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L’utilisation de la PCR digitale en gouttelettes comme outil de suivi des 
populations de lactocoques lors de procédés fermentaires

Le groupe « Lactococcus lactis » composé des espèces lactis, cremoris et du biovar diacetylactis, joue un rôle majeur dans les fermentations laitières.

Ces populations rentrent dans la composition de starters puisqu’elles contribuent à l’acidification et à la signature aromatique des produits fermentés

grâce à la production de diacétyle. Leur suivi est particulièrement important lors de divers procédés fermentaires mais difficile car ces populations sont

phylogénétiquement proches. La PCR digitale en gouttelettes a été proposée comme outil particulièrement pertinent pour ce suivi.

Principe de la ddPCR avec sondes fluorescentes
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Contexte

Suivi de populations de lactocoques durant un procédé de fermentation laitière

▪ La composition du ferment commercial MM100 a été étudiée à différents stades du procédé: à

pH initial (T0), à pH 4.5 (T1) et à pH 4.3 (T2) après une période prolongée en stress acide.

▪ La proportion des espèces lactis et cremoris par rapport au groupe « lactis », et la proportion

du biovar diacetylactis par rapport à l’espèce lactis, varient au cours du procédé selon la

température et le pH [3]. A 22°C (A), les proportions initiales des deux espèces sont modifiées

à pH 4.5 comparativement aux conditions d’utilisation usuelles du ferment (35°C, B).

▪ Les SNP spécifiques associés au gène gadB (figure ci-dessus), codant la glutamate

décarboxylase, et le gène citD, codant la citrate lyase, ont été utilisés pour

développer un test quantitatif permettant de tracer respectivement les espèces lactis

et cremoris, et le biovar diacetylactis dans un mélange [3].

▪ Les sondes fluorescentes ont été testées en duplex afin de connaître les proportions

de chaque espèce (Plac et Pcre) et du biovar (Pcit) au sein du groupe « lactis » (Ptot).

Stratégie de suivi population-spécifique

▪ La technologie de PCR digitale en gouttelettes (digital droplet PCR, ddPCR) permet

une quantification absolue selon la Loi de Poisson, sensible, précise et rapide [1].

▪ La ddPCR est aussi moins sensible que la qPCR aux inhibiteurs de PCR souvent

rencontrés dans les matrices alimentaires [1].

Gène gadB
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Spécificité à 59°C

Limites de quantification*

Tests sur ferments reconstitués
Copies/µl de 

mix 

réactionnel

Copies/ml de 

lait

Vérifiée sur 8 espèces 

différentes usuellement 

rencontrées en 

fermentation laitière

26.1 à 176 

copies/µl

2.6 x104 à 

1.8 x 105 

copies/ml

Validation des ratios théoriques 

pour 5 mélanges à 2 souches, 

’L. lactis:L. cremoris’: ‘5:95’, 

‘20:80’, ‘50:50’, ‘80:20’, ‘95:5’

Performance du test

*mesurées pour chaque sonde. Les limites de détection en lait sont 10 fois plus faible. [3]

▪ La ddPCR montre des avantages techniques et de performance comparativement à la qPCR.

▪ L’utilisation de sondes d’hybridation fluorescentes permet la discrimination d’espèces proches

mais peut également permettre de différencier des souches appartenant à une même espèce

grâce à une détection résolutive au SNP près.

▪ Largement utilisée dans le domaine du diagnostic clinique, le transfert de la ddPCR en

microbiologie alimentaire peut notamment aider au pilotage de populations spécifiques lors de

procédés fermentaires. Elle peut aussi complémenter des analyses de métagénomique pour

une description plus précise d’écosystèmes relativement complexes.

D’après [2]


