one to study phage-host interactions through the molecular 

response of a bacterial strain to phage infection. To achieve the first objective, two cider tanks from two producers, one 

industrial and one artisanal, were monitored during the first month of fermentation. The occurrence of lytic phages was 

very low, as no method permitted to bring to light the lytic phageome, and only one lytic siphophage (UCMA 21115), 

targeting the Liquorilactobacillus mali UCMA 16447 strain, was isolated from the samples. Prophages (phages 

integrated inside bacterial genomes) appeared to be more abundant, as 1,174 putative prophages, including two complete 

prophages, were identified in sillico. Concerning the second objective, the exploration of the role of phages in a model 

microbial community, inspired from cider, was carried out at 25°C and 15°C, after a disturbance phenomenon. The 

model community was composed of four microbial strains (Saccharomyces uvarum UCMA 10446, Oenococcus oeni 

UCMA 19297, Leuconostoc mesenteroides CIM 3004 and L. mali UCMA 16447) and two phages targeting the L. mali 

UCMA 16447 and Ln. mesenteroides CIM 3004 strains. The phages had a temperature-dependent effect. They 

contributed to the return of the community to equilibrium at 25°C, while they amplified the imbalance of the model at 

15°C, both in terms of microbial dynamics and metabolism. Finally, phage-host interactions were studied through the 

molecular response of the L. mali UCMA 16447 strain infected with its lytic siphophage UCMA 21115, and surrounded 

by a community. This work showed that the infection caused a significant cellular disruption, and that functions such as 

carbohydrate metabolism and cell motility were strongly impacted. This work highlights the importance of studying 

phages in fermented food matrices as they possibly can, directly or indirectly, influence the quality of the final products 

by modulating the food microbial communities.  

Key words: bacteriophages; fermented beverage; cider; phageome; prophages; model microbial community; phage-host 

interactions 


