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o S, Les missions du CNIEL

1. AMELIORER LA COMPETITIVITE DE LA PRODUCTION ET DE LA TRANSFORMATION
LAITIERES FRANGAISES

t4:>Implication du CNIEL dans des programmes de recherche avec diffusion du progres
scientifiqgue a travers de nombreux colloques et conférences.
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FONDATION
POUR LA RECHERCH

“L'esBcosystémes fromagers : un véritable défi scientifique, sanitaire

et économique.

* Enjeu de taille & survie d’un patrimoine alimentaire
¢ Communauté microbienne complexe & composée de micro-organismes en partie
responsable des caractéristiques des fromages

Texture Flaveur Propriétés

Fonctionnelles

Acidification

Couleur, aspect _
Formation

d’ouverture

Inhibitions de
pathogenes Propriétés
nutritionnelles

Inhibition de

flore d'altération Influence sur le microbiote

intestinal et systeme
immun

& Nécessité d’acquérir des connaissances sur les mécanismes d’action de la
communauté microbienne contribuant a la qualité
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POUR L,
SUR LA

environnementaux

Augmenter la connaissance sur les
communautés microbiennes
fromageres en lien avec les

parametres technologiques et

Transférer le savoir sur | ‘outil
métagénomique et utiliser par les
professionnels de la filiere lait

Multiples intéréts de mieux comprendre les
écosystemes fromagers et leur dynamique
(outil métagénomique)

Etudier des génomes microbiens de souches Révéler la présence de nouvelles espéces

représentatives de la diversité des fromages & . : .
) fex , : microbiennes sous-dominantes et
constituer une banque de référence génomique

commune contenant les catalogues de génes

présents dans les fromages

potentiellement d’intérét technologique

Suivre les écosystemes au cours
de la fabrication (lait, caillé avant
et aprés salage, affinage)

Caractériser/controler les
levains de fabrication Laits crus vs laits
fromageres pasteurisés
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oo S L'outil métagénomique

SUR LA BIODIVERSITE

e Qutils pour la R&D

e Suivi microbiologique des sites de production
e Signature de biodiversité

Almeida et al. BMC Genomics 2014, 15:1101

httpy//www biomedcentral.com/1471-2164/15/1101 BMC

Genomics

RESEARCH ARTICLE Open Access

Construction of a dairy microbial genome catalog
opens new perspectives for the metagenomic
analysis of dairy fermented products

Mathieu Almeida Agnés Hébert® Anne-Laure Abraham'? Simon Rasmussens, Christophe Monnet™,
Nicolas Pons®, Céline Delbés?, Valentin Loux”, Jean-Michel Batto”, Pierre Leonard®, Sean Kennedyj,
Stanislas Dusko Ehrlich®, Mihai Pop®, Marie-Christine Montel’, Francoise Irlinger®® and Pierre Renault™”

Abstract

Background: Microbial communities of traditional cheeses are complex and insufficiently characterized. The
origin, safety and functional role in cheese making of these microbial communities are still not well understood.
Metagenomic analysis of these communities by high throughput shotgun sequencdng is a promising approach to
characterize their genomic and functional profiles. Such analyses, however, critically depend on the availability of
appropriate reference genome databases against which the sequencing reads can be aligned.

Results: We built a reference genome catalog suitable for short read metagenomic analysis using a low-cost
sequencing strategy. We selected 142 bacteria isolated from dairy products belonging to 137 different species
and &7 genera, and succeeded to reconstruct the draft genome of 117 of them at a standard or high quality level,
including isolates from the genera Kluyvera, Luteococcus and Marinilactibacillus, still missing from public database.
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Diversité microbienne des fromages traditionnels

UFungi 8%
14 genera
21 species

B Yeast 13%

10 genera
35 species

8 Bacteria 79%
68 genera

237 species

Livarot, Munster... (Surface)

Ref: MC Montel, ANR GRAMME 2008-2010
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w:55%  Intérét de 'approche métagénomique

Ne pas passer par une étape de culture en laboratoire

* Extraire 'ADN présent dans I'échantillon et vérification
qgualitative et quantitative de ’ADN

 Séquencage direct ou apres amplification

* Traitement des résultats (filtrage, affinage,
comparaison/identification via des banques de données
(élémentclé), ....® ... = ... = mise en forme des résultats)

Q> Description génomique du contenu de I'échantillon et déterminationde la
liste et la répartition des especes présentes.

Disciplines: microbiologie, biologie moléculaire, statistique, bioinformatique
Partenaires : Toulouse, Rennes, Génoscope, Jouy en Josas, GATC (société de séquencage),.....
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FONDATION
POUR LA RECHERCHE
SUR LA BIODIVERSITE

Pour les initiés.....

Extraction

Metagenomic
Sequencing

N
= e -1

Mapping : 35bp + 0-3 mismatches

Annotation information: CDS

Bowtie [5] ! I Y
— = T mmmmmme,
s7re J Filt bil
- ilter mobile _—
CDS —> elementsand —> Normalisation

CDS 2 CDS coverage
CDS3

short CDS

by CDS length

Reference
Genomes

=

CcDS
coverage's
distribution

Comparison to an expected distribution
to determine genome’s presence/absence

How to conclude if the exact strain genome

is not sequenced?

—= Need to estimate distributions

on close genomes




Caractéristiques des outils de métagénomiques transférés vers les
/(FRB professionnels laitiers
% projet « Food Microbiome Transfert »

POUR LA RECHERCH E

- Outil performant allant de I'extraction a la base de données

- Détection possible d’espéces sous-dominantes jusqu’a 1 /100000

- Bon accord avec les mesures microbiologiques

- Nette amélioration dans la convivialité de traitement des séquences

e FoodMicrobiomes Transfert website

- Nécessité d’améliorer le perfectionnement de l'outil pour
- Gérer le manque de génome de référence
- accélérer le temps des analyses
- Gérer des potentielles contaminations lors des séquencages
- Avoir des indices de confiance sur les résultats
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FONDATION

o Cartographie génomique des 45 fromages AOP francgais

Fromages francais AOP = produits typiques et tres

diversifiés

 Issus de la combinaison de pratiques variées de
production laitiere et de transformation du fromage.

* Importance de la composante microbiologique dans
I’élaboration et la typicité des fromages mais complexe et
différente d’un type de fromage a un autre.

* Manque de connaissance de la diversité des
communautés microbiennes naturelles

* Perte progressive de la diversité microbienne dans les laits

et les fromages résultant de la pression sanitaire

Objectif : Etablir un catalogue exhaustif des communautés microbiennes présent dans
I’ensemble des fromages AOP francais.

Stratégie expérimentale : Utilisation d’approches métagénomiquesassociées a l'utilisation de
nouvellestechnologies de séquencage a haut débit.
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roun 10 R Cartographie génomique des 45 fromages AOP frangais
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Recenser toutes les especes microbiennes présentes
Lister les genes de fonctions associés aux especes
Enrichir la banque de données de génomes de référence

Comprendre la dynamique des populations et des fonctions associées

& «Gestion» des communautés microbiennes (écologie microbienne
dirigée), en lien avec des pratiques de production fromagere

v 1200 fromages et 400 laits de collectés.
v’ Extraction d’ADN
v’ Utilisation de 'outil métagénomique en 2019
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roun i LTI Autres projetsincluant des « suivis séquencages »

SUR LA BIODIVERSITE

lors d’itinéraires technologiques

Modele d’étude : Lactococcus lactis ssp. lactis

3 souches de L. lactis ssp. lactis (choix « raisonné » des souches)

Un systéme

Lait stérile

il i} il
/4./4./4. /4./4./'

ééé éé

modeéle simplifié

" [aitcru

= Evolutionexpérimentale (backslopping) é

La méthodologie * 3 mois (~ 800-900 générations) ErEE /4. A /,l
proposée = Conditionsstandardisées (repiquage ééé éé
phase stat, 22°C,10% UFC/ml...) ; \
= Dynamique des souches (tracage)
Les descripteurs du = Cinétiqued’acidification (souches seules vs mélange,
systéme mélange seul vs mélange dans du lait cru)

= Niveaude protéolyse (dosage acides aminés libres)

= Pouvoiraromatique (diacétyle/acétoine, COV...)
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FONDATION
POUR LA RECHERCHE
SUR LA BIODIVERSITE

Autres projets incluant des « suivis séquencgages »
lors d’itinéraires technologiques

PATES PRESSEES

FERMENTS LACTIQUES
+PRESURE TRANCHER LE CAILLE pss NON CUITES
SAUMURE
]@ 3 - g,
n . - \v,\ “
2 Ll QCAC,
:—#i ##mﬂmm R ===
- Ko 1 ' [ - : 2
2 o AFFINER EN CAVE / SURVEILLER, RETOURNER,
" SALER FROTTER LES FROMAGES

FAIRE CAILLER DEMOULER
nnwl jour | 1 ious | 1 moiz | 2zem >
i 3 | 5 | |
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- enregistrement des paramétres physico-chimiques (pH, T°, Aw)

- dénombrements bactériens

- ADN pour quantification d'especes

- ARN pour quantification des transcrits

- dosages de métabolites bactériens (sucres, acides organigues et aminés, volatils, lipides, AGCC ?)
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Les collections

* Privées appartenant aux groupes industriels (laitiers ou
fournisseurs de ferments)

Instituts de recherche (INRA, Cirad, Pasteur, autres ??)

CIRM (Rennes, Tours, Jouy) te Monac v

omemsacy

Autres ?7??

Actalia/CIMIL pour le CNIEL / (voir diapo suivante)
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S Collection CIMIL (gérée par Actalia)

FrancemiL o _ o Site internet : www.francemil.fr
Sbeckmmtontbeds Résomil  Collections  Passer commande  Les participants a Résomil Espace client
B ////—— o = W Derniéres actualités
B == - Différentes collections
FranceMIL est la Collection Nationale de ressources . L~ . . .,
génétiques pour les microorganismes d'intérét laitier propose désormais 25 souches ( Référen ce, Biodiversité et

de Lacrobacillus paracasei et 1
souche de Lactobacillus casei Lire

24 8 B i N Phages) qui sont mis a
¥ 7 ges) q

-~
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. . . ’ . .
_ promen nilee i dispositionde I'interprofession
Collection de Collection i Collection j_:::éc::z ld: el €té e e
Référence L Biodiversité ' | Bactériophages it | altiere.
;;4 1 » 1 lactococcus
= ¥+ 7 Lacrococcus lactis lactis lactis
4 Lire plus
Collection composée de : Collection mise a ~ Collection unique de 3
126 souches d'origine | disposition par bactériophages lactiques | | Lancement de Ia collection - En 2018, 1445 souc h es
laitiére = Iinterprofession laitiére - mise 2 disposition par { FranceMIL ’
~ (CNIEL) linterprofession laitiére Wl collection e 5 e 7 e
P — ol e | bactériennes et 156
publications scientifiques, N Ressources diversifiées = rassemble 3 collect]io'ns ;. , .
ietos comeno rétésonce solées e et de Bacterophages de / e ol e e bactériophagesde bactéries
ou possédant un intérét produits laitiers d'origine | Lactocoques et de
s ot T . lactiques disponibles
: - —
Maison du lait
\ \ y 42 rue du Chateaudun
75314 PARIS Cedex 9
OBIJECTIFS:

1. Innover,améliorer ou compléter les rotations avec un large choix de souches de la collection biodiversité
2. Tester la résistance des ferments avec la collection Phage

3. Utiliser les souches de références connues dans des expérimentations.

En paralléle de cette activité de mise a disposition & recherche sur purification de souches et identification de
souches et de sous especes, les biodiversités génétique et métabolique
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SUR LA BIODIVERSITE
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Merci de votre attention
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