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Objectifs / problématiques =5

1. Comprendre les flux microbiens structurels et o V5
fonctionnels des environnements de production de \ e

lait aux fromages / ﬁ; 'y"i“;,

2. ldentifier les facteurs régissant les dynamiques de
populations microbiennes dans les fromages et
I’expression de leurs activités

Finalités
Contréle de la qualité des fromages par un pilotage de la biodiversité
microbienne de la production de lait aux fromages affinés
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Plan de la présentation

Quelles techniques NGS pour I'étude des communautés microbiennes ?
Comprendre les flux microbiens

Quelle est la diversité bactérienne détectée dans les fromages frangais?

a. Impact des systemes de production de lait sur la composition microbienne des
fromages

b. Biodiversité de 13 fromages (cro(te lavée, naturelle, fleurie)

Suivi d’activité biologique : quantification de bio-indicateurs d'affinage
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Quelles techniques NGS pour I’étude des communauteées
microbiennes ? NGS (Nouvelle Génération de Séquencage)

ADN ARN

s by E

Wolfe et al, 2014; Irlinger et al, 2015 Almeida et al, 2014 Dugat-Bony et al, 2015 Castellote et al, 2015
Quiestla?  Qui peut faire quoi? Que font ils ?
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Des progres permettant une application plus facile des NGS aux fromages

Disponibilité de séquences génomiques des especes fromageres www.genomesonline.org :

Projet ANR Food Microbiome + Projet CNIEL «Collective genomes» : séquences déposeées sur le site
EBI (European Bioinformatics Institute) - numéro d’accession PRJEB6314

» 117 isolats laitiers et fromagers séquencés

» 67 genres dont 4 sans aucun génome disponible (Mai 2014): Kluyvera, Luteococcus, Marinilactibacillus, Mycetocola
1% 6% W France: Alsace
% W France: Bourgogne
France: Jura
M France: Massif Central
ufaance: Normandie — (Almeida et al., 2015)
3% W France: Nord
®m France: Savole .
France: Unknown region (Ir Ilnger et al" 2012)
» Europe except France
ik = Africa (Monnet etal., 2012)
4% - W America
® Unknown

a0 2% 2%

23 17%

= Fermented milk

W Soft smeared cheese

= Milk

W Hard cheese

m Uncooked semi-hard cheese

® Mould-soft cheese 18%
% Cheese without known technology

10%

3%

31%
e Amélioration des protocoles/kits d'extraction d’ADN, d’ARN, de déplétion, de RT et PCR-Q (stabilisation
des échantillons, seuils détection, sensibilité, débits)
e Baisse de colt de séquencage 3 haut débit, des kits et des réactifs (Monnet et al,, 2008 )
——_/__.-'——*'*
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http://www.genomesonline.org/

Comprendre les flux microbiens
Du trayon au lait, quels sont les moteurs du remaniement des
équilibres de populations ?
Trayons de vache Lait de
laitiere mélange

Changement de
profil microbien

yrreammm .......’ StaphyIOCO/

Verdier-Metz et al., 2009, 2012, 2015

26 especes

43 especes

Rupture des flux microbiens:
Perturbation par biofilm microbien de la machine a traire ?

Par les ambiances (aérosols) ?
Projet CASDAR FlorAcQ 2011-2014 : « Accompagner les producteurs de lait engagés dans des filieres sous signe de qualité et
d’origine pour gérer la flore microbienne des laits crus », Chambre d’agriculture du Cantal et INRA — URF
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Richesse microbienne des laits crus :
nombre d’espéces recensées dans environ 50 études (lait de vache)

Proteobactéries et Bacteroidetes
-94 especes
- Niveaux : 10_1000 ufc/ml

Bactéries lactiques
- 65 espéces
- Niveaux : 100-1000 ufc/ml

~ 300 especes bactériennes
~ 74 especes de levures

Ve Pseudoalteromon Comamonadaceae (3)

+ - by Yy o -
W _,‘J:-.*I'SJEE > qug.u:";)- daceae (16)

Aerococcaceae (4) Aeromonadaceae (3) g hisobiaceae (3)

omonadaceae (5)

Streptococcaceae (16) Caulobacteraceae (6)

Leuconostoccaceae (10}

Enterobacteriaceae (23)
“Moraxellaceae (14)

Brevibacteriaceae (3

Trichosporon (12)

Candida (17)
Staphylococcaceae (27) Corynebacteriaceqe :—:E:“n Rhodotorula (4)
S ‘ i
Corynebacteriaceae (17) Microbacteriaceae (20) Dermabacteraceae (8) Bacillacege () \ Geotrichum (3)

Nocardiaceae (5) Micrococcaceae (17) Cryptococcus (14) Kluyveromyces (3)

Un microbiote de lait = saccharomyces (3)
Bactéries d’affinage . < . .
- 94 espe environ 40 especes microbiennes Levures.

4 especes - 74 espéces
- Niveaux : 500-5000 ufc/ml ENT .
Montel et al., 2014. Delbés et al., 2007. Coton et al., 2012 Niveaux:10_100 ufc/ml
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100%

80%

60%

40%

20%

0%

Equilibres microbiens des laits crus:
évaluation d’un indicateur de qualité des laits pour la production de fromages au lait cru

Quantification de 5 groupes microbiens dans 629 laits crus en utilisant 4 milieux de culture

. 100%

Bactéries

d'affinage
il W T TS I T S I - . Inag 80%

| Bactéries
lactiques 60%

Il Levures

40%
Moisissures 20%
[l Bactéries a 0%

a b ¢ a b ¢ a b ¢ Gram -

Ferme | Ferme 2 Ferme 3

21 juin 5 juil 19 juil 22 nov S5janv. 20 mars
Eté (paturage) Hiver (batiment)

D’aprés Chatelard-Chauvin C., Monsallier F. Rapport collectif FlorAcQ, 2014
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Quelle est la diversite bactéerienne détectee dans les
fromages francais?

Avancées dans la connaissance de la diversité par la mise en

ceuvre de méthodes métagénomiques « amplicon sequencing »

(séquencage massif de marqueurs taxonomiques)

i
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Impact des systemes de production de lait sur la composition
microbienne et les caractéristiques sensorielles des fromages

2 systemes .
Bota Pepi
i prairies tres diversifiées prairies peu diversifiées
Méme salle de Sans concentré Concentré = limité (4kg/j)
traite 2 laits x 2 périodes (juillet et septembre) x 3 répétitions
J, 12 laits crus
Méme v
fromagerie
‘L 12 fromages de type Cantal

Méme condition v

d’affinage Afﬁnage pendant 5 mOiS Thése Marie FRETIN, URF, 2013-2016
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Différences sensorielles entre fromages au lait cru en
fonction du systeme de production et de la période

Texture crémeuse et collante
~-Septembre-BATA ’T\o -
A A Duillet-BOY¥A
—~ ™ A
f,}c; |
% of 777777777 ® D e TexturegranAnguse
X e ° Odeur et go(t intense
& - A
S =T 1 Quillet-PEP! > Effet du systeme de production
_ iSeptembre- E i
¥ | fromages Bota : texture plus fondante et
o A A V flaveur plus intense (Protéolyse, teneur
‘ | ‘ en matiére grasse Bota > Pépi)
2 0 2 4
Dim 1 (33.84%)
Pate jaune » Lien avec composition microbienne ?
VRIS These Marie FRETIN, URF, 2013-2016
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Diversité bactérienne de la crolte des fromages:
Abondance relative des 13 taxa majoritaires

Taxa > 1%

100%

w Jeotgalicoccus : ’ y
o w Escherichia
m Dietzia
g w Macrococcus v
J GO% Enterococcus
w Yaniella . .
streptococcus 2 genres principaux
40% m Staphylococcus
Lactobacillus Lactococcus
20% T Brevibacterium
m Nocardiopsis
m Brevibacterium

m(. bOta pepl bota pepl } W Lactococcus
|

jUI"et septembre

Thése Marie FRETIN, URF, 2013-2016
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Impact du systeme de production et de la période
sur les taxa sous-dominants de la croute

£
g

16

14 -

12 4

10

Taxa<11 %

bota

pepi |

se

tembre

Jeotgalicoccus
w Escherichia
m Dietzia
W Macrococcus
Enterococcus
m Yaniella
Streptococcus
m Staphylococcus
Lactobacillus
m Brachybacterium
m Nocardiopsis

Effet du systeme : sur Yaniella
bota < pepi (p<0,1)

Effet de la période : sur
Nocardiopsis
juillet < septembre
(p<0,05)
Macrococcus
juillet > septembre
(p<0,01)
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Conclusions et perspectives

Diversité bactérienne (nombre d’oTU) dans la pate et la crolte des fromages au lait

Ccru :

» Crolte (172) > Pate (153)

» Crolte : juillet ~ septembre mais  bota < pepi
> Pate: juillet >septembre et bota ~ pepi

Impact des systemes de production laitiers et de la période sur la composition
de la communauté bactérienne des fromages
v 3 assigner jusqu’a l'espece, également levures et moisissures
v’ Lien avec composition microbienne et biochimique des laits ?
v' Réles des activités métaboliques des microorganismes en lien avec la composition
biochimique (lipidique) des fromages ?

Thése Marie FRETIN, URF, 2013-2016
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Quelle est la diversite bactérienne detectee
dans les fromages francais?

Exemple de 13 fromages (crolte lavée, naturelle, fleurie) :

Saint-Nectaire  Abbaye de Citeaux

Reblochon

Séquencgage des régions V3-V4 de I’ADNr 16S
(Prok) et ITS1-ITS2 (Euk)

—> 13 technologies fromageéres
—> 63 échant!llons de cro(tes ts
> 36 échantillons de cceur Maroilles Mont d’Or Soumaintrain



Quelle est la diversite bactérienne détectée dans les fromages francais ?

OTUs Prok | OTUs Euk P K Streptococcus
Mont d‘Or 46 9 ro Gf'YO'feS ﬂverm philus
. = OTU = regroupement d’individus
Soumaintrain 44 6 dont les séquences présentent
Reblochon 39 14 une similitude de plus de 97%
Livarot 35 16 - espece I
Maroilles 34 7 |
Saint-Nectaire 32 13 .
Munster 30 5
Abbaye de Citeaux 25 7
Pont I'Evéque 21 9 Brevibacterium
aurantiacum -
Langres 20 6
Epoisses 17 7 \
Saint-Marcellin 17 17
* Richesse en surface des fromages : |
- Richesse: pas de lien en'tre Prok et Euk ‘ Corynebacterium casei = — -
- Eukaryotes : Forte dominance d’une ou deux espéces = . E ; 2 2 g
- Prokaryotes : Forte dominance de qq espéces en cceur > S f z
Forte diversité en surface Arthrobacter arilaitensis urrace oeur

Lacfococcus lactis
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Quelle est la diversité bactérienne déetectee
dans les fromages francais?

Béta diversité — Prokaryotes : Weighted UniFrac distances

Coeur



Quelle est la diversité bactérienne déetectee
dans les fromages francais?

- (3) Abbaye-Clleaux
- (9) Epolases

[] @ Langres

- (9) Livarol

D (3) Maralllas

|——| (3) Maontd-or

l_J (9) Munstar

B =) Pont 1 Evequa
- (3) Heblochon

D (3) Saint-Marcalin

(9) Saint Nectalre

. (3) Soumalntraln

Variété de fromages (Surface)



Suivi d’activité biologique : quantification de bio-indicateurs
d'affinage

Avancées dans la détection de I'expression de genes d’intérét
dans un fromage grace au développement des méthodes
métatranscriptomiques type « shotgun» et PCR-Q mais aussi

aux protocoles de préparation des échantillons

i
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Identification et quantification de bio-indicateurs d'affinage :

RNAseq

Séquencage de
I'ensemble des transcrits
7
Mapping sur génomes de
référence
7
Transcriptome des
especes dominantes

Démarche

Fromages a différents
stades d'affinage
v
€ Extraction d’ARN

PCR-Q

Sélection de genes
S5 indicateurs d'activité

7

/ Design d'amorces PCR pour

Proposition de génes

la quantification du gene

indicateurs en fonction de : ciblé
b connaissances @
bibliographiques Profils quantitatifs dans les
/ * profils obtenus RNAseq fromages

(induction/répression)

CEiGudERGABRE S
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Suivi d’activité biologique : quantification de bio-indicateurs d'affinage

Exemple d'application : le Reblochon

Principales espéces :

* Bactéries : Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus et
Brevibacterium aurantiacum

* Levures : Debaryomyces hansenii /| Geotrichum candidum

Objectif : Rechercher des indicateurs d'activité biologique ou
technologiques au cours de |'affinage

Méthodologie : Fabrication de reblochons et prélevements de crolte a 5, ' I
14, 19 et 35 jours d'affinage, 3 répétitions biologiques

ACTALIA

__/_____”
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Exemple d'application : Recherche de bio-indicateurs d'affinage

Nombre de transcrits de Geotrichum

Niveaux relatifs d'expression des 4 especes candidum selon leur fonction (RNAseq)

dominantes au cours de l'affinage (RNAseq)

8o — J
] -
5 L
I
40 |
|
20 !

900000

B Jour5

— - 800000
700000 B Jourl4d
‘ 600000 m Jour 19
s M Jour 35
400000
s ) 300000
200000
: 100000 , o
/" Lb. Butgartens O AR v e i
(1 8 il ;. . D. hansenii WA A A Y - .' & 5 i

; F 5
T 1 &
/ St.thermophilus & Lg?z?




Exemple d'application : Recherche de bio-indicateurs d'affinage

Analyse détaillée RNAseq montre une induction de nombreux génes de catabolisme d'acides

aminés de G. candidum en fin d'affinage : - Induction de voies liées a la

. [ ] ~n
* Transporteurs d'acides aminés production d'aromes

* Glutamate déshydrogénases

Géne Fonction

similar to Saccharomyces cerevisiae YCLO64C CHA1 Catabolic L-

* Tra nsaminases GECA15503233g serine (L-threonine) deaminase, catalyzes the degradation of
° EXpOI’teurS d'ammonlaque both L-serine and L-threonine
similar to Saccharomyces cerevisiae YDR380W ARO10
GECA10s02628g

* etc.

Phenylpyruvate decarboxylase

similar to Saccharomyces cerevisiae YNROO2C ATO2 Putative
GECAD7s02331g - . .
transmembrane protein involved in export of ammonia

similar to Saccharomyces cerevisiae YDL215C GDH2 NAD(+)-

GECAO6s00802
& dependent glutamate dehydrogenase

amorces

similar to Saccharomyces cerevisiae YLR027C AAT2 Cytosolic

GECAD4s504949g . . L .
aspartate aminotransferase, involved in nitrogen metabolism
similar to Saccharomyces cerevisiae YKRO39W GAP1 General

GECAD1s10427g . .
amino acid permease
similar to Saccharomyces cerevisiae YGL202W AROS8, Aromatic

GECAD3s05400g .
aminotransferase |

etc.

C "\RRH(J‘-;“?V\\—,
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Exemple d'application : Recherche de bio-indicateurs d'affinage

PCR quantitative : Suivi d'une sélection de génes marqueurs

GDH2 g S g i L
{ = i
5 = BAEAY
?

20 2) i 2 é
15 - 3C ¢ T
10
5 A a
romes ++
0 u— | T r r
141 19 1. 350,

A
1
i
i
1

12 a-céto acide g é\’f mate NAD+
1o = AAT2 AAT2, AROBY  V/ GDH2
&  ARORE a 5 £
acide aminé a-cétoglutarate NADH NH4+
=3 1
4 ¥
5 GDH?2 = . . ATP
= glutamate déshydrogénase
e . .

AAT2 et ARO8 = amino acid transaminases
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Exemple d'application : Recherche de bio-indicateurs d'affinage

Bilan des mesures d'ARNm de G. candidum dans le Reblochon par RNAseq vs PCR-Q :

Comparaison de I'expression de 80 génes induits ou réprimés pendant I'affinage d’un Reblochon

100
o iy
U
< A
Z 10 5k 24

L

5 3
= O Jour 14 / Jourb
w 1
=]
2 oJour19 /Jour5
- 0.1 .
g = 2~ Jour35 /jourb
= A
2
@ A

0.01 T T T 1

0.01 0.1 1 10 100

Facteur induction PCR-Q

Méme approche applicable pour les autres microorganismes des fromages

- caractérisation de I'ensemble de la communauté microbienne
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Quelles applications industrielles ? (fromage ou autre aliment)

 Mieux connaitre le procédé

* Suivre plus spécifiquement des activités technologiques ou indésirables :

coloration

aromes

protéolyse, lipolyse
consommation de substrats
acidification/désacidification
amines biogenes
mycotoxines

défauts d'arobme, de couleur,
de texture, gaz ...

===
SCIENCE & IMPACT

| S—

Dans quel contexte ?

* sélection de souches, formulation de
ferments

« effet de changements de parametres
technologiques

e compréhension de fabrications
défectueuses (possibilité d'analyse a
posteriori)

__/_____”
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MERCI POUR VOTRE ATTENTION
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» Plateforme technologique

fromagere (fabrication et affinage
aux normes L2)

Unité de
Recherches

Fromageres *

Aurillac
Centre Clermont-Ferrand-Theix

Pour la recherche et au service des
organismes de développement et des
centres techniques Actalia

Outil de recherche

* Challenge test en fromages avec des bactéries
pathogeénes (Listeria, STEC, Salmonella) Contacts:

* Fabrications pour étude sensorielles Marie-Christine MONTEL, cmontel@clermont.inra.fr
Christophe CHASSARD, christophe.chassard@clermont.inra.fr

e Prestations de service
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C naOl.':-':{‘f;—-" Projet "1350 PDO French cheeses "
byl o » S Cartographie phylogénétique et génomique de ’ensemble des 45

DES APPELLATIONS

DORICINE LAITIERES fromages AOP francais : vers une empreinte fonctionnelle de notre

patrimoine microbien fromager

——  SCIENCE & IMPACT

reseau -..
Fromages deTerroirs ¢

Projet Fédérateur

- Professionnels fromagers (CNIEL,
CNAOL)

- Centres techniques (Actalia,....

- Laboratoires académiques (INRA,
Contacts: Universités...) multi-disciplinaires

Frangoise IRLINGER, irlinger@grignon.inra.fr
Céline DELBES, celine.delbes@clermont.inra.fr

T g

e
CARREFOURS o mm—

DE L'INNOVATION AGRONOMIQUE
SCIENCE & IMPACT


mailto:irlinger@grignon.inra.fr

