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* Ecosystemes dont la composante vivante est constituée de microorganismes

* Ecologie microbienne: discipline scientifique pour I’étude de la diversité, la distribution et I'abondance des
microorganismes, leurs interactions spécifiques et leur impact sur les écosystemes

Milieux
hyper-salins
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Treés variés et de complexité différentes

Soutiennent plusieurs services indispensables
a la vie humaine et a celle d'autres
organismes

Certains présentent un intérét d'un point de vue
économique
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* Aliments ou boissons transformés naturellement
par I’action de microorganismes

* Fermentation : procédé permettant d’étendre la
durée de conservation des denrées alimentaires

* Principaux microorganismes impliqués :
bactéries, levures et champignons filamenteux

* Modification de la qualité sensorielle des
produits : godt, texture, odeur

lustration générée par intelligence artificielle
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Ecologie microbienne des aliments fermentés : SOYFOOCI

I’exemple du fromage

. Commensalism

MICROBIAL COMMUNITY SUCCESSION
(
Lactic Acid Bacteria Debaryomyces Actinobacteria
Enterobacteriaceae Geotrichum Penicillum

ECOLOGICAL PROCESSES

Dispersion
Environmental selection
Ecological drit @ @

] PHRT.0)
NaCl (= 6%)

a, (= 80%)

ABIOTIC FACTORS

Mayo et al., 2021, https://doi.org/10.3390/foods 10030602
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Développement successif de différents microorganismes

Assemblage de communautés gouverné par :

» Des facteurs abiotigues imposés par la composition de la
matiére premiére et le procédé de transformation (pH,
température, NaCl, disponibilité en micronutriments...)

» Nombreuses interactions microbiennes (positives et
négatives) = facteurs biotiques

» Des processus écologiques complexes



https://doi.org/10.3390/foods10030602
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Les principales questions

* Quels sont les microorganismes présents ? Quelle est leur
abondance dans |'écosystéme ?

* Quels sont les fonctions portées par ces microorganismes ?
Quelles sont celles qui sont exprimées dans les conditions
étudiées ?

« Comment le systeme fonctionne ? Comment est-il régulé ?
Quelles sont les interactions mises en jeu ?

« Comment le systéme réagit et s’adapte suite a une
perturbation ?

AgroParisTech A INRAZ/ université
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metagenome - Métagenomique
Un métagenome correspond a I’ensemble du contenu génomique des microorganismes présents dans un
échantillon donné.

La métagenomique est la méthodologie permettant I’étude des metagenomes et donc du contenu en
genes des échantillons.

Métatranscriptome - Métatranscriptomique

Le métatranscriptome correspond au niveau d’expression de tous les génes exprimés par les microorganismes
dans un échantillon donné et a un instant donné.

Qa métatranscriptomique est la méthodologie utilisée pour étudier les métatransriptomes.

%%

/ Métaprotéome - Métaprotéomique

Le Métaprotéome correspond a I'ensemble des proétines détectées dans un échantillon donné et a un instant
donné.

La métraproteomique est la méthodology utilisée pour étudier les métaprotéomes.

Métabolome - Métabolomique

Le métabolome corresponds a I'ensemble des métabolites détectés dans un échantillon donné.

KLG métabolomique est la méthodologie utilisée pour étudier les métabolomes.

<

Métqbqlites
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Meéthodes de
séquencage a
haut débit

Chimie Analytique
(UHPLC-MS/MS, GC-
MS, RMN)
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La métagénomique pour répondre a quelles
questions ?

Métagénomique ciblée (= metabarcoding)

-»%-»Xﬂ- -

Extraction ADN Amplification d’une région Séquencage
« marqueur phylogénétique »

Metagénomique shotgun

#%-}

Extraction ADN Séquencage

* Quels sont les microorganismes majoritaires

. 5 * Quels sont les microorganismes majoritaires et
présents *?

minoritaires présents ?

 Quelle est leur diversité ?
* Quelle est leur diversité ?

* Quelles sont les genes présent dans leur
génomes (potentiel fonctionnel) ?
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Exemple du projet MetaPDOcheese :
Cartographie de la diversité microbienne des laits et
des fromages AOP francais et exploration des
déterminants technologiques

romage
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La communauté microbienne des fromages

Dense, moyennement complexe,

évoluant au cours de la fabrication et de I'affinage

Des levains commerciaux:
(acidification et d’affinage)

Non représentatifs de I'’ensemble de la
communauté microbienne fromagere

SELECTION SELECTION

BY PROCESS DRIVERS

Milk pasteurisation Waterp:dvny
Salting Osmolarity

Cooking-Washing Temperature

HALAB
Gammaproteobacteria
Actinobacteria

Yeast/Mould

CHEESE MICROBIOTA

Irlinger et al., 2015,
https://doi.org/10.1093/femsle/fnu015

®
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INOCULATED MICROORGANISMS “HOUSE” MICROBIOTA
'G‘IA\ From
cultures

Des communautés
microbiennes « locales »
Construites par les pratiques : animal,

alimentation, traite, saumure, matériel et
locaux...

Essentielles mais peu de
connaissances sur cette biodiversité
et les regles de structuration


https://doi.org/10.1093/femsle/fnu015

—
Des questions socio-économiques et scientifiques SOYFOOCI
convergentes

Food & Bioproduct Engineering

reseau -,

Projet construit au sein du RMT Fromages de Terroirs (2015-2016) Fromages f'ETE“'Oi"S 5

-
-
-"----i--i-lll'-'-l-I

46 filieres AOP
Hypothese : Diversite impactee par la

pression sanitaire et l'intensification des
pratiques de production

besoins des filieres de guestions
pistes innovantes pour académiques surla
> rrzji?lntefjclf In_SltUbl{ne diversité microbienne des
. iodiversité microbienne fromages et les traits
201176 Tonnes/an, 53 000 emplois élevée a fort potentiel génétiqugs d’adaptation au

14 000 producteurs de lait AOP et 1 350 producteurs fermiers feelineliongs contexte fromager

* 470 établissements de transformation — affinage

* 1/3 du chiffre d’affaires ‘fromages autres que frais et fondus’ des
entreprises laitiéres francaises

AgroParisTech A INRAZ université .
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Objectifs

—> Acquisition de connaissances sur :
v’ la diversité microbienne abritée par les laits et les fromages des filieres AOP

v’ le fonctionnement de I’écosystéme fromager en lien avec les pratiques
technologiques

— Transfert de méthodologies :
v’ appropriation des méthodes métagénomiques par les acteurs des filieres AOP

AgroParisTech A INRAY université

Talents d’'une planéte soutenable PARIS-SACLAY 11
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Une campagne d’échantillonnage sans précédent

T ¥ e

Brebis

—_—_————e——_e—_e—_e—_e—_e—_e—_ e e—_—_e—_ e, —— —

1 2800 laits et fromages

I

. - 44 AOP, ~ 10 ateliers /AOP
i

|

|

- 10 laits + 10 productions (3 fromages / production) / AOP
- 370 laits et 2291 fromages (cceur et surface en triplicat)

~ e =

—_—_————_—_——_ - - - - - - - - —_—_- —_ - —_ —_ —_—_ — —_——_—_—_——_—_—_———_——_———————————————————

Enquéte sur les pratiques de production:

f
|
. 100 variables couvrant :

| .. . ;. .

| e Origine parmi 11 regions francaises
| e Facteurs imposés par I’AOP (topographie, espéce laitiére, temps d’affinage...)
i e Pratiques d’élevage (alimentation, hygiéne...)

\ e Facteurs conditionnels (saison, type de production, méthode de salage...)

Analyses de diversité bactérienne et fongique par
metagénomique ciblée

AgroParisTech A INRAZ université
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Vache Chévre
— e

Hauts-de-France

Normandie

Pays de
la Loire

Centre-Val

de Loire

Nouvelle
Aquitaine

Occitanie
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lle-de-France

Grand-Est

Bourgogne-

Auvergne-
Rhone-Alpes

Provence-
Alpes- Cote
d’Azur

Franche-Comté
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Milk

Species
Firmicutes
Lactococcus lactis A e
Lactococcus mult. species A
B Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus A
B Lacticaseibacillus mult. species A
B Leuconostoc mult. species A
B Leuconostoc pseudomesenteroides A
Streptococcus thermophilus A
[l Staphylococcus epidermidis e
B Staphylococcus simulans @
[ Romboutsia timonensis ®
B Eubacterium tenue ®
I Other Firmicutes

00

1230 espéeces 1367 especes
bactériennes fongiques

4]

70

aouepuNqy

90

[l Bacteroidetes
Proteobacteria
Moraxella osloensis @
Serratia quinivorans e
B Serratia mult. species ®
[l Acinetobacter johnsonii e
B Vulcaniibacterium thermophilum e
[l Other Proteobacteria
Actinobacteria
Brevibacterium aurantiacum A
B Corynebacterium variabile A
- B Corynebacterium casei A
Il Other Actinobacteria
Other
Il Other

Y. biry = f e
- g ' Chmp
¥ =T - s

"

600 4

80

Bacterial Richness
Fungal richness

Hd

8 L9601
1

400 4 300 4
200 o
200 A
100+

T T T
T T
Goat ) Cow ) Ewes Goat Cow Ewes
Milk species Milk species

€

9

N40)°60]
6

AgroParisTech INRAG) universit | Milk (germs / mL)
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820 espéces bactériennes

Firmicules

Lactococeuslachis ae
Lacfococeus muit. species A
Lactobaciilus delbrueciii subsp. buigaricus A
Lacticaseibacilius muit. species A
Leuconosfoc mull. species A
Leuconosfoc pseudomesenieroides A
Sireplococcus thermophilus A
Staphylococcus epidermidis @
Staphylococcus simulans e
Romboulsia timonensis e
Eubacierium ltenue e

Other Firmicutes

Bacteraideles

Proleobacleria

Movraxella csloensis e

Serralia Quinivorans e

Serratia mult species e
Acinetobacter johnsonii e
Vulkcamibactenum thermophiium e
Other Protecbactena
Actinobactena

Brevibacterium aurantiacum A
Corynebactenum variabile a
Corynebactenum casel &

Other Actinobacteria

EEEE

o]
o

[
o

Bacterial richness
'S
o

N
o

i

T T T T T T T T T T T T T T
PMCL PPC PMCFPPNC PPS PLCF PLCL PMCL PPC PMCFPPNC PPS PLCF PLCL
Technological Family

() 333 espéces
fongiques » La composition bactérienne et fongique varie en fonction de la famille
technologique en surface et au coeur des fromages

AgroParisTech A INRAZ) université
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Les especes abondantes et
8.

PLCF

Lactococcus Jactis (2)
Leuconostoc mult. sp. (7)
Lactococcus mult. sp. (13) =
Leuconostoc pseudomesenteroides (11) =
Lacticaseibacillus mult. sp. (17) =
Enterococcus faecalis (47) =
Lactiplantibacillus mult. sp. (22) =
Enterococcus mult. sp. (99) =
Brevibacterium aurantiacum (16) =
Hafnia | Obesumbacterium (28)
Brachybacterium tyrofermentans (29)
Hafnia paralvei (85)
Brachybacterium massiliense (40)
Serratia mult. sp. (49)
Staphylococcus equorum (18)
Halomonas sp1 (88)
O 0o Glutamicibacter mult. sp. (23)
Latilactobacillus curvatus (39)
Hafnia | Obesumbacterium (403)
Psychrobacter aquimaris (25)
Corynebacterium terpenotabidum (122)
Streptococcus thermophilus (5)
Halomonas glaciei (58)
Corynebacterium variabile (10)
Lactobacillus helveticus (26)
Psychrobacter celer (141)
Marinomonas foliarum (168)
Brachybacterium mult. sp. (225)
Vibrio mult. sp. (95)
Pseudoalteromonas prydzensis (67)
Microbacterium gubbeenense (63)

Bactéries

Corynebacterium casei (24)

Staphylococcus Xylosus (41)
Marinilactibacillus psychrotolerans (92)
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (9)
Halomonas muit. sp. (111)

Vibrio litoralis (788)

Sphingobacterium sp4 (105)

Senegalia sp. (70)

Pseudoalteromonas spl (273)

Lactobacillus delbrueckif subsp. lactis (21)
Halomonas mult. sp. (32)

Corynebacterium nuruki (52)
Brevibacterium jeotgali (150)
Brachybacterium paraconglomeratum (174)
Bavariicoccus seileri (142)

Alkalibacterium gilvum (112)

Cheese rind, fungal species

Geotrichum candidum ll)
Kluyveromyces lactis 17) -
Penicillium mult. sp. (4) =
Debaryomyces hansenii (2) =
Yarrowia lipolytica (12) =
Debaryomyces muit. sp. (6) =
Kiuyveromyces marxianus (11)
Candida mult. sp. (17)
Diutina catenulata (5)
Saccharomyces cerevisiae (30)
Pichia | Suhomyces (38)
Torulaspora delbrueckii (32)
Candida parapsiiosis (15)
Scopulariopsis mult. sp. (18)
Candida zeylanoides (19)
Wickerhamiella pararugosa (37)
Scopulariopsis flava (10)
Mucor lanceolatus (28)
Wickerhamiella mult. sp. (20)
Penicillium mult. sp. (3)
Geejayessia sp. (36)

Champignons

Fusarium domesticum (9)
Debaryomyces macquariensis (23)

o

PLCF

A

=~ o ©
Detection threshold (%)

01

80 %
60 %
40 %
20 %
0%

L e S T =1
° L -

L8 E

i |
°
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prévalentes

Prevalence at
dect. threshold
100 %
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Exploration du core microbiote :

Aucune espéece microbienne partagée par tous les
fromages étudiés

A I’échelle de la famille technologique

Un core microbiote distinct pour chaque famille

Comprenant principalement des espéces connues
pour étre inoculées pendant la fabrication du
fromage (Lactococcus lactis, Lactobacillus,
Lactococcus laudensis,  Geotrichum  candidum,
Debaryomyces hansenii)

15



- Lactococcus lactis est partagée entre le lait et le fromage
dans 84% des productions.

- Au total, 116 especes bactériennes différentes partagées
entre le lait et le fromage

- Une majorité des especes partagées ne sont pas des
ferments

- Bifidobacterium crudilactis - psychraerophilum est partagée
dans 20,7% des productions a coeur et distingue ’AOP40

INRAZ) université

la science pour la vie, I'humain, la terre PA R I s = S AC L AY
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Lactococcus lactis (2) 4
Lacticaseibacillus mult. sp. (17) 4
Leuconostoc mult. sp. (7) 4
_Enterococcus faecalis (47)
Lactiplantibacillus mult. sp. (22) 4
Lentilactobacillus parabuchneri (44) 4
Staphylococcus xylosus (41)
Lacticaseibacillus mult. sp. (60) 4
Leuconostoc pseudomesenteroides (11) 4
Staphylococcus equorum (18) 4
Brevibacterium aurantiacum (20)
Hafnia iObesumbacterium (28) 1
Brevibacterium aurantiacum (16) 4
Streptococcus thermophilus (5) 4
Bifidobacterium mult. sg. (128) 4
Corynebacterium variabile (10) 4
Serratia mult. sp. (49) 4
Brevibacterium aurantiacum (27)
Lactococcus mult. sp. (13) 4
Levilactobacillus brevis (80) 4

Shigella mult. sp. (113) 4

Serratia mult. sp. (62) 4
Brachybacterium tyrofermentans (29)
Glutamicibacter mult. sp. (23)
Brevibacterium aurantiacum (36) -
Latilactobacillus curvatus (39) -
Enterococcus mult. sp. (99) 4
Brachybacterium massiliense (40) 4
Enterococcus italicus (143) 4
Corynebacterium casel (24) 4
Pseudomonas mult. sp. (73) 4
Corynebacterium casei (53) 4
Psychrobacter pulmonis (182) 4
Microbacterium gubbeenense (63) -
Lactococcus lactis (8) 4

Psychrobacter mult, sp. (157) 4
Lentilactobacillus mult. sp. (98) 4
Pseudomonas helleri (30) 4

Serratia quinivorans (216) 4
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (21) 4
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (9) 4
Staphylococcus chromogenes (801)
Hafnia paralvei (85) 4

Weissella mult. sp. (257) 4
Corynebacterium terpenotabidum (122) 4
Leuconostoc mult. sp. (106) 4

Hafnia paralvei (186) 4
Latilactobacillus curvatus (285) 4
Loigo/actobaci//us coryniformis (289) 4
orynebacterium crudilactis (622) 4

Carnobacterium maltaromaticum (78)

i L

o

100 200 300  40C

Nombre de productions dans lesquelles I'espéce est :

partagée entre le lait et le fromage

. détectée seulement dans le fromage
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Les facteurs corrélés a la richesse microbienne

8. OV
S T

Rind . ope . .
n TToo | [ERcey ([RESLY |PESe) [EWGL) (REBS RERSH NEES Les facteurs les plus significatifs de la richesse
Technological family | @) @ Parameter . . .
looles eeloeoe 0el oles o  microbienne des fromages:

Frencharea {@ @ | | O O | O © || O O | OO O © ® 00 , . icioniwe

Hiesnig tine- . yd . ® . . . b . ‘ ® Cheese level H H

Dairy species 1 @ @ || ® o X °0 * Lafamille technologique, le label AOP et les

Topography 1 @ @ | | @ @ L& JIL L X @ © , . ;. .
Rmd"eatmem-: ollee Y ) :0 ) 00 = facteurs dépendants de I'AOP (région francaise,
Wooden support - | BON M | @@ o @ , . .

Saling methocs 1 @ @ || & @ eo/0e - -ojl@e °°° durée d'affinage) dans toutes les familles de

Relative humidity of ripeningroom1 @ @ || ® @ - @ | @® @||e N IECN ) ® 02 A
ik reament {® @ || ©||@ @ ecl|ee o @ @ o4 fromages, en cceur et sur la crolte
Temperature of ripening room-{ @ * °o o ® C ECEEE N MR K . 0.6
Season ® 2 @® |0 O &) ®||l° @
Production type { @ o N ] e @ - 9| ® @ ® o o . . .
ek eslle el o llleE ® e o puae * Latopographie, les pratiques de soin de la
icrobial counts 1 @ @ . ® N RN N ) e 0. N oy . .
M ey aalaa 2loa Jla e aals o croQte, I'utilisation de planches en bois, la
<0.05
B O P P B I O , . .
L R . A méthode de salage dans certaines familles

technologiques.
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Influence des pratiques sur la structuration du
microbiote du fromage : exemple de ’AOP38

Type de soin de crolite

A sec Aucun

Lavage Mixte

Champignons

Chrysosporium_spé

Fusarium domesticum
Pericilium_Group_camemberti_caseifulvum_fuscoglaucum_commune
Pericilium_Group_caverricola_sofitum
E
& W scomuisiopss fisva
Scopulariopsis_Group_africana_candida_caseicola_fusca
Sphaerosporium equinum
Muti-affifiation
Uni<nawn
Other

Debaryamycss paychiosporus
D _Group_couderti_vi s _prosopidis

Pericilium_Group_hirsutum_ilalicum_resticulosum_iicolor_expansum

SayFood

Food & Bioproduct Engine

Q2

# R2=0.650, p value < 0.001

LA S

A sec

Aucun
Lavage

Mixte

28

AgroParisTech A |NRA@ université
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D31

Les Profils fongiques a la surface des fromages de
I’AOP38 varient fortement en fonction de la nature
des soins de crolte appliqués par les producteurs

18
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MetaPDOcheese, une étude métagénomique a grande échelle qui a fait la lumiere sur :

* Un core microbiote spécifique au sein de chaque famille technologique - en accord avec le concept de
"types de microbiome fromager" (wolfe and Dutton, 2014; Reuben et al., 2023)

 Une grande diversité d'especes microbiennes indigenes dans les fromages, dépassant les cultures

microbiennes connues pour étre ajoutées pour la fabrication des fromages (Bulletin de la FIL N° 495/ 2018 : 95
especes bactériennes et 40 especes fongiques)

* Des profils microbiens fagconnés principalement par les facteurs AOP et dépendants de I'AOP comme la
région de production et les pratiques d'affinage pour les fromages, ainsi que les especes animales, la
zone géographique et les pratiques d'élevage pour les laits

- Mise en évidence de la contribution de la biogéographie et du savoir-faire spécifique a I'AOP dans la
formation du microbiote des laits et des fromages AOP

ISME Communications, 2024, 4(1), ycae095
.’: :\. |||||| //doi.org/10.1093/ismeco/ycae095
.- Advance access public: ation: 11 July 2024
A\ L d Original Article
A comprenensive, 1arg S( e a \ of “terroir” cheese

o and milk microbiota revea e

. both geographical and huz LO

. zeograyj
Ag roParisTech universite 0t A W N R R GG L s WS s W
Sébastien Theil®, Valentin Loux?, Corinne Cruaud®, Frederick Gavory®, Valérie Barbe®, Ronan Lasbleiz’, Frédéric Gaucheron
, : science pour e PARIS-SACLAY
Talents d’'une planéte soutenable la science pour la vie, 'humain, la terr $-SAC Céline Spelle’, Céline Delbés®*
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Poursuivre la caractérisation des communautés microbiennes des fromages :

liens entre diversité et fonctionnement de |'écosysteme

compréhension fine des intéractions mises en jeu Approches multi-omiques

+

« prédiction de fonctionnalités et caractéristiques macroscopiques modélisation
(ex : texture, couleur, arébmes...)
) _ ] ] , Approches culturales o e
* meilleure connaissance de la fraction virale de ces communautés + AR o

métaviromes
2025-2028

Exploiter cette connaissance pour le design de communautés microbiennes
adaptées pour les fermentations végétales :

= @
rrancase QNI .

* meilleure maitrise des fermentations spontanées (ex : légumes) g,
metasimfood = R

* anticiper I'impact des changements (climatique, attentes sociétales) aApproches multi-omiques 5022-2026
* amélioration de I'acceptabilité des produits fermentés a base de . * .
, : Ecologie microbienne 9
légumineuses synthétique a8 s
+ . FaR

* proposer de nouvelles alternatives végétales fermentées durables 2024-2028

et bonnes pour la santé

modélisation métabolique
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2023-2028

AgroParisTech A INRAZ universite

Talents d’'une planéte soutenable PARIS-SACLAY

la vie, I'humain, la terre
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