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> Contexte

Actinobacteries NSLAB Champignons
Fromages : écosytemes

\ / Etudier la diversité microbienne
microbiens complexes LAB \

h | U
|—> Caractéristiques )

organoleptiques e — Comprendre les contributions
des micro-organismes

Quiestla?

Approche culture-dépendante Approches culture-indépendantes
* Dénombrement sur milieux sélectifs Séquengage ADN microbien
* |solemen micro-organism , ny
. Isdo et_f_e t.de cro-organismes Gene ciblé ADN total
entification métagénomique amplicon métagénomique « shotgun »

Préservation des
ressources microbiennes

Vision plus exhaustive
diversité microbienne

Evolution de la diversité bactérienne : les méthodes concordent-elles ?
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> Objet d’étude : exemple du Pélardon

Fromage artisanal (Appellation Origine Protégée depuis 2000)

.
\ Lait cru de chevre

J
xdo )
&\{*@ Sans star'Fers
e commerciaux )
* K
h T Backslopping de
- I FENC ; lactosérum )
{ ] Q’\

/ ~N
/Afﬁnage : 14 j a 3 mois

Caillé (2))
> 3 stades ef:hgntillonnes: 7 Affinage 14)
(triplicats)
NRA _ Affinage 62j
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—

: Affi
\ inage

\\‘\ 2

Cro(te fine
blanche, jaune

v

CroQte et coeur
sépareés
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> St ratégle Echantillons

/

I"
-

3
1

Caillé (2j) Affinage14 Affinage62]|

“ N\

Analyse culture-dépendante

Analyses culture-indépendantes

Enumération des populations bactériennes & isolement

4 milieux de culture

Extraction ADN microbien total

' '

PCA (30°C, aérobiose)* MRS (37°C,

[ Métagénomique amplicon ] [ Métagénétique shotgun ]

« M17 (30°C, anaérobiose)
aérobiose) * KF(37°C, aérobiose)

l * Séquengage lllumina * Séquengage lllumina

20 isolats/échantillon
Déréplication MALDI-TOF * Région V3-V4 géne ARNr 16S? e ADN total

n=912

l e Analyse bioinformatique : * Analyse bioinformatique :

Identification d’isolats représentatifs Pipeline FROGS? Outil Kaiju3
(séquen(;agen £6154)9 (db Silva 132) (NCBI BLAST-nr protein db)

Curation des identifications l
n = 857 bactéries \
INRAZ

23me colloque du CBL
9 juin 2022 - Marine Penland lamorces (S-D-Bact-0341-b-S-17/S-D-Bact-0785-a-A-21) (Klindworth et al., 2013)

d

2 Escudié et al. (2018) 3Menzel et al. (2016)

Communautés microbiennes
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> Diversité bactérienne par approche culturale

Proportion isolats

25 espéeces (13 genres) ont

été identifiées.

INRAZ
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Lactococci

aérobies

log,, UFC/g

Caillé

Affinage 14 jours
Affinage 2 mois

Lactobacilles
anaérobies

10

Ol—‘NUU-bU'ICD\IOOLDS OFRLNWPAULIONOO

Bactéries lactiques

Blacticaseibacillus paracasei
BLactiplantibacillus plantarum
BLactococcus lactis
BLeuconostoc mesenteroides

BEnterococcus casseliflavus
BEnterococcus durans
OEnterococcus faecalis
BEnterococcus faecium
OEnterococcus hirae

Staphylocoques
BStaphylococcus caprae
BStaphylococcus equorum
BStaphylococcus haemolyticus
BStaphylococcus saprophyticus
mStaphylococcus sciuri
BStaphylococcus succinus
OStaphylococcus vitulinus/fleurettii
mStaphylococcus warneri
BEStaphylococcus xylosus

Actinobactéries
DArthrobacter russicus

EBrevibacterium spp.
BGlutamicibacter spp.
OKocuria spp.
OMicrobacterium spp.
OMicrococcus luteus
MSerratia liquefaciens
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> Diversité bactérienne par approche culturale

Proportion isolats log,o UFC/g  Bactéries lactiques

1 - [ - 10 BlLacticaseibacillus paracasei
0.9 - - 9 BLactiplantibacillus plantarum
. 0.8 - - 8 BlLactococcus lactis
25 especes (13 genres) ont 0.7 - - 7 BLeuconostoc mesenteroides
été identifiées. Crolte 0.6 1 -6 ,
0.5 - - 5 Enterocoques .
0.4 - - 4 BEnterococcus casseliflavus
0.3 - -3 BEnterococcus durans
e e L, 0.2 -2 OEnterococcus faecalis
Le CaI"e aC|d|f|e est dom'ne par 01 T -1 BEnterococcus faecium
. 0 0 .
Lactococcus lactis. ] BEnterococcus hirae
1 - — - 10 Staphylocoques
0.9 - - 9 EStaphylococcus caprae
0.8 - 8 BStaphylococcus equorum
’affinage est maraué par : 0.7 1 - 7 BStaphylococcus haemolyticus
& . 9 P } Coeur 0.6 1 - 6 EStaphylococcus saprophyticus
- une baisse des populations 0.5 - - 5 mStaphylococcus sciuri
_ ' . 0.4 - - 4 BStaphylococcus succinus
le developpement de Lb. paracasei 0.3 - r - 3 OStaphylococcus vitulinus/fleurettii
au coeur 0.2 - - 2 EStaphylococcus warneri
- une hausse de la diversité dans la O'cl) | R I é WStaphylococeus xylosus
crolite @w v vwlw v vwlw v v lw v v Actinobactéries
= § g = § g = % g = § g DArthrobacter russicus
S S S S EBrevibacterium spp.
3 ?, S E A 3 3 ?, BGlutamicibacter spp.
a0 ?C'P 80 %0 ) ?CUD % PC'P qucuria Spp.
e & e & e £ e = OMicrobacterium spp.
£ g E E Z & g OMicrococcus luteus
INRAZ < < < < MSerratia liquefaciens
23¢me colloque du CBL Bactéries Enterococci | Lactococci Lactobacilles p. 6
9 juin 2022 - Marine Penland aérobies aérobies anaérobies




> Diversité bactérienne par approche métagénomique amplicon

La métagénomique amplicon a
permis d’identifier 18 especes
(12 genres).

'affinage est marqué par une
hausse de la diversité dans la
crolte.

La communauté microbienne reste
dominée par Lactococcus lactis.

INRAZ
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Coeur CroQte Coeur Crolte

Penland et al. (2020)

1.00 -

0.75-

Abundance
2

0.25-

0.00-

~

Données Métag. 16S :

89% séquences affiliées au
genre ou a l'espéece

Filtre : abondance > 0, 05%
Normalisation 67540 seq/echJ

NG

Species

B Staphylococcus succinus

B Staphylococcus saprophyticushylosus

B sStaphylococcus equorum
Salinicoccus kunmingensis

I Psychrobacter alimentarius

B WMarihabitans sp.

I Leuconostoc mesenteroides
Lactococcus sp.
Lactococcus raffinolactis

I Lactococcus lactis

H Klebsiella pneumoniae

B Glutamicibacter arilaitensis/bergerei/nicotianae

B Brevibacterium sp.

B Brevibacterium aureum/finens/oceani

B Brachybacterium sp.

B Brachybacterium massiliense

B Arthrobacter sp.

I Acetobacter cibinongensis

P.7



> Diversité bactérienne par approche métagénomique shotgun
| Affinageldjours  Affinage2mois (o0 col ooy

Coeur CroGte Coeur CroGte 4,5.106 reads/ech

1.00- Filtre : 0,01%
Image des communautés
bactériennes similaire a la
métagénomique amplicon
075-
0.50-
0.25-
INRAZ
23éme colloque du CBL |

9 juin 2022 - Marine Penland

Diversité spécifique :
abondance > 1%
. Lactococcus lactis

. Lactococous laudensis
. Lactococcus raffinolactis

o

. Leuconostoc mesenteroides
. Streptococcus pneumaniae
. Enterococcus faecalis

. Enterococcus faecium

. Escherichia coli

. Campylobacter coli

. Anaplasma phagocytophilum
. Staphylococcus aureus

. Glutamicibacter arilaitensis
. Brevibacterium aurantiacum
. Brachybacterium tyrofermentans
. Brachybacterium alimentarium

Abondance
=

o

Corynebacterium xerasis
Other (= 1%)

p.8



> Diversité bactérienne par approche métagénomique shotgun

Image des communautés
bactériennes similaire a la
métagénomique amplicon

LU'approche Shotgun révele une
grande diversité mais avec des
especes tres dominantes.

- 80 espeéces identifiées
mais seulement 17 avec une
abondance > 1%

INRAZ

23&me colloque du CBL
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Brachybacterium alimentarium
Brachybacterium aquaticum
Brachybacterium faecium
Brachybacterium ginsengisali
Brachybacterium massiliense
Brachybacterium nesterenkovii
Brachybacterium sp.
Brachybacterium tyrofermentans

Other (<0.1%)

Staphylococcus agnetis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus equorum
Staphylococcus pseudoxylosus
Staphylococcus saprophyticus

Streptococcus agalactiae
Streptococcus equi
Streptococcus intermedius
Streptococcus mutans
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus sanguinis
Streptococcus thermophilus
Streptomyces sp.
Streptomyces termitum

Cro(lte 62J

e 2 mois

Cro(te

Données shotgun :

4,5.10° reads/ech
Filtre : 0,01%

P.9



> Trois méthodes, trois images différentes ? Au stade « Caillé »

Les trois méthodes s’accordent sur les
espéeces dominantes

La méthode shotgun détecte dés le stade caillé

des especes qui seront isolées durant I’affinage

Culturale Metag. Shotgun

Lactococcus lactis (5) (35)

Leuconostoc mesenteroides ,
Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis

Les différences culturales VS indépendantes
s’expliquent majoritairement par le choix

Métag. Amplicon des milieux sélectifs

(7)

Lactococcus raffinolactis
Acetobacter cibinongensis Klebsiella pneumoniae

INRAZ

23&me colloque du CBL
9 juin 2022 - Marine Penland
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> Trois méthodes, trois images différentes ? Aux stades « Affinage »

Crolte Coeur

Brachybacterium spp. (6)
Brevibacterium spp. (3)
Streptococcus spp. (3)
Lactobacillus helveticus

Culturale Metag. Shotgun
(12) (27)

Culturale Metag. Shotgun
(21) (80)

Enterococcus spp. (2)

62
(63.3%)

Brevibacterium spp.
Glutamicibacter arilaitensis
Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroides
S. equorum

Staphylococcus spp. (2)
Lacticaseibacillus paracasei
Lactiplantibacillus plantarum

Lactococcus lactis

S. saprophyticus . ; Métag. Amplicon .
Metag.( gn)nphcon & (8) P Leuconostoc mesenteroides
Les trois méthodes montrent une augmentation de la diversité Divergence majeure des espéces dominantes au coeur

dans la crolite au cours de I'affinage.

INRAZ

23¢me colloque du CBL p. 11
9 juin 2022 - Marine Penland



> Comment expliquer cette disparité L. lactis Vs Lb. paracasei ?

Biais techniques ?

» Amplification ? Test amorces (métag. Amplicon) surisolats Lb. paracasei v

* Probleme d’extraction ADN ? — Quantification gPCR

log,, Nb de copies gene tuf/g fromage » Accumulation ADN L. /actis (cellules mortes) ?
10 Shotgun : faibles abondances des especes durant

3 I'affinage

6 W Lb. paracasei

E Lc. lactis

4 » L. lactis : état Viable Non Cultivable (VBNC) ?

2

0 25 Lactose

: - . , Observé sur certains fromages?
Lait cru Caillé Affinage  Affinage 20

14j- cceur  62j- coeur Corrélation possible avec 15

Lb. paracasei augmente au cours de 'affinage dans le coeur épuisement du lactose ?
mais reste 3 log,, sous L. lactis

10

O
'6(' ,bqg’ rbqoe
INRAS 5 &8 &
L ¥ ¥
23#me colloque du CBL p. 12

9 juin 2022 - Marine Penland L Edalatian et al. (2012) ; Ruggirello et al. (2014)



Conclusion

Trois méthodes, deux images

L Espéces dominantes
stade caillé v/ pendant acidification

stade affinage X Masquage possible ?

/ Approche culturale essentielle... \

/ Approches culture-indépendantes \

Meilleure vision des dynamiques des especes Avantage Shotgun :

30 souches autochtones mises en collection

- A nécessité une collecte isolats conséquente
Déréplication Maldi-tof efficace

\ - Conditionnée par le choix des milieux / \

biais possible des abondances relatives
- profondeur supérieure ala

...mais pas suffisante métagénomique amplicon

—>détection précoce de certaines especes

{ Qui est present ? |,

INRAZ

23éme colloque du CBL
9 juin 2022 - Marine Penland

[ Qui est présent et quand ? }

1¢¢ approche : métagénomique Shotgun
Milieux sélectifs adéquatsﬂ
2¢me gpproche : approche culture-dépendante

Populations bactériennes et fongiques
Acces potentiel aux fonctionnalités

p.13
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> Diapositives supplémentaires

INRAZ
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Procédé de déréplication

Isolat

l

Analyse MALDI-TOF )

|

Clustering sur la base du genre ou de
I'espece présomptive

|

Sélection d’isolats représentants au
sein de chaque cluster

|

Identification
(séquencage 16S complet)

Confrontation & consolidation des
identifications

INRAZ

23me colloque du CBL
9 juin 2022 - Marine Penland

Analyse sur colonie
(duplicats)

Identification

/ Base de données commerciale et interne

Spectre

p. 16



Procédé de déréplication

Isolat

Analyse MALDI-TOF

Clustering sur la base du genre ou de
I'espece présomptive

Sélection d’isolats représentants au
sein de chaque cluster

Identification
(séquencage 16S complet)

Confrontation & consolidation des
identifications

INRAZ

23éme colloque du CBL
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Threshold = 65%

0%

40% 0% 60% %

Relative SARAMIS similarity

a0%

Exemple du genre Staphylococcus

Ins1_PeiPCA1_MP1_{E1_APS3_P3-1E1-26mar201S-0001-1E1.txt - 112 peaks
Ins1_PeiLAE1S_MP1_1G3_APJ14R35_MAT2-1G3-30AVR2013-0001-1G3.00 - 65 peaks
Ins1_PeiLAE14_MP2_2B4_APJ14R2S_MRA0-2B4-25MAR2013-0001-2B4.1xt - €3 peaks
Ins1_PelPCAT_MP1_1F3_APSE_P12-1F3-03apr2015-0001-1F2 4 - B3 peaks
Ins1_PEiPCAT_WP1_1E1_APSS_PS-1E1-08apn2015-0001-1E 1.0 - 36 peaks
Ins1_PEiPCAZ_WP_3L1_APJS0_R15_P114-3L1-26Mar2013-0001-3L1.00 - 142 peaks
Ins1_PeiPCA1]_MP1_1L2_APAF_P3-1L2-25AVR2015-D001-1L2 txt - 114 peaks
Ins1_PeiPCAT1_MP3_3F3_APJ1_MS-3F3-25AVR2013-0001-3F3.0d - &0 peaks
Ins1_PeiPCA3 MP1_TE4_AP1_P10-1E4-20MAR2D1S-0001-1E4.01 - 135 peaks
Ins1_PeiLAET_MP1_1D4_APJ1_MS-1D4-12marzl15-0001-104.1 - 53 peaks
Ins1_PeiLAET_MP1_1D2_APJ1_MT-1D2-12mar2l15-0001-102.0 - 70 peaks
Ins1_PeiPCA4_MP1_{FI_APJ14R2C_PT3-1F3-01AVR2015-0001-1F3.00 - 103 peaks
Ins1_PEPCA3_MP2_2G3_AP.J2R1_P20-0E3-2OMARZN19-0001-2G3 bt - 110 paaks
Ins1_PeiPCA3_MPZ_2G2_APJ2ZR1_P13-2G2-23MAR2013-0001-2G2.00 - 102 peaks
Ins1_PEPCA1_MFZ_2J3_APJI4RIC_FTS-203-26mar2iid+-I0d1-2J3.0d - 114 peaks
Ins1_PeiLand MP_IL3_APJ14_R3S_MA0-1L3-0Sfev2D15-0001-1L3 bt - 54 peaks
Ins1_PeiLabé_MP_1J3_APJS0_R3S_M116-1J3-11mar2013-0001-1J3.00 - 58 peaks
Ins1_PEiAB4_MF3_3G3_APJEZR1S_MEZ-3G3-12FEV2019-0001-3G3.0¢ - 77 peaks
Ins1_PeiPCAT_MPZ_2B1_APJ14R25_PT3-251-033pr2013-0001-261 txt - 128 peaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_31_APJI0_R1S_P108-311-26mar2015-0001-31.0¢t - 129 paaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_4A1_APJS0_R15_P116-2A1-28mar2013-0001-4A1 bt - 101 peaks
Ins1_PeiPCAE_MP3_311_APJEIR1S_PES-31-11AVR2015-0001-31 1 - 59 peaks
Ins1_PeiPCAL_WPZ_ZAZ_APJ14R15_P74-242-01 AVR2013-0001-2A2.00 - 55 peaks
Ins1_PelLani2_MP_3J1_APJS0_R15_M107-3J1-2 1mar2013-0001-31.0 - 72 peaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_3F1_APJSD_R15_P102-3F1-28mar2015-0001-3F1.1 - 105 peaks
Ins1_PeiPCAS_MP3_3G2_APSS_P13-3G2-02aw2015-0001-3G2.1¢ - 55 paaks
Ins1_PeiPCAS_MP3_3H1_APJEER1S_P33-3H1-1 1AVR2015-0001-3H1.0 - 131 peaks
Ins1_PeiPCAR_MP3_3H3_APUEZR1S_P34-3H3-11AVR2019-0001-3H3.1x - 125 peaks
Ins1_PelPCAZ_ MP_3E3_APJS0_R15_P104-3E3-28mar2013-0004-3E3.0d - 75 peaks
Ins1_Pellabi2_ MP_33_APJS0_R15_MiDE-313-21mar2013-0001-313.00 - 74 peaks
Ins1_PeiLAE4_MP3_3K1_APJEZR1S_ME3-3K1-12FEV2013-0001-3K1.00 - 7€ peaks
Ins1_PePCAT_WPZ_241_APJ14RZS_P77-241-03apn2013-0001-2A1.0¢ - 91 peaks.
Ins1_PEPCA4_MFZ_201_AFJ14R1S_FE0-201-01AVR2013-0001201.0d - 134 peaks
Ins1_PeiPCA4_MP1_1KI_APJ14R15_PE5-1K3-D1AVR2013-0001-1K3.0a - 132 peaks
Ins1_PelPCAT_MP4_4B3_APJER1S_K4-4E3-0830r2015-0001-4B3.00 - 52 peaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_3G1_APJI0_R15_P104-3G1-28mar2013-0001-3G1.rt - £5 peaks
Ins1_PeiPCA4_MP1_1L2_APJ14R15_P67-1L2-01AVR2013-0001-1L2.ut - 151 peaks
Ins1_PEPCA11_MP3_353_APAA_P13-3B3-25AVR2013-D001-353.5¢ - 103 peaks
Ing1_PeiPCAT_MP1_1B1_APS5_P3-181-023pd2015-0001-18 1.0 - 113 paaks
Ins1_PeiPCA4_MPZ_2C2_APJIAR1S_P78-2C2-D1AVR2015-0001-2C2 1t - 110 peaks
Ins1_PEPCAT_WP4_4C1_APJBR1S_K5-4C1-D8apri2013-0001-4C1.00 - 65 peaks
Ins1_PePCA10_MP1_1E1_APJSOR3S_P1D5-1E1-15APR2012-I001-1E1.00 - &1 peaks
Ins1_PeiPCA10_MP1_1D3_APJSIR2S_P104-1D3-1 SAPR2015-0001-1D3.bxt - 132 peaks
Ins1_PelPCAZ_MP_113_APJS0_R1C_P120-1J3-26mar2015-0001-1.3.bit - 140 peaks
Ins1_PeiPCA4_MP1_1L3_APJ14R15_PTHL3-D1AVR2013-0001-1L3.xt - 72 peaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_3HZ_APJSD_R1S_P1D5-3H2-28mar2D15-0001-342.ba - 135 peaks
Ins1_PelPCAZ_MP_401_APJS0_R2S_ P102-401-28mar2013-0001-404 bt - 37 peaks
Ing1_PeiPCAZ_MP_3G3_APJI0_R1S_P105-363-28mar201s-0001-3G3 0 - 134 peaks
Ins1_PelLani2 MF_303_APJA0_R15_M104-303-2 IMarzl15-0001-303 0t - 106 peaks
Ins1_PeiLani2_ MP_3D1_APJI0_R1S_M103-3D1-21marz01s-0001-301.0t - &0 peaks
Ins1_PELAES MP1_1D1_APJSZR3S_M33-1D1-15FEV2013-0001-1D1.0 - 62 peaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_03_APJSD_R25 P103-4D3-28mar2019-0001-403.00 - 33 peaks
Ins1_PeiPCA10_MP1_133_APJSOR3S_P110-1G3-15APR2015-0001-1G3 1xt - 154 peaks
Ins1_PeiLani2_MP_3C3_APJS0_R1S_M102-3C3-21mar20is-0001-3C3.bet - 54 peaks
Ins1_PeiLAE4_MP4_4E4_APJEIRIS_ME2-4E4-12FEV2013-0001-4E4.00 - 91 peaks
Ing1_PeiPCAT]_MP2_253 APAF P1{3-2E2-25AVRI013-0001-2E2.00 - 153 peaks
Ins1_PeiPCA10_MP1_1L1_APJSOR3S_P112-1L1-1SAPR2013-0001-1L1.0¢t - 153 peaks
Ins1_PEPCAZ_MP_4E4_APJS0_RZS_P105-4E4-26mari019-0001-4E4 0 - 100 peaks
Ins1_PEPCAT_MF1_1A3_AFSS_PE-1A3-05ap2015-0001-143.0d - 141 paaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_3F3_APJSD_R1S_P103-3F3-28mar2015-0001-3F2.4 - 181 peaks
Ins1_PeiPCAZ_MP_4E {_APJS0_R25_P104-4E1-28mar2013-0001-4E1 txt - 140 peaks
Ins1_PeiLabd_MP_1B3_APJ14_R2S_ME0-153-05ev2015-0001-1B2.0¢t - 104 peaks
Ins1_PeiLAB4_MP3_3H1_APJE2R1S_M33-3H1-12FEV2013-0001-3H1.0 - 51 peaks
Ins1_PelPCAS_MP3_3G3_APJEIR1S_PE2-3G3-11AVR2013-0004-3G3 b - 122 peaks
Ing1_PeiLani2_MP_3C1_APJS0_R1S_M101-3C1-21mar20is-0001-3C1.bet - 67 peaks
Ins1_PeiLani2_MP_1K3_APJS0_R2C_M102-1K3-21mar2013-0001-1K 3.0 - 158 peaks
Ins1_PelPCA4_WPZ_2G3_APJ14R2S_PT5-2G3-D1AVR2019-0001-263 14 - 162 peaks
Ins1_PelLani2_ MP_1A2_APJS0_R1C_M101-1AZ-21mar2013-0001-1A2.00 - 145 peaks
Ins1_PeiLAE4_MP4_4EI_APJEIR2S_ME1-4E2-12FEV2013-0001-4E200 - 71 peaks
Ins1_PeiLabé_MP_1B3_APJI0_R2S M120-1E3-11mar2013-0001-183.6d - 77 peaks
Ins1_PeiLabé_MP_101_APJS_R3S_M1D3-1D4-11mar2015-0001-1D1.0t - 103 peaks
Ins1_PelLabé_MP_1CZ_APJS_R3S_MiDi-1C2-11mar2013-0004-1C2 it - 79 peaks
Ins1_PelLabé_MP_103_APJS0_R3S_M1D4-1D3-11mar2013-0004-103.0 - 95 peaks
Ins1_PeiLabt_MP_1C4_APJS]_R35_M102-1C4-11mar2019-0001-1C4 bt - 183 peaks

100%
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