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Le microbiote digestif et I'étude de son métagénome

G. Corthier, Directeur de Recherches Honoraire,ANRance

Nous sommes habités par une importante populatiorobienne située principalement dans
le gros intestin. A titre d’exemple : ces bactédent 10 fois plus nombreuses que les cellules
de notre corps, la moitié de nos selles est colstile bactéries, le génome de toutes ces
bactéries (métagénome) est 100 fois supérieur @a.rdette masse microbienne est nommée
le microbiote et le séquencage de I'ensemble deggmome est tres avancé. Ce sont les
projets « métagénome » ou la France et 'Europainatnette avance (pour le moment) sur le
reste du monde. Pourquoi un tel effort de recleerghParce que notre vie ne serait pas
possible sans la présence dans notre tractus ifligestes populations bactériennes. De
I’équilibre de cet écosysteme microbien dépendssliailation d’'une grande partie de notre
alimentation, la production de vitamines, les flahgces et le confort digestif mais aussi
I'obésité, la détoxification de composés induidantancer et les maladies inflammatoires de
I'intestin. De facon plus globale encore, sans abimte digestif notre systéme immunitaire
serait atrophié et incapable de répondre aux agammitsogenes. Des recherches récentes
suggerent aussi que de I'équilibre du microbiotarpnt dépendre une forme de diabéte et,
pour une partie, notre comportement. La dispoméidi’outils nouveaux permet d’analyser
maintenant la diversité du microbiote et de sesctfons. On espére ainsi lever assez
rapidement le voile sur cet inconnu propre a chatnous, le microbiote.



Théme 1 :

Circulation — Dissémination
des microorganismes dans leurs environnements



[PO1]

Prévalence et circulation de pathogenes humains @¢ bactéries résistantes
aux antibiotiques dans I'environnement

Alain Hartmann, UMR 1347 Agroécologie

Les sols constituent un réservoir important de iberdité microbienne. Parmi ces
microorganismes, certains sont capables d’intemastavec I'Homme (commensalisme) ou
d’'induire des pathologies (maladies infectieusgsies ou chroniques). De plus, les bactéries
du sol constituent un réservoir important de gédesrésistance aux antibiotiques. Les
activités agricoles comme I'élevage et le recyeldg produits résiduaires organiques dans
les sols peuvent constituer une source de bactgait®génes, résistantes aux antibiotiques
ou commensales de I'Homme. Ces pratiques agricgjes,sont en constante évolution,
doivent donc aussi étre évaluées en termes deerinitaire sur le long terme. Les réservoirs
environnementaux potentiels (sols, eau, animaux poyr ces populations bactériennes
doivent donc étre définis et analysés ainsi quartaulation de ces populations bactériennes
entre ces différents compartiments. De nombreutetas environnementaux influencent le
devenir et la circulation de ces populations baetées pathogénes ou commensales dans
'environnement. Parmi les facteurs abiotiques eutiter les caractéristiques pédologiques
des sols (physico-chimie), le climat (températfites hydriques ...), ces facteurs présentent
des variations importantes (évolution/dégradatiencdrtains sols, changement climatique).
Les facteurs biotiques tels que la structure elivarsité des communautés microbiennes (au
travers de phénomenes d’antibiose, de compétitaphique et de communication cellulaire)
peuvent également étre déterminants dans la sdeggathogénes dans I'environnement. La
maitrise du risque sanitaire nécessite une applotdgrée impliquant a la fois des méthodes
d’écologie microbienne et des méthodes d’'étudesrdEsmnismes cellulaires et moléculaires
impliqués dans I'adaptation de ces bactéries angitions environnementales.
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La biodiversité levurienne du raisin et du vin :
la place de I'homme ?

Pr H. Alexandre

Laboratoire VALMIS-UMR PAM AgrosupDijon/UB
Institut Universitaire de la Vigne et du Vin Julésyot

Les microorganismes sont apparus sur terre il yua ge 3.5 milliards d’années, mais les
levures sont apparues il y a 1.5 milliards d’anséd¢’on en croit les études relatives a
I’horloge moléculaire. Depuis leur apparition, lesures se sont diversifiées. La premiere
edition de « Tk yeasts, a taxonomic stuslydécrivait 164 especes en 1952, puis 349 especes
en 1970, 500 en 1984, 700 en 1998 et 1500 dansidieédie 2011. Les premiers stades des
fermentations spontanées, c’'est-a-dire conduitdgsalevures naturellement présentes sur le
raisin, sont caractérisés par des la présencesdeekeappartenant aux espekeesmseniaspora
uvarumqui sont dominantes. En proportions plus faibileg, a également d’autres levures
comme lesCandidh, Pichia, Rhodotorula Hansenulaet KluyveromyceqFleet et Heard,
1993). Au fur et a mesure que la fermentation a@ah&thanol s’accumule dans le milieu, ce
qui est favorable a la levure de fermentat®accharomyces cerevisiggli domine alors le
milieu. Ainsi, le profil sensoriel des vins qui di€t a sa composition aromatique provient de
la contribution de différentes especes de levures.

Selon le concept de « domestication » des traitngiypiques ont divergé entre I'espéce
domestiquée et son ancétre. CBaxcharomyces cerevisjdey a un faisceau d’évidence qui
montre que les divergences phénotypiques ont acagmées les divergences génétiques entre
les souches de vins et celles qui n'en sont pas.is3es divergences étant du aux pratiques
humaines. Ainsi, Saccharomyces cerevisiae du Yiplas tolérante aux sulfites que la méme
espéece issue d’autres niches écologique. La peatipu I'élevage des vins en flts sans
remplissage (ouilage) a conduit & I'apparition eeutes a voile dans les régions ou cette
pratiqgue est usitée. Nous verrons que ce sont Hasgpes humaines qui ont conduit a
l'apparition de phénotypes particuliers chez cedtgpece et qui s’explique par des
modifications génétiques
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Genetic and phenotypic characterization of commensand clinical Candida
albicansisolates reveals heterogeneous distribution of adhrence and
Invasiveness properties

F. Vincent!, M. Sautout?, C. L'Ollivier C*? C. Truntzet, A.Bonnin?, F. Dallé*?

'UMR 1347 Agroécologie AgroSup/INRA/uB - Péle MERSue Sully, BP
86510, 21065 Dijon Cedex, Frant@arasitology and Mycology
department, Plateau Technique de Biologie du CHLe?A. Ducoudray,
BP 37013, 21070 Dijon Cedex, FranéeClinical Innovation Proteomic
Plateform (CLIPP), CHU Dijon CLIPP CGFL, Dijon, Frae.

ConsideringCandida albicansas a primarily clonal model of reproduction, distilineages

of C. albicanscould propagate independently, each clonal lindeyéng possibly variations
in biological traits contributing to the pathogatyocof the fungus such as adherence or the
yeast-hyphae transition. Indeed, adherence toadjaitttells is considered a virulence trait of
C. albicanssince contributing to the first contact of the dus with the host’s epithelial
layers. Moreover the ability df. albicansto switch from the yeast to the hyphae form is an
important determinant d. albicansvirulence since favoring invasion of the funguithe
host’s tissues.

Using a Multi-Locus Microsatellite Typing, (MLMT)pproach, we previously addressed the
guestion of the pathogenicity of lineagesGfalbicanswith regard to their origin in three
series ofC. albicansisolates: 82 commensal isolates collected in hgaldividuals, 46
invasive bloodstream isolates and 46 of non-blgedst clinical isolates. In the current
study, invasiveness (i.e. cytotoxicity effect) amherence to epithelial cells of representative
strains of the 3 series previously characterizeth@igenotypic level were investigated in the
Caco-2 in vitro model of human intestinal barrier. Correlationgwsen invasiveness,
adherence, genotype and origin were then investigat

Principal component factor analysis failed to révs@ecific correlation between genotypic
and phenotypic characters for all of the strainglisd. However, it was possible to group
strains into three clusters based on their capigsilio adhere to and to invade intestinal cells.
Interestingly, some clinical strains presented erelse in their cytotoxic effect associated
with a defect in their filamentation capability.

To illustrate these observations, the clinical istra®926 was further characterized in vitro
with regard to its filamentation capabilities asngared to the reference strah albicans
SC5314. Colony morphology on specific agar medipomed a strong defect in its
filamentation ability. This was confirmed by micoopic observations in specific liquid
media. Despite similar adherence capability tohegiél cells, cytotoxicity of the strain n°926
was significantly lower than the reference stri@inalbicansSC5314. These data suggest that
() invasion of epithelial cells is mainly drively Ithe ability ofC. albicansto switch from the
yeast to the hyphal form and (ii) natu@l albicansstrains could harbor atypical defect in
their filamentation capabilities.

Experiments are in progress in a mouse model ceditated candidiasis originating from
the gastro-intestinal tract to confirm the defettfilamentation capabilities of. albicans
natural strains observeal vitro.



[POP2]
Diffusion des souches résistantes d&seudomonas aeruginosaa les réseaux
d’eau usée : des effluents hospitaliers a la rivier

C. Slekoveé, P. Cholle§, M. Thouvere§, P. Plésid D. Talorf, X. Bertrand, D. Hocquet

4 Service d’hygiene hospitaliere, Centre Hospitaligniversitaire, Besancon, France
UMR 6249Chrono-environnemnt, Université de FranCloenté, Centre Hospitalier
Universitaire, Besancgon

Bcentre National de Référence de la Résistance atikigtiques, Centre Hospitalier
Universitaire, Besancon, France.
cslekovec@chu-besancon.fr

Les effluents hospitaliers, véhiculant des souafePseudomonas aeruginossont traités
dans une station d’épuration (STEP) avant d'éfetés dans la riviere. Nous avons évalué le
risque de dissémination des souches hospitali€sistantes déseudomonas aeruginosa
dans I'environnementia le réseau d’eau usée.

L’étude a été conduite dans I'agglomération bisentlurant 10 semaines afin de réaliser 11
séries de prélévements hebdomadaires. Les sitpsétlvement concernaient des effluents
hospitaliers et communautaires, I'eau en entr&entie de la STEP, les boues produites par la
STEP et destinées a I'épandage, ainsi que lareivd@ amont et en aval de la STEP. La
charge erP. aeruginosa été quantifiée. Nous avons déterminé le profilédestance de 225
souches. Toutes les souches résistantes ont é&éygées par électrophorése en champ pulsé
et par séquencage multiple de genes.

Plus de 95 % des prélévements réalisés conterd@snsouches de. aeruginosaavec des
charges importantes dans les effluents hospitadiers que dans les boues. La majorité des
souches résistantes de. aeruginosaa été isolée dans des prélevements d’effluents
hospitaliers. La station d’épuration a permis daiduer la charge en bacille pyocyanique de
94 % toutefois, ce traitement ne permettait pasré&buire la proportion de souches
résistantes. La charge €n aeruginosale la riviere était plus élevée en aval qu’en anaen

la STEP. Nous avons identifié des séquences typasmant des souches résistantes dans les
effluents hospitaliers, en sortie de la STEP ams& dans la riviere en aval de la station
d’épuration. L'eau traitée et les boues destinébSpandage constituent donc un risque réel
de contamination environnementale par des souclespithlieres résistantes dB.
aeruginosa



[POP3]
Développement de la Signature Tagged Mutagenesis dactobacillus casei
pour identifier les genes impliqué dans le maintiealans l'intestin.

Licandro-Seraut FP®, Scornec H®, Cavin J. F?, Pédron T, Sansonetti

@Unité de Pathogénie Microbienne Moléculaire, IngtPasteur, Paris, France.
®PIYMRA Procédés Alimentaires et Microbiologiques,@&up Dijon / Université de
Bourgogne, Dijon, France.
helene.scornec@yahoo.fr

Lactobacillus caseest une espéce probiotique bien documentée cardetas bénéfices
gu’elle apporte a I'hdte, mais les mécanismes iquéls dans les interactions symbiotiques
avec I'h6te sont encore peu connus. Ceci est noariil au manque d’outils génétiques
fiables pour réaliser une génétique inverse chetdetobacilles. Le but de cette étude est de
développer une stratégie basée sur la Signaturgefalylutagenesis (STM) (1) qui permet
d’identifier les genes bactériens requis pour Isigeance dans l'intestin. Deux points majeurs
ont été développés: (i) un systeme efficace de genise aléatoire ché&z caseiet (ii) une
méthode de criblage phénotypique fiable pour détema capacité de chaque mutant a se
maintenir dans l'intestin.

Un systéme a deux plasmides pour la mutagenesetrgasposition, s’appelant;R-
Tpasel$zo3 a été utilisé (2). Un premier plasmide exprimaansitoirement Tpase{ss;
géene de la transposaselP23de Lactobacillus johnsonjia été associé a un second plasmide
transposable et suicide comportant les séquenbks ade Tpasel®s Soixante-dix tags ont
été clonés dans le second plasmide transposabéagérainsi 70 plasmides transposables
tagués. Ce systeme a donné lieu a une transposificace du plasmide transposable taguée
dansL. casei Une banque de mutants par transposition tagu@épasee de 60 pools de 70
mutants différents a été organisée de facon a eelgaque mutant tagué du pool puisse étre
guantifié par gPCR en temps réel.

Quatre pools de 70 mutants tagués ont été mis mpéidions dans des anses intestinales de
lapin pendant 16 h pour déterminer leur habiligeanaintenir dans l'intestin. Chaque pool a
été injecté dans les anses de deux lapins diferdddur chaque mutant, la variation
guantitative entre le pool inoculé et le pool rémépa été déterminée grace a la qPCR en
temps réel. Deux mutants ont montré une altérateteur capacité de maintien. Les mémes
mutants ont été identifiés chez les deux lapinidaat ainsi la méthode de criblage.

Cette stratégie validée sera utilisée pour idemties génes impliqués dans le maintien des
probiotiques dans lintestin et pourra étre utdisgour étudier d’adaptation bactérienne a
d’autres environnements particuliers.

(1) Hensel, M., J. E. Shea, C. Gleeson, M. D. JokesDalton, and D. W. Holden. 1995. Simultaneous
identification of bacterial virulence genes by nagaselection. Science 269:400-403.

(2) Licandro-Seraut H., Brinster S., van de GuditeScornec H., Maguin M., Sansonetti P., CaviR.JSerror

P., Development of an efficiemt vivo Pjunc-Tpasel8223based system for random transposon mutagenesis of
Lactobacillus caseiAccepted (AEM00531-12).



[POP4]
Effet d’'une supplémentation prébiotique (technologe FAP®) de la mére sur
la mise en place de I'écosysteme digestif dans téses du poulain

C. Faubladier?, V. Julliand®, 1. Delport® et C. Philippeaf

4Agrosup Dijon — USC INRA Nutrition du cheval athléDijon

bOriginal Process — Lilles
c.faubladier@agrosupdijon.fr

Chez le cheval, I'écosystéme bactérien du grosstintgoue un réle primordial dans la
digestion des fourrages en nutriments énergétigGesame chez les autres mammiferes,
I'efficacité de cette digestion pourrait dépendee ld mise en place des différentes flores
bactériennes dans le tractus digestif du poulainl@@aissance. Le premier objectif de notre
étude a été de décrire la mise en place de I'étmmgsbactérien digestif dans les feces du
poulain de la naissance a deux mois d’age. Notgidlme objectif a été de tester I'impact
d’'une supplémentation de la mére en prébiotiqua3® £Original Process, France) autour du
poulinage sur la mise en place de cet écosystearletpoulain.

Dix couples juments/poulains ont été conduits emditeons contrélées. Les juments ont été
réparties en deux groupes : supplémentées (S) au (NB) avec des FAP* ;
EQUIPROCESS® granulé du 285eme jour de gestatisquja 60 jours apres poulinage
(JNO) et la péate orale FLORE PROCESS® de JNO a IM8.poulains n’ont regcu aucune
supplémentation. La concentration de différentesefl digestives fonctionnelles et leur
activité fermentaire (concentration en acides guaatils, AGV) ont été quantifiées dans les
feces des poulains, de la naissance (JO) a 60dewg (J60).

Les poulains étaient tous en bonne santé a la ammiss Les flores anaérobie totale,
lacticolytique et amylolytique se sont implantéeés th naissance et ont atteint un niveau tres
éleve des les premiers jours de vie. La flore taitique a été détectée plus tard a partir de 5
jours d’age (+/- 3j) puis a augmenté progressivdrpenr atteindre les valeurs adultes a J30.
Au regard de I'évolution des profils en AGV, laritocellulolytique semblait étre active tres
tot, dés la deuxieme de vie alors que les pouladnsonsommaient que tres peu de fourrages
par rapport au lait maternel. L'ingestion de fogesa par le poulain dans ses premiers jours de
vie pourrait avoir un réle a jouer dans I'implamatet I'activation de cette flore. A partir de
deux mois d’age, le profil en AGV était stable emparable a celui d’'un adulte, suggérant
gue I'écosysteme bactérien digestif en place seaphble de digérer les parois végétales
contenues dans les aliments type fourrages et ligianu

La supplémentation de la mére en prébiotique al@&cBimplantation des flores anaérobies
totales et lacticolytiques au cours des trois peesnjours de vie (p=0.005 and p=0.020
respectivement) et a stimulé le démarrage desitgstisle dégradation du lactate au cours des
cing premiers jours de vie. Les effets de la suppl&ation maternelle en prébiotique sur la
mise en place de I'écosystéme digestif du poulaurmaient étre en partie expliquée par une
augmentation de la quantité et/ou d’'une modificatle la qualité du lait produit par la jument
supplémentée dans les premiers jours apres poalinag

*technologie exclusive de germination et de ferraBoh lactique d'orge a partir de 8 micro-organisme
sélectionnés et déposés a la CNCM (Collection naté de cultures de micro-organismes)- ORIGINAL
PROCESS



[POP5]
Single cell analysis evidence Heterogeneous expiiesasof the Agr
communication system ot.isteria monocytogenes

Anne-Laure Vivant? Dominique Garmyh? Laurent Gat*", Romain Briandét Morgan
Guilbaud, Jean-Paul Lemaitré Alain Hartmanfh?andPascal Piveteat®

'Université de Bourgogne, UMR 1229, F-21000 Dijorarfee ;2INRA, UMR 1229, F-21000
Dijon, France :* AgroSup Dijon F-21000 Dijon, France' INRA, UMR 1319 MICALIS, F-
78350 Jouy-en-Josas, FrancEAgroParisTech, UMR 1319 MICALIS, F-78350 Jouy-en-
Josas, France

Communication, often referred as Quorum Sensingnuslved in the adaptation of most
bacteria to their environment. In the gehisteria, theagr communication system affects the
biology of Listeria monocytogeneduring saprophytic life (biofilm formation) and g
infection. In the present study, we investigabedsitu agr expression of six isolates &f
monocytogenedy combininggfp reporters, flow cytometry and fluorescent microscop
during plantonic growth and dynamic flow cell biofiset ups. Unexpectedly, during growth
in TSB homogenised liquid cultures incubated at®@5Fhile auto-inducer concentration was
uniform, statistically significant results showeldat two distinct sub-populations existed
within cultures of the six isolates and the peragatof AGR-ON cells ranged from 15% to
73% according to the isolate tested. At 37°C, itachfrom 15% to 48%.

Finally, in flow cells, 69% to 80% of the cells @8 h biofilms expressed Agr but these
differences were not significant. Our results higfl the need to integrate individuality of
bacteria in order to decipher the mechanismd.isferia monocytogeneadaptation to its
environment.

10



[POP6]
Survie et/ou réactivation de microorganismes du sa@ous hautes pressions
gazeuses

M. Ragon?, S. Guyot, J-M. Perrier-CornétA. Hartmanf, P. Gervai$
& AgroSup Dijon / Université de Bourgogne / UMR-A102. Procédés Alimentaires et

Microbiologiques — Equipe Procédés Microbiologiqee8iotechnologiques - Dijon
b AgroSup Dijon / INRA / Université de BourgogneM® 1347 Agroécologie - Dijon
m.ragon@agrosupdijon.fr

Le sol constitue une réserve considérable de migamismes représentatifs de nombreuses
communautés cellulaires. Les recherches reposant’lstpothése qu’il existe, dans les
échantillons de sol, des communautés microbienceptées a des conditions physiques
(pression, température) trés différentes de cedasontrées dans nos laboratoires : soit parce
gue les conditions de milieu ont changé (sol), paite que les conditions de prélévement sont
tres difféerentes des conditions de culture (grdodds marins). Dans cette optique, l'utilisation
des hautes pressions gazeuses (200-1000 bars dapsemier temps) est envisagée afin
d’essayer de réactiver des microorganismes dormgués I'on ne sait pas cultiver. La
découverte et la culture de ces microorganismesrgibypermettre de découvrir des formes
microbiennes avec des adaptations qu'il seraitiplesd’utiliser a des fins de connaissance sur
la plasticité cellulaire ou d’exploiter industrethent certains éléments spécifiques du
meétabolisme (enzymes, produits).

L’objectif de la présente étude est de validerillsdtion de procédés originaux de culture
sous Hautes Pressions. La maitrise de ces prodéuest permettre d’approcher les conditions
optimales de culture par l'utilisation d’enceintégutes Pressions spécifiques :

(1) Enceintes « aveugles »elles permettent de placer des échantillons pession et
de maintenir cette pression constante au courdraeibbation mais ne permettent
pas de visualiser la croissance des microorganisanesdu traitement hyperbare.
Elles possédent un volume utile d’environ 100° grarmettant I'introduction de 3
petites boites de Petri (4 cm de diameétre) ettedgia des pressions allant de 250 a
2000 bars selon le modele de I'enceinte.

(2) Enceintes « optiques » ou cellules de visualisatiorlles permettent de visualiser
les échantillons et de suivre, en temps réel, désssance microbienne au cours du
traitement hyperbare. Elles peuvent étre utiliggegr réaliser des cultures sous
pression gazeuse isostatique en milieu solide s goession hydrostatique en
milieu liquide. La présence d'une double enveloppermet de réguler la
température d’incubation. Cette cellule de visaai peut résister a des pressions
allant jusqu’a 4000 bars.

Dans un premier temps, la levuf®@accharomyces cerevisiag été utilisée comme
microorganisme modeéle. Son taux de croissance meésare entre 1 et 500 bars dans ces deux
types d’enceintes. Une étude comparative a été enadine de retenir 'enceinte la plus adaptée
au suivi de la croissance microbienne.

Dans un second temps, des échantillons de differsols (terrestre et marin) ont été
récupérés afin d’identifier les populations micebies piézotolérantes et/ou piézophiles
eventuelles. Les échantillons de sol terrestreiprment du domaine de Breteniéres (I.N.R.A.,
Dijon) et les échantillons de sol marin ont étdearés dans deux carottes profondes du Bassin
Indien Central (Océan Indien) a plus de 5000 mrdéopdeur et ont été gracieusement fournis
par la carothéeque océanique du Muséum National stbite  Naturelle.
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(P1]
MISE EN PLACE D'UN MODELE IN VIVO DE COLONISATION
DIGESTIVE STABLE A C. ALBICANS CHEZ LA SOURIS
IMMUNOCOMPETENTE

Sandrine ALBAC ( UMR 1347 Agroécologie AgroSup/INRA/uB - Péle MERS, Dijon, France)
A. Bonnin, F. Dalle, F. Vincent, F. Bon : UMR 1347 Agroécologie AgroSup/INRA/uB - P6le MERS, Dijon,
France, D. Croisier-Bertin, S. Da Silva, D. Hayez : Vivexia

Les levures du genr€andida sont des agents pathogénes opportunistes respesnsid
candidoses invasives chez les sujets immunodéprehésnt associées a un taux de mortalité
élevé. Elles représentent 8 a 15% des infectiorsoammiales hématogenes @andida
albicansest I'espece la plus frequemment isolée en pati®lugnaine

InitialementC. albicansappartient & la floreommensale intestinale, buccale et vaginatke
’homme. Ce commensalisme résulte d’'un équilibrerestes propriétés biologiques de la
levure et les systemes de défense de I'héte. Launeipde cet équilibre chez un patient
fragilisé aura pour conséquence urmonisation intense des muqueusefvorisant un
envahissement des cellules épithélialela translocation a travers la barriere épithéliale
digestiveet la possibilité ddissémination hématogene

La problématique de I'équipe porte sur une meietmnnaissance des interactions e@tre
albicanset les cellules digestives et les objectifs sont de

- développer différents model@s vitro et in vivo afin de préciser les bases moléculaires et
cellulaires de l'interaction d€. albicansavec la muqueuse digestive ;

- utiliser ces différents modeles pour identifiercaractériser les génes et les molécules de
I'héte et deC. albicansjouant un rble dans la colonisation et l'invasid& la muqueuse
digestive.

Afin de caractériser la virulence @ albicans,nous avons développé un modglevivo de
colonisation digestive stable chez la souris adaoiteunodéprimée.

La stratégie expérimentale du modéle consisted@itord en une période d’alimentation en
nourriture infectée pa€. albicanssuivi d’'une période d’alimentation en nourritut@rge
(sans levures). Des coprocultures et des sacrifioeseffectués afin de déterminer la charge
fongique dans les organes et le tube digestif.

Nos premiers résultats ont montré la présencevileds dans les organes comme le foie et les
reins chez la souris immunocompétente. Il y a dancine dissémination digestive due a un
inoculum trop élevé ;

Nos prochaines études porteront sur I'utilisatiamdnoculum plus faible & fOlevures par
gramme de nourriture, ainsi que sur la rupture 'équllibre héte / agent pathogéne par
immunosuppression afin de d’observer une transtmtates levures colonisantes a partir du
tube digestif ;

Ce modele sera par la suite utilisé afin de réalime étude sur la virulence de différentes
souches cliniques (souches septicémiques, souch@ssantes et souches commensales) et
sur différents mutants de. albicans(banque de 600 mutants Knock-out et de surexjmessi
de genes impliqués dans la filamentation, 'adhéeghinvasion de la levure).
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(P2]
ROLE OF TIGHT JUNCTIONS DURING INVASION OF THE
INTESTINAL CELL LINE CACO-2 BY CANDIDA ALBICANS

Marianne Goyer? Alain Bonnirt?,Frédéric Dallé?

1 UMR 1347 Agroécologie AgroSup/INRA/UB - Péle MERS
% Laboratoire Parasitologie-Mycologie, CHU Dijon

Candida albicanss a commensal yeast of the mucous membraneslthiztdhumans.

It can also be responsible for disseminated caasiglimainly originating from the digestive
tract in immuno-compromised patients. Deciphering tellular and molecular mechanisms
of the interaction o€. albicanswith enterocytes is necessary to better underdtantasis of
commensalism and pathogenicity of this yeast andintprove the management of
disseminated candidiasis dueGoalbicans

In intestinal epithelia, E-cadherin is constitetiof the Adherens Junctions localized
just below the Tight Junctions (TJs) which ensunparmeability of the intestinal barrier. We
hypothesized the absence of endocytosiofalbicansin enterocytes could result from
inaccessibility ofC. albicansto E-cadherin blocked by TJs.

We conducted experiments aimed at studying thetikgef TJs formation in parallel
with invasion of the intestinal cell line Caco-2 6y albicans The protective role of the TJs
in intestinal cells was also investigated, studyingasion of C. albicansin either non
differentiated enterocytes.€. without TJs) or differentiated Caco-2 cells withemically
altered TJs. Enterocytes were further treated aiithocytosis inhibitors in order to determine
whether accessibility o. albicansto E-cadherin in Caco-2 cells could trigger endosig of
the yeast.

Then, we have demonstrated that TJs have a prnatedle in epithelial intestinal
Caco-2 cells against invasion I§andida albicansbut facilitation of access to Adherens
Junctions did not lead to endocytosis of the ya#thiough increased invasion Gandida
albicanswas observed.

13



[P3]

Development of an improvedn vitro model of human intestinal follicle
associated epithelia to study cellular and molecutanteractions of Candida
albicanswith M cells

Carolina Lépez Alayon

Candida albicanss a commensal inhabitant of the human mucosa mgusrmful invasive
infections in immuno-compromised patients, takimggia mainly from the gastro-intestinal
tract. A better understanding of the mechanismswhych C. albicansinteracts with the
intestinal mucosa will improve our knowledge of tpaysiopathology of disseminated
candidiasisC. albicanscan grow upon mucosal surfaces in both yeast gptah forms, the
transition from the yeast to the hyphal form playia key role in its virulence. Mucosal
immunity contributes to both commensalism and pgndcity of the fungus, possibly
through presentation &@. albicansantigens to the underlying organized lymphoid &trres
via transcytosis, mediated by the specialized epghM cells. With this aim, we developed
anin vitro model of the human intestinal Follicle Associateditelium (FAE) where
enterocytes of the Caco-2 cell line in close cantéath mucosal lymphocytes differentiate in
M cells.

Studying adherence, invasion and translocatio.oélbicansacross co-cultures suggest
thatC. albicansinteracts differentially with M cells / enterocgteo-cultures as compared to
monolayers of Caco-2 cells alone. The uptake meshmallowingC. albicansto translocate
across the co-culture model is under investigatMareover, the respective contribution of
the yeast and hyphal forms to this process will dbedied using KO mutants @f.
albicansunable to produce hyphae. Finally the cytokine pobidn resulting fronC.
albicansand M cells / Caco-2 co-cultures interaction Wwél studied.
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[P4]
Development of a High Throughput Cytotoxicity Assayof Caco-2 Cells using a Candida
albicans Homozygous Deletion Library

F. Vincent, S. Znaidf, M. Sautout, C. Truntzet, C. D'Enfert, F. Dallé

'UMR 1347 Agroécologie AgroSup/INRA/uB - Péle MEBi®N, France;?Unité Biologie et
Pathogénicité Fongiques - INRA USC2019 - Insti@stBur, Paris, France’Plateforme
protéomique CLIPP - CHU Dijon, Dijon, France.

Introduction The opportunistic yeasCandida albicansgains access to the bloodstream
mainly through translocation across the intestibafrier. Using anin vitro model of
interaction with the enterocytic-like cell line @a2, it has been shown th@t albicansis
capable of adhering to, invading and damaging iim&s cells, probably through a
combination of phenotypic properties including adinee, yeast to hyphae transition and
secretion of lytic enzymes (Dalé al., Cell. Microbiol. 12:248, 2010). However the seqoe

of events together with the genes involved in threeesses remain to be clarified.

The aim of our study was to scree€aalbicansisogenic collection of homozygous knock-
out strains for genes involved in the infectivifyemterocytes using a CacarRvitro model

Methods A high throughput screening tool adapted from @arco-2 model was used for
testing the infectivity of 67€. albicanshomozygous deletion strains (equivalent to ~ 1% o
the genome, Nobleet al, Nat. Genet. 42:590, 2010). Infectivity was meaduas the
cytotoxic effect of individual mutants upon Cac@&ll monolayers. For each of the mutants
tested, cytotoxicity was expressed as the percentdgvariation as compared to tl@
albicansSC5314 reference strain.

Results We identified 66 mutants out of 674 with markadrease or decrease in Caco-2 cell
cytotoxicity. These mutants were selected as ti®é frf@ction of the population lying in the
tails of the Gaussian distribution, with 5% on eaale of the distribution. A gene ontology
term analysis of the 66 ORFs showed functionalcanment of genes involved in filamentous
growth (p-value of 0.07, false discovery rate of)0O&nong the 674 ORFs tested. An
additional screen of independent mutants for tié@ésgenes is currently under investigation to
confirm these observations.

ConclusionsOur study demonstrated the potential of our stteadentify genes involved in
C. albicansability to cause enterocyte cell damage. Knownegeand yet uncharacterized
ORFs have been identified for which deletion insezaor decreas€x albicansvirulencein
vitro. Further studies will be conducted to confirm itmelvement of these genes or ORFs in
in vivo models of disseminated candidiasis originatingmfréhe gastrointestinal tract.
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THEME 2 :

Adaptation — Biodiversité
des microorganismes dans leurs environnements
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[PO3]
Distribution spatiale de la diversité microbienne @s sols a I'échelle du
territoire national

Nicolas Chemidlin Prévost-Bouré & Lionel Ranjard

Le sol représente un exceptionnel réservoir deilosité microbienne tant en termes
d’abondance et de richesse spécifique, qu’en tedae®nctions et de processus impliqués
dans les flux de matiere et d’énergie. Ce résemssure et supporte de nombreux services
écosystémiques a la base de la durabilité desmsgstde production exploités par I'Homme.
Cette grande biodiversité lui confere des capacitéglaptation (résistance, résilience,
redondance fonctionnelle,...) face aux activités mpigues et aux changements globaux, et
constitue ainsi une véritable assurance écologipoer 'Homme et ses moyens de
production. Néanmoins, de nombreuses connaissamsésnt encore a acquérir dans le
domaine de I'écologie microbienne des sols et notant en intégrant les échelles larges
d’investigation, tant du point de vue spatial geiporel. L'identification et la hiérarchie des
filtres environnementaux déterminant la structues @ommunautés microbiennes et les
processus de diversification impliqués constitugntenjeu primordial pour identifier des
leviers de gestion des communautés microbiennesreterver les capacités d’adaptation et
de résilience des sols basées sur cette biod#@ersit
Les approches biogéographiques constituent un atajgur pour atteindre ces objectifs. Ces
approches a des échelles spatiales larges (paysagentinent) ont été appliquées avec
succes aux macroorganismes pour identifier et cenape les filtres environnementaux et les
processus a l'origine de leur diversification. Aaucs des derniéres années, il a été démontré
gue de telles approches étaient applicables auxoarganismes mais peu d’études de
biogéographie microbiennes étaient disponibles pesusols a des échelles allant du paysage
au continent. Dans ce contexte, le projet ECOMICFBIMANR, ADEME 2006-2010, coord.

L. Ranjard) visait a caractériser les communauéesdoiennes des sols du Réseau de Mesure
de la Qualité des Sols a I'échelle de la Franceauers de leur distribution spatiale en terme
d’abondance et de diversité ; d’identifier et hiéhéser les filtres environnementaux
impliqués dans leurs variations ; et d’évaluergescessus de diversification au travers de la
relation « aire-especes ». L’application d’outil@ablogie moléculaire aux 2200 sols du
RMQS (représentatifs de la diversité pédoclimatiges sols francais et de leurs modes
d'usage) a permis de mettre en évidence le roélpopierant des filtres locaux (occupation
des sols et caractéristiques physico-chimique :tpkture, teneur en C, ...) par rapport a des
filtres distaux (climat, géomorphologie,...) dans déterminisme de l'abondance et la
structuration des communautés bactériennes duLsalde de la relation "aire-espéces" a
guand a elle permit de mettre en évidence I'excstate processus de diversification pour les
communautés bactériennes du sol, processus domnsité est fonction de la diversité et de
la structuration spatiale des paysages. L'utiisatdes sols par 'Homme et les choix de
gestion réalisés sont donc & méme de moduler Faisse écologique fournie par les sols en
impactant les communautés microbiennes du sol,eets| capacités a s’adapter aux
changements globaux. A l'avenir, il sera nécesadlicentifier si ces capacités d’adaptation
sont déterminées par les mémes filtres a d’autthsllés spatiales et de les caractériser au
travers d’études considérant des échelles de tengse afin de confirmer et méme prédire
les évolutions de la qualité biologique de solgsl@ic la durabilité des pratiques avec des
résultantes sur les services écosystémiques aif@aur le bien étre des sociétés humaines..
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[PO 4]
Roéle clé de I'ergostérol dans la survie des levuresix perturbations hydriques

S. Dupont, P. Gervai€ et L. Bene$

AUniversité de Bourgogne/Agrosup Dijon — UMR ProcéAémentaires et Microbiologiques —
Equipe Procédés Microbiologiques et BiotechnologguDijon
sebastien.dupont@u-bourgogne.fr

Les stérols, de par leurs importantes fonctionsctirales et de signalisation, sont des lipides
membranaires essentiels de la plupart des cekuiearyotes. lls sont représentés par le cholestérol
chez les vertébrés, les phytostérols chez les gdamt I'ergostérol chez les champignons. La
spécificité des stérols dans chaque régne eucapyateait étre liée a I'évolution biologique, mais
l'origine de la différenciation reste inconnue. famticulier, la raison pour laquelle I'ergostérata
sélectionné chez les champignons n'est pas élpaidque sa synthése nécessite plus d'énergie que
celle du cholesterblet les études structure-fonction n'ont pas réassiontrer un avantage de
I'ergostérol par rapport & cholestérolNous avons émis I'hypothése que l'origine dedie de
biosynthese de I'ergostérol (VBE) pourrait étre k&ix spécificités de la vie des champignons. Les
champignons sont particulierement bien adaptés tmbitats interfaciaux (surfaces des sols,
végetaux et animaux), ou ils subissent de fregsdhietuations hydriques. Comme l'ergostérol est
connu pour augmenter la résistance mécanique dksesed dehydratiotf, nous avons émis
I'hypothese que la VBE pourrait avoir été sélect@nsous la pression des contraintes causées par
des cycles de déshydratation/réhydratation. Poua, des taux de survie de mutants de
Saccharomyces cerevisiagur la VBE, accumulant différents stérols interragds, ont été
comparés apres une transition d’'un milieu liquigdeswun milieu aérien. Les résultats montrent que
la progression dans la VBE permet 'augmentatioadesistance au séchage a l'air avec un taux
de survie maximal pour la souche sauvagersque le cycle séchage/réhydratation a étésééal
sous azote, la survie des différentes souchegplest élevée, en particulier pour les mutants
précoces de la VBE. En conclusion, la survie desrés aux perturbations hydriques est liée a la
présence de l'ergostérol. Ce composé essentiatifigné de la membrane des champignons,
augmente la résistance au stress osmotique mass aalisxydation induite par I'évaporation de
I'eau et I'exposition directe a l'air atmosphérigRar conséquent, I'évolution de la VBE a peut-étre
été un élément clé dans la conquéte des nichesgigoés situées au contact direct de I'atmosphére
par des champignons. Cette étude fournit un élémentéponse a la question : "Pourquoi
l'ergostérol chez les champignons. 2'es applications attendues a partir de cette uléte
concernent l'optimisation des méthodes de préservates cellules eucaryotes impliquant la
déshydratation, mais également le développememodegelles stratégies pour la destruction des

champignons pathogenes impliqués dans de nombracseisés de dégradation des aliments.
Références :

1. Parks, L. W. & Casey, W. M. Physiological implilons of sterol biosynthesis in yeast. Annu. Réicrobiol.
49, 95-116 (1995).

2. Shrivastava, S. & Chattopadhyay, A. Influencecbhblesterol and ergosterol on membrane dynamiicg)us
different fluorescent reporter probes. Biochem.dBigs. Res. Commun. 356, 705-10 (2007).

3. Dupont, S., Beney, L., Ferreira, T. & GervaisNature of sterols affects plasma membrane behawid yeast
survival during dehydration. Biochim. Biophys. Adt&08, 1520-8 (2011).

4. Dupont, S., Beney, L., Ritt, J. F., Lherminiér& Gervais, P. Lateral reorganization of plasnembrane is
involved in the yeast resistance to severe dehgdraBiochim. Biophys. Acta 1798, 975-85 (2010).

5. Dupont, S., Lemetais, G., Ferreira, T., Cayot,Gervais, P. & Beney, L. Ergosterol biosynthesifungal

pathway for life on land? Evolution (In press).
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[PO 5]
Relation adaptation - fonctionnalité des bactérietactiques dans les aliments

Stéphanie Weidmann

UMR PAM-équipe VALMIS, IUVV, 1, rue Claude Lad&Z)Q78 Dijon Cedex,

Les bactéries lactiques constituent un groupe itaporde bactéries a Gram + qui sont trouvées
dans des environnements divers tels que 'Hommseariénaux, les végétaux. Ces bactéries, de part
leurs propriétés acidifiantes, aromatisantes etutartes, sont exploitées dans I'élaboration de
nombreux produits fermentés dérivés de I'animat, (léaande, poisson...) ou des plantes (Iégumes,
vins, olives...). Elles sont également utilisées dalngerses applications biotechnologiques
(biopréservation, bio-vaccins) et des applicatiprabiotiques (compléments alimentaires, aliments
fonctionnels).

Dans les aliments, au niveau des phases de pri@paeatdes phases de conservation, les bactéries
lactiques sont soumises a des changements degicnadhysico-chimiques. Ces stress peuvent
conduire a une perte de viabilité et par conséqaame diminution de leur fonctionnalité. Pour
résister a ces stress, les bactéries doivent pe¥skintégrité de leur matériel cellulaire comme
I'ADN, les protéines et la barriere semi-perméaiphe constitue la membrane cytoplasmique. De
nombreux mécanismes d’adaptation ont été décritsaqi souvent universels. Cependant selon les
espéeces considérées les capacités de survie peawenappel a des mécanismes qui leur sont
propres.

L’accumulation d’acide et notamment d’acide lacigasu des fermentations est un obstacle au
maintien de la viabilité. Cependant d’autres strpssvent également étre prépondérant dans
certains aliments, comme par exemple un stressatiky@t pour certains aliments comme les
boissons fermentées la présence d’éthanol. Dansnde=ux défavorables, ces bactéries sont
capables de s’adapter afin d’exercer leur métaielisAinsi, elles mettent en jeu plusieurs
processus moléculaires et physiologiques parmiukdsgla régulation du pH intracellulaire, la
régulation de la fluidité membranaire et la synéhds protéines de stress limitant I'agrégation des
protéines cellulaire jouent un réle majeur.

La compréhension des mécanismes mis en jeu darésiktance au stress de ces bactéries est
cruciale pour maitriser leur utilisation au niveadustriel.
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[PO 6]
Adaptation de Candida albicangdans les tissus humains : du commensalisme a la
pathogeénicité.

F Vincent, F Bon, M Sautour, C L'Ollivier, M Goyet, Lopez, S Albac, PE Charles, D Croisier, A
Hartmann, A Bonnin & F Dalle
UMR 1347 Agroécologie AgroSup/INRA/uB - P6le MERS

Candida albicans (C. albican$ est un micro-organisme eucaryote appartenant dlole
commensale des muqueuses de 'homme sain. Ce caaliseme résulte d’'un équilibre entre la
levure et les systéemes de défense de I'héte. Launeigle cet equilibre chez un patient fragilisé
(sujet infecté par le VIH, neutropénique, cancéretnansplanté ou séjournant en service de
réanimation) favorisera une colonisation intensg mheiqueuses, un envahissement de la barriere
digestive et enfin la possibilité de disséminatibématogéne. Les candidémies restent des
infections graves puisque la mortalité directenatrtbuable a I'infection est estimée a 38%.

Nos travaux ont d’abord porté sur la caractérisagienotypiques de souches cliniques invasives et
colonisantes isolées chez des patients du CHU jm, B8t de souches commensales. L'objectif de
ces etudes était de préciser si les différentsremvements rencontrés par albicansd’'une part
chez le sujet sain et d’autre part chez le sujagilis€, pouvaient conditionner l'existence
préférentielle de certaines sous population€dalbicans Ces travaux ont permis de montrer que
les différentes sous-populations @ealbicanspossédaient (i) la méme capacité a survivre comme
agent commensal au niveau des muqueuses de I'heinfilele méme potentiel de pathogénicité.
Ces données confortent ainsi le concept selon légulevenir deC. albicansest conditionné par la
nature de I'environnement rencontré chez son héte.

Puisque la translocation a travers la muqueussstingde est la porte d’entrée au cours de la
majorité des candidoses septicémiques, nous avamdél’ étude de la réactivité de la cellule héte
entérocytaire au cours de l'interaction agclbicans afin de mieux comprendre les mécanismes
cellulaires et moléculaires permettant le maintienla levure a I'état commensal en surface des
mugueuses intestinales ou sa translocation a srdeebarriere digestive. Ces travaux ont déja
montré que le type cellulaire épithélial joue ukernportant dans la nature de I'interaction aec
albicanset notamment que la barriére entérocytaire exencele protecteur contre l'invasion par
C. albicans De plus cette protection tissulaire semble médiéegoartie par les jonctions inter-
cellulaires « serrées » présentes au niveau désoeytes.

Des travaux sont en cours visant a préciser lessbamléculaires du maintien € albicansa
I'état commensal en surface des muqueuses digestide plus, par des approches de screening a
moyen débit de souches cliniques et de mutan@ @bicansdans un modélm vitro d’interaction
avec l'entérocyte, des études sont en cours gugteont de préciser les genes @ealbicans
impliqués dans le commensalisme d’'une part, et thapsthogénicité d’autre part, au niveau des
muqueuses digestives. A ce titre, un modéle de ndbon digestive chez la
souris immunocompétente a été développé dans fadiogatoire afin de confirmer/infirmer les
données observéesvitro.

Enfin, afin de mieux comprendre les facteurs quisgent 'adaptation d€. albicansa son
environnement, nous avons initié une série de travasant a mieux comprendre l'instabilité de sa
survie dans les sols. En effet, mieux comprendse féeteurs déléteres a sa survie dans un
environnement « hostile » permettra aussi de métes bases du commensalismeCdealbicans
chez ’homme.
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[POP7]
L’ASSURANCE ECOLOGIQUE EST-ELLE APPLICABLE AUX
COMMUNAUTES MICROBIENNES TELLURIQUES ?

V. TARDY ? 0. MATHIEU®, J. LEVEQUE®, P. LEMANCEAU?, L. RANJARD?et P. A.
MARON 2,

2 INRA, UMR1347 Agroécologie, BP 86510, F-21000 mifrance
PUniversité de Bourgogne, UMR Biogéoscience 556 R SEience Terre & Environnement,
6 Bd Gabriel, F-21000 Dijon, France
vincent.tardy@dijon.inra.fr

Les activités anthropiques telles que le changentatcupation des sols et
l'industrialisation ont conduit a une diminution portante de la biodiversité a I'échelle
mondiale. Face a cette érosion, la compréhensiola delation entre la biodiversité et le
fonctionnement des écosystemes a suscité depuidecegres années un intérét croissant
dans les sciences environnementales et écologignes999, Yachi et Loreau développent le
concept d’assurance écologique selon laquelle wrte fdiversité d'espéces dans un
écosysteme conduit a une meilleure stabilité desmanautés suite a une perturbation qui par
conséquent, assure le maintien des fonctions éskeside I'écosysteme. Cette relation entre
diversité-stabilité-fonction a largement été étediéhez les végétaux mais reste encore
inconnue chez les microorganismes du sol.

Dans ce contexte, nous avons étudié I'impact d&nosion artificielle de biodiversité
sur la stabilité (i.e. la résilience et la résisg@par rapport a une perturbation) structurale et
fonctionnelle des communautés microbiennes en s&pa@n deux perturbations de nature
différente : un stress métallique (rémanent) estuess thermique (non rémanent). L'érosion
de diversité microbienne a été obtenue par indoumlade microcosmes de sol stérile avec
différentes dilutions de suspension d’'un sol derigr§ORE Lusignan). La réponse au stress
des communautés microbiennes (bactéries et chaonsEym été évaluée par un suivi de la
densité et de la structure génétique, mais aussirpauivi de la cinétique de dégagement de
CO2 du a la minéralisation du carbone du sol. Mesltats montrent un impact significatif du
niveau de diversité sur la résistance et la résiée fonctionnelle et structurale des
communautés aux perturbations impliquées. Cettedtlustre donc I'importance écologique
de la diversité taxonomique microbienne tellurigiams les capacités d’'un sol a maintenir la
fourniture des services écosystémiques dans dektioms environnementales fluctuantes.

Yachi, S., Loreau, M., 1999. Biodiversity and ecieyn productivity in a fluctuating environment: The
insurance hypothesis. Proc. Natl. Acad. Sci. 96314468.
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[POPS]
Influence of abiotic and biotic soil characteristic onListeria monocytogenes
survival in the environment

Aude LOCATELLI, Aymé SPOR, Pascal PIVETEAU, AlairARTMANN

UMR 1347 Agroécologie

Listeria monocytogeneas a food born pathogen responsible for the paéntfatal
disease listeriosis. Initial contamination of pkmegetables and fruits may occur in cropping
systems and originate from soil (that may act assarvoir), water or organic amendments.
The aim of this study was to identify major bioaad abiotic soils characteristics which
determine.. monocytogenesurvival in soil. Survival of.. monocytogenesas evaluated in a
set of 100 soil microcosms representative of lasel and pedology of French soils. These
soils originated from the RMQS network were thorduygcharacterized including chemical
properties (pH, ionic content), texture (clay, sardl silt content), land use, and spatial
localization.

A sub-set of 9 Gamma-radiation sterilized soilswaed to investigate whether soil
microflora may affecL. monocytogenesurvival. Microcosms were inoculated with®10
monocytogeneper gram of soilL. monocytogenepopulations were monitored after 7, 14
and 84 days of incubation at 20°C by plate-counts selective PALCAM medial.
monocytogenewas able to persist in most of the tested soitsshwival rates were strongly
variable. A short term and a long term survivalLoimonocytogenewere reported in 71%
and 21% of tested soils, respectively. In 8% ofsshi. monocytogenewas either absent or
below detection limits as soon as 7 days after utation. This suggests thait.
monocytogenessurvival depends on abiotic and/or biotic facto&tatistical analysis
evidenced that land use and spatial localizationsafs did not significantly affect.
monocytogenesurvival. Variance partitioning demonstrated tl6@6 of the differences
between survival rates at 7 and 14 days were exgdaby soil chemical properties. Basic
cation saturation ratio was the major soil chemichhracteristic explaining short-term
survival. Cationic exchange capacity and exchangeaddcium further explained survival of
L. monocytogenesat 7 days and 14 days respectively. Long-termigairwas driven mainly
by soil texture (11% of the variance), especialaycontent. Survival of. monocytogenes
sterile soils differed markedly. Indeed, 4 steedls soils supported growth of.
monocytogenewhile the rate of decrease was lower in the o#fterilised soils than when
microflora was active. This result points out thiéi@al role played by both the soil microflora
and the soil physico-chemical properties in detanng the survival rate df. monocytogenes
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Influence du systéme de sécrétion de type Il baaién dans les interactions
plantesPseudomonaspp. fluorescents non pathogéenes

A. Viollet, T. Corberand, C. Mougel, L. Avoscan, G. Vans®ytL.emanceau et S. Mazurier
UMR 1347 Agroécologie AgroSup/INRA/uB

L’objectif de cette thése a été de contribuer eefprogresser les connaissances sur les interadii@méfiques
entre les plantes et les microorganismes en évialaaontribution des systémes de sécrétion de ty8ST3).

Une synthése des connaissances disponibles relatiug SST3 chez leBseudomonasion pathogenes,
saprotrophes ou mutualistes, montre que les SSE8ntepas cantonnés aux interactions parasiteathogenes
avec les plantes. Dans paemiére étude expérimentale, nous avons utilisé différents gémegydeMedicago
truncatula Gaertn. cv. Jemalong capables (Myc+) ou non (Mgéfablir une symbiose mycorhizienne. Ce
travail nous a permis de montrer que Rseudomonaspp. fluorescents possédant un SST3 (SST3+) sont
préférentiellement associés aux racines mycorhidésgénotypes Myc+ dd. truncatula(J5 et TRV48) plutdt
gu'aux racines du mutant Myc- (TRV25) et au sol Ainsi, la plante seule n’est pas a 'origine deptésence
accrue de®seudomonaSST3+. La colonisation de la racine par les changrig mycorhizogénes a arbuscules
(CMA), le développement du mycélium intraradicugadt/ou la formation associée d'arbuscules, saaleérent
déterminants. Dans laeconde étude nous avons comparé les effets de la souche mquélmotrice de
mycorhization (MHB)P. fluorescen€£7R12 (SST3+) et de son mutant C7SM7 (SST3-),assumjcorhization et

la croissance d#l. truncatuladans un sol non stérile. Ce travail a permis detreomgue le SST3 de C7R12
contribue a l'effet MHB de la bactérie. La promatide la colonisation de la racine Me truncatulapar les
CMA indigénes induite par le SST3 de C7R12 s’emfidite par une amélioration de la croissance galate.

En revanche, I'inactivation du SST3 chez C7SM7 aieimpact délétére sur la colonisation de la ecieM.
truncatulapar les CMA du sol étudié et sur la croissanceadadnte. L'observation d’effets quantitatifs opges
entre C7R12 et C7SM7, nous a conduits a nous agerrsur I'existence d’'un effet différentiel denbiculation

de ces bactéries sur la structure et la diversi® cbmmunautés des microorganismes associés. Rans |
troisieme étude le suivi dynamique en paralléle de la structiee communautés totales bactériennes (B-RISA)
et fongiques (F-RISA) et de la colonisation dedeime par les CMA a été réalisée. Aucun effet @c¢ulation

n'a été observé sur la structure des communautégdfees de la rhizosphere ou des racines. En rheate
structure des communautés bactériennes a varié@ sgie les plantes aient été inoculées ou non et dal
souche inoculée. Néanmoins, ces difféerences ontobtervées plusieurs semaines apres les effets de
l'inoculation de C7R12 ou de C7SM7 sur la colon@ade la racine par les CMA. Ce décalage daner®s,
suggeére que les différences observées dans lawBudes communautés bactériennes pourraient ége u
conséquence plutdt qu’'une cause des variationg\ad®Ee sur la mycorhization dé. truncatula Nos résultats
n'ont pas permis de mettre en évidence d’'effetfideculation sur la diversité des populations destéries
fixatrices d’azote présentes dans les nodositéd.deuncatula.L’'analyse des séquences de la grande sous-unité
de I'ADN ribosomique (LSU rDNA) amplifiées a partif ADN extrait des racines, a montré pour les mant
inoculées et non inoculées, que les populationsCHA étaient majoritairement apparentéesGéiomus
intraradices Un groupe d’isolats spécifiquement associé acines inoculées avec C7R12 et apparent a
claroideuma été décrit. Le groupe spécifique pourrait éteeig a I'amélioration de la mycorhization observée
dans les racines inoculées avec C7R12. Néanmainipte tenu de sa faible représentation numériqug, (B
semble probable que l'inoculation de C7R12 ait iausseffet quantitatif sur la colonisation de lairee deM.
truncatula par les CMA. Les SST3 deBseudomonasphytopathogénes sont connus pour modifier les
mécanismes de défense de la plante et permettrenaiileure colonisation de I'hdte par les bactérideus
avons donc émis I'hypothése selon laquelle le S8 &7R12 pourrait favoriser la colonisation desnex par

les CMA en modifiant les réactions de défense dadate et étre impliqué dans la capacité de viphyte de

la bactérie. Les résultats préliminaires dguatrieme étude ont montré que C7R12 présente effectivement une
meilleure aptitude a la vie endophyte que son mMi&T 3-. La comparaison de la colonisation de ¢ineapar
C7R12 et C7SM7 a l'aide des observations microsgms, n'a pas permis de confirmer les premierstegsu
obtenus par dénombrement. Néanmoins, les étudesicascopie n'ont concerné qu’une partie réduitdade
racine et devront étre complétées.

Mots clés :systéme de sécrétion de type Rseudomonaspp. fluorescents, mycorrhiza helper bacteria (MHB)

Medicago truncatula champignons mycorhizogénes a arbuscules, intensctplantes-microorganismes
bénéfiques
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La diversité microbienne d’'un sol (que I'on estim@&00000 a 1000000 d’especes différentes
par gramme de sol) est difficile a caractérisewutétois, d'importantes avancées en biologie
moléculaire (comme le développement du pyroséquengcant permis d'obtenir plusieurs

centaines de milliers de séquences a partir d’'urNADéta-génomique, permettant une

meilleure caractérisation de la diversité des comautés microbiennes du sol. Toutefois,

dans un contexte ou I'écologie microbienne du sommence a s’accaparer les

échantillonnages de grande envergure (spatialngpdeelle) afin de mieux hiérarchiser les

processus et parametres impliqués dans la divasdn de ces communautés il est
nécessaire d’identifier tous les biais méthodologg] qui peuvent entrainer une faible
robustesse et représentativité des résultats abtenu

Il est ainsi indispensable de réévaluer I'efficdat la reproductibilité du protocole
d'extraction d’ADN de sol en fonction des pré reqliés au pyroséquencage des genes
taxonomiques (Terrat et coll., 2011). Il est égalatressentiel de déterminer la profondeur de
séquencage necessaire pour obtenir une bonne egstinde la diversité des communautés
bactériennes des sols étudiés. Enfin, le multiglexdes échantillons, via l'utilisation de TAG,
nécessite I'évaluation des biais que peut entradlimtroduction de ces séquences. Ces
premieres études nous ont permis d'évaluer leérdiffs biais que peuvent entrainer l'usage
du pyroséquencage pour étudier la diversité taxaaoenmicrobienne des sols. Au final, ces
informations nous permettront de caractériser aeumila diversité taxonomique des
microorganismes du sol, et de I'appliquer en mogéhit sur les réseaux de surveillance des
sols ou sur des chronoséquences (Ranjard et2@09-2010).

Terrat S, Christen R, Dequiedt S, Lelievre M, N&w§ Bachar D, Plassart P, Wincker P, Jolivet C,
Bispo A, Lemanceau P, Maron PA, Mougel C, Ranjar@@11. Pyrosequencing of Bacterial rrs as Infleehc
by Soil DNA Extraction Procedurépplied and Environmental Microbiologgsubmitted).

Ranjard L, Dequiedt S, Jolivet C, Saby NPA, Thimge J, Harmand J, Loisel P, Rapaport A, Fall S,
Simonet P, Joffre R, Chemidlin-prévost Bouré N, MaPA, Mougel C, Martin MP, Toutain B, Arrouays D,
Lemanceau P. 2010. Biogeography of Soil Microbiainunities: a Review and a Description of the Ongoi
French National InitiativeAgronomy for Sustainable developmed@-2 : 359-365.

Ranjard L, Dequiedt S, Lelievre M, Maron PA, Molu@z Morin F, Lemanceau P. 2009. Platform
GenoSol: a new tool for conserving and explorini microbial diversity.Environmental Microbiology Report
1: 97-99.
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Relation entre I'oligomérisation de la protéine destress Lo18 de la bactérie
Oenococcus oeret son activité de stabilisation de substrats prétques et
lipidiques
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Oenococcus oerast une bactérie lactique responsable de la feati@m malolactique
des vins. Afin de se développer et d'exercer sesprités métaboligues dans cet
environnement hostile (caractérisé entre autrespampH bas, ses taux d’éthanol et de sulfites
élevés et sa température faib®)oenidoit mettre en place des mécanismes de résistance
stress. Un de ces dispositifs clés est sa capmsiy@thétiser une protéine de réponse au stress
(sHsp) nommée Lo18. Cette protéine, dont la syetlest induite par de multiples stress,
possede (i) une activité de chaperon moléculair@éetmant I'agrégation des protéines
cytoplasmiques et (ii) une activité de stabilisatdes membranes cellulaires appelée activité
lipochaperon.

Pour exercer leurs activités de maniére optimade, $Hsp doivent s’assembler en
structures quaternaires dynamiques. Cette étudeiabpt de caractériser I'état oligomérique
de la protéine Lol8 et d’établir une relation ergaestructure et ses fonctioimsvitro. Des
modifications des conditions physico-chimiques dliemn ont permis de faire varier le niveau
d’oligomérisation de Lol8. Les structures quategrwmiobtenues ont été analysées par
tamisage moléculaire et ultracentrifugation anglydl. Une étude plus approfondie réalisée
par microscopie électroniqgue nous a permis d'obteme image basse résolution de la
protéine qui suggere que la structure de base seicesa I'oligomérisation de Lol8 est un
dimére. Pour chaque pH testé, I'activité de chapenoléculaire sur une protéine modele (la
citrate synthase) et I'activité de lipochaperondes vésicules lipidiques ont été évaluées. Les
résultats obtenus montrent une corrélation entferlae oligomérique et les activités de la
protéine Lol8 et mettent en évidence la nécesaitgeddynamique structurale afin que la
protéine puisse exercer ses activités.

Actuellement, peu de données sont disponiblesesaordde d’action des sHsp au niveau
membranaire. Ainsi, afin d’appréhender le mécanisfaetion de Lol8 avec la membrane
cytoplasmique d©. oenj nous avons recherchés les substrats lipidigueénentiels de cette
protéine. Des vésicules lipidiques ont été coréstisua partir de phospholipides extraits de la
membrane deO. oeni cultivé dans différentes conditions de stress, aowartir de
phospholipides artificiels. La capacité de Lol8 adoier la fluidité de ces différentes
vésicules a été étudiee par la technique d’anigigtrde fluorescence, permettant ainsi de
conclure sur l'interaction entre Lo18 et les phasjpides. Ces résultats s’'inscrivent dans une
démarche plus large de compréhension de la répams&tress che®. oenidans le but
d’améliorer sa croissance en milieu vin et d’opsienil’étape de fermentation malolactique.
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Utilisation d’un rotor moléculaire pour une meilleure compréhension des
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Certaines espéces bactériennes, lorsqu’elles gages dans un environnement défavorable,
ont la capacité de sporuler. Ces spores représentsm préoccupation majeure dans
I'industrie alimentaire car elles sont responsablkesiétériorations et de maladies en raison de
leur capacité a survivre face aux stress enviroemémux (chaleur, rayonnement,
déshydratation). Cette résistance élevée aux d¢otsaenvironnementales est due a leur
structure particuliere et compartimentée ainsi gg@rs conditions de sporulations. Les
spores bactériennes possedent de nombreuses coustegnveloppe protéique, un cortex
composé de peptidoglycane, deux membranes et leptmeme ou I'ADN est situé. La
membrane externe est située entre I'enveloppe ebrex alors que la membrane interne
entoure le protoplasme. La composition de cettaidies est proche de celle d'une membrane
de cellule végétative, mais elle possede des m@grparticulieres: une rigidité importante et
une faible perméabilité aux petites molécules. &Ciglible perméabilité permet aux spores de
se protéger contre certains agents chimiques &tylé&rement ceux pouvant détériorer son
ADN. Cependant, peu de choses sont connues sutrdatuse et l'organisation de cette
membrane. Ceci est notamment di a la difficultd@oir des informations sur les couches
internes des spores sans perturbation.

Dans le but d'étudier les couches hydrophobesptees de Bacillus subtiliset en
particulier la mobilité de sa membrane interne,snptoposons d'utiliser lI'imagerie en temps
de vie de fluorescence (FLIM) a l'aide de sondessibies a la viscosité. Ces fluorophores,
appelés rotors moléculaires, possedent un degré flaabilité interne élevé. Ainsi,
leur intensité d'émission et leur durée de vie fam¢ment dépendantes de la viscosité de leur
environnement. Ces sondes ont donc émergé commeaunelle méthode de mesure de
microviscosités dans des milieux biologiques. Kuimet al, ont mis au pointun
rotor moléculaire  hydrophobe megsesubstituted  4,4difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene) dans lequel la durée de vie de fluorescdonne une bonne mesure de la
viscosité. Ce rotor permet d'étudier un large @ik viscosités allant de 28 a 950 cP et a
déja été utilisé pour mesurer des viscosités ialiaaires. L'utilisation du FLIM dans les
spores bactériennes a permis de visualiser degsiiés différentes situées dans diverses
couches de la spore. La localisation des duréesedgemble montrer que I'une des couches
les plus profondes de la spore a une viscositééélaandis qu’une viscosité plus faible
est observée dans la périphérie. Cette viscos@ééélpourrait étre attribuée ala membrane
interne. Ces résultats sont encourageants et iedigugue [l'utilisation de ce rotor est
appropriée pour étudier la spore bactériennephésente un outil puissant pour suivre I'état
intérieur des spores et peut aider a une meilleorapréhension des effets de perturbations
externes (comme la température ou les hautes pns$siur les structures de la spore.
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Le cheval est un herbivore monogastrique. L’hydgselyet la fermentation des composés
fibrolytiques de la ration en acides organiquedé&w®ulent essentiellement au niveau du gros
intestin (caecum et c6lon) grace a une flore etfanee microbienne dense et diverse. Parmi
les microorganismes présents a ce niveau du traligestif, les bactéries ont été les plus
étudiées. Il est connu que des régimes alimentaiok®s en concentre, distribués aux
chevaux a I'exercice pour couvrir leurs besoinsrgdtiques « élevés », peuvent étre source
de dysmicrobismes au niveau du gros intestin. Ay ltemime ces régimes peuvent engendrer
I'apparition de pathologies digestives comme ldgjoes. Méme si le lien entre modifications
de la composition de la communauté bactériennestinede équine et apparition de
pathologies digestives est fortement supposé, alueste a démontrer. L'étude de ces
communautés est donc essentielle pour mieux compest prévenir I'apparition de
pathologies digestives. Ces investigations néagsia collecte de contenus digestifs au
niveau du caecum et du célon. Peu d’équipes deerelcd disposent de chevaux fistulisés
permettant un accés au contenu du gros intestin.dbsence d'un tel modeéle, les
prélevements de contenu digestif ne peuvent se daie par chirurgie ou abattage. Cependant
ces procédés sont souvent lourds au niveau exp@amecolteux et éthiquement peu
acceptables. Ainsi, bon nombre d'équipes de rebleeranalysent les communautés
bactériennes intestinales équines en effectuanpréddsvements de feces et en extrapolant les
résultats obtenus a I'ensemble de gros intestin.

Le but de la présente étude était d’évaluer laésapntativité des feces équin par rapport au
caecum et au coblon. Pour cela la structure de manumauté bactérienne fécale a été
comparée a celles du caecum et du célon via unenitgee d’empreinte moléculaire :
'ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Arsi). Quatre chevaux adultes,
fistulisés au niveau du caecum et du célon, onhétéris avec un régime identique (75% de
fourrage et 25% de concentré). Quatre heures &mepas du matin, les contenus digestifs
provenant du caecum et du cdlon ont été prélewa$oativerture des fistules, tandis que les
prélevements de féces ont été réalisés par foeitkale.

Quel que soit le segment digestif considéré (caeatston et rectum), la structure des
communautés bactériennes du gros intestin étaitfisigtivement différente d’'un individu a
l'autre (P<0.05). La comparaison des communautés bactériehnggeos intestin équin a mis
en évidence, quel que soit le cheval considéré lem@rofils obtenus pour le caecum et le
cblon n’étaient pas significativement difféerentB>0.05). En revanche, concernant la
structure de la communauté bactérienne fécaleg celétait significativement différente de
celle du caecum et du céloR<£0.04 etP=0.002, respectivement). Nos résultats remettent en
cause la représentativité des feces. Cependantcg#tiesétude nous n’avons observé que la
structure des communautés bactériennes dans degia@esn expérimentales particulieres.
Afin de statuer sur la représentativité des feces, résultats devront étre complétés par
d’autres travaux comparant, a nouveau, la structams aussi la composition et I'activité
enzymatique de ces communautés bactériennes dautsed’ conditions environnementales.
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Il existe un trés grand nombre de bactéries primpies dont les effets étudiés sur la santé
sont tres nombreux depuis le rhume, les maladieficcaasculaires (Ebel et al.), jusqu’au
syndrome de l'intestin irritable. De récentes étud®ntrent I'importance qu’a une souche
bactérienne anaérobie du colon sur la maladie derCi~aecalibacterium prausnitz{iSokol

et al. 2008). En effet, I'absence de cette bactdamrs le microbiote est associée a une
prévalence de cette maladiEaecalibacterium prausnitziet son surnageant présentent
d’autre part une activité anti-inflammatoire im@orte qui peut étre impliquée dans cette
action. Ces résultats permettent d’envisager ldymtion et la stabilisation de cette bactérie
dans l'optigue de réduire les symptdomes des patiatieints du syndrome de lintestin
irritable.

La plupart des bactéries qui composent le micreliestinal sont tres sensibles a I'oxygéne
et trouvent dans l'intestin un environnement aniiérgue I'on a encore du mal a reproduire
en conditions de laboratoire.

L'objectif du travail est dans un premier temps taker le microorganisme isolé du
microbiote. Il s’agit de déterminer les conditiorde milieu et d’environnement
(environnement gazeux, potentiel rédox, pressitm) permettant d’optimiser sa croissance
et sa conservation sous forme séche et sous fdouield concentré. A cette fin, quatre
milieux gazeux anaérobies sont testés.

En ce qui concerne le séchage qui induit succasgine un stress mécanique et un stress
oxydatif au niveau membranaire (Dupont et al.)stlatégie d’optimisation consiste pour le
stress mécanique a moduler I'application du stngdsique et pour le stress oxydatif a réguler
I'ajout de molécules aux propriétés antioxydantes.

Des premiers résultats montrent qu’il est possd#epréserver dans certaines conditions
l'intégrité de la membrane plasmique et ainsi deseover une fraction seche et viable de
cette bactérie.

Dupont, S., Lemetais, G., Ferreira, T., Cayot,Gervais, P. and Beney, L. (2012), Ergosterol bitsssis: a
fungal

pathway for life on land?. Evolution. DOI; 10.11j11558-5646.2012.01667

Ebel B, Lemetais G, Beney L, Cachon R, Sokol H, dedla P, Gervais P. Could probiotics prevent
cardiovascular

diseases? A review. Critical Reviews in Food Saesed Nutrition DOI: 10.1080/10408398.2011.579361.
Sokol H et al. 2008Faecalibacterium prausnitzis an anti-inflammatory commensal bacterium idésdifby
gut

microbiota analysis of Crohn disease patients. &adings of the National Academy of Sciences 105{4381-
16736
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Les communautés microbiennes du sol sont difficlesaractériser. Ceci s’explique par
une accessibilité plus ou moins importante des latipns au sein d’'une matrice hétérogéne
et structurée mais aussi par leur densité et digetses importante qui rend difficile a
résoudre I'information obtenue. Toutefois, grace auancées méthodologiques qui ont eu
lieu depuis une quinzaine d’années, les étudeolbgie microbienne bénéficient maintenant
d’'une automatisation des outils moléculaires (etiva d’ADN, caractérisation du
polymorphisme de I'ADN, séquencage haut deébit, g@tamique, métaprotéomique...)
permettant la caractérisation des ressources géeétimicrobiennes (diversité taxonomique,
potentiel génétique et fonctionnel) des sols en anogébit. Dans ce contexte, lTUMR
Microbiologie du Sol et de I'Environnement s’estsiimnnée trés tdt comme un leader
national et international sur ces développementhadélogiques.

Dans ce contexte, 'UMR Microbiologie du Sol etldnvironnement de I'INRA de Dijon
a créé en 2008 la plateforme « GenoS(ittp://www.dijon.inra.fr/plateforme_genospfont
I'objectif est de fournir une structure logistiquet technique assurant I'acquisition, la
conservation, la caractérisation et la mise a dgisipo des ADN métagénomiques de sols
issus d’échantillonnages de grande envergure Qitsicentaines a plusieurs milliers de sols
correspondant a de grandes échelles spatialestetiqorelles) (Ranjard et al., 2009).

Cette plateforme représente I'aboutissement depddise et du savoir faire de l'unité
d’adossement (UMR MSE) en termes de standardisatsnoutils moléculaires, mais aussi
de mise en place de DNA-theque et de base de dodiegaessources génétiques/biodiversité
sur les sols servant aux interprétations de celysesma grande échelle (temps, espace). Ces
analyses doivent permettre i) de combler le défi@pproches globales et sam$riori qui
permettront d’évaluer la contribution des facteemgironnementaux dans I'évolution des sols
a long terme, ii) une meilleure connaissance, gestt valorisation de la biodiversité et iii)
une meilleure «finalisation » des résultats olgepar la traduction de ces ressources
génetiques en services écosystémiques dans le dauciusage durable des sols. Cette
plateforme a permis a 'TUMR MSE de se positionnar différents projets scientifiques de
grande envergure comme ECOMIC-RMQS, projet ANDRADEME Bioindicateur et
dernierement le projet Européen ECOFINDER.
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Lactic Acid Bacteria (LAB) can be considered as itin candidate for biopreservation due
to their ability to produce metabolites with stroagtimicrobial effect against pathogenic
bacteriaLactococcus lactiss one of the LAB used for food preservation beseaof its ability

to produce bacteriocins such as nisin, lacticitaotococcin (1) acting in synergy with other
mechanisms, such as competition for nutrients anatblowering by production of organic
acids A novel and original approach for food preservatie to incorporate LAB cells into
polymeric materials. This could be an alternativatural preservation method, easily
applicable and of low cost. Hydrocolloids traditatiy used to entrap alive microorganisms in
beads (e.g. calcium alginate beads) for bioteclyicdb applications can also be used to
prepare food packaging films. Research on the pitisgiof using such polymeric materials
as carriers for viable bacterial cells that exhibittimicrobial activity against selected
pathogens is a new challenge.

The purpose of this work was to compare two kinfisnatrices (alginate and alginate-
caseinate) for entrapment of viable LAB cells agléase of antimicrobial products in order to
inhibit Listeria innocua (considered because of its similarity to the pgémoListeria
monocytogenesvhile non-pathogenic).

Preliminary assays consisted in incorporating LA®8s in alginate and alginate-caseinate
beads and to assay directly their population artan&robial activity for 2 days at 30°C.
Alginate-caseinate beads had both a higher numbeultivable LAB3 bacterial cells and a
higher antimicrobial activity than alginate gelgidg the 2 days incubation at 30°C following
their preparation. With the incorporation of sodigaseinate, the formation of a continuous
system with an alginate gel phase and caseingberdisd phase where the cells could locate
and produce their active antimicrobials being prte could explain this observation.
Concerning the potential application of such systewe can note that the LAB3 bacterial
cells initial load is a key parameter: for immediaictivity, a substantial number of cells is
necessary (FOCFU/bead was enough, but not® FU/bead). For an activity after 24 h, a
lower initial charge was sufficient with alginataseinate beads.

This work is a first step to develop alginate-caats films with LAB cells for food packaging
application with ann situ production of antimicrobial agents.

References
(1) Charlier C., Cretenet M., Even S., et Le Loirliteractions betwee8taphylococcus aurewnd lactic acid
bacteria: an old story with new perspectives. mtional Journal of Food Microbiology, 2009, 13@;3®.
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[P9]
Aspects physico-chimiques de I'encapsulation d&fidobacterium bifidumet
évaluation de sa survie dans un modele de simulati@u tractus gastro-
intestinal

F. Martin, R. Cachon, P. Gervais et O. Chambin

UMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques, Aup-Université de Bourgogne, 1
esplanade Erasme, 21000 Dijon, France

Les principes d’utilisation des probiotiques implkxde les retrouver vivants au niveau
intestinal, et notamment au niveau du colon, apwsr été consommes par voie orale. Cela
suppose qu’ils doivent passer la barriere gastrigdalheureusement, I'environnement
physicochimique de I'estomac (pH acide) puis detd'stin gréle (sels biliaires) peut entrainer
une importante, voire totale mortalité des soughebiotiques.

L’encapsulation des souches probiotiques a l'agldidpolyméres permet non seulement de
protéger les probiotiques de ces conditions drastigmais aussi d’assurer le controle de leur
libération dans le tractus gastro-intestinal. Leglés réalisées ces derniéres années dans le
domaine de l'encapsulation ont porté sur de nombregrédients bioactifs de natures
diverses (vitamines, enzymes, principes actifs opadenteux, ...). Toutefois, peu
d’'informations peuvent étre transférées dans leailoendes probiotiques.

L'objectif de ce travail a été dévaluer I'utilisab de I'encapsulation comme moyen de
protection d’une souche probiotiqugfidobacterium bifidummais aussi d’évaluer la survie
de la bactérie encapsuléevitro dans un modele de tractus gastro-intestinal. @@lkiord,
nous nous sommes donc intéressés a linfluence rgeprotectants sur la survie de
Bifidobacterium bifidumencapsulé et lyophilisé. Apres avoir déterminé llguenatrice
d’encapsulation donnait le taux le plus importaatsdirvie de la souche au séchage, nous
avons realisé une étude vitro dans des conditions mimant le tractus gastro-imiast
'estomac, l'intestin gréle et le colon.

Cette étude nous permet ainsi d’optimiser une démeapour la sélection des conditions
d’encapsulation en fonction de la stabilité et delibération des probiotiques dans des
conditions mimant le tractus gastro-intestinal.
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[P10]
Analyse des effets anti-inflammatoires de souchesgbiotiques et
régulation immunologique

Nabil Aoudid, Aurélie Ried, Gaétan JedoRomain Briandét Deschampsulien®,
Stéphanie WeidmahnCarmen Garridd, jean Guzzb

DUMR PAM
@)Centre de Recherche INSERM de Dijon — Equipe 2pafément Mort cellulaire et
Cancer
®FInstitut MICALIS UMR INRA-AgroParisTech —équipm&dhésion, Biofilms et Hygiéne
des Matériaux

L'objectif de ce travail est de caractériser I'aité probiotique de souches du genre
Lactobacilluset de caractériser les mécanismes d’action im@tigQuatre souches du genre
Lactobacillusont été isolées a partir d’un individu volontaire

Dans un premier temps, nous avons caractérisé pacitd des 4 souches du genre
Lactobacillusa former des biofilms en microplaques de polystgrpuis I'architecture formée
par ces biofiims ont été observées en microscopigocale (collaboration avec I'Institut
MICALIS UMR INRA-AgroParisTech —équipe BioadhésioBjofilms et Hygiene des
Matériaux).

Dans le tractus gastro-intestinal, les probiotigeesit soumis a différents stress (pH,
osmolarité, présence de bile, de mucus ou de mspadtimicrobiens) qui peuvent affecter
leur survie et par conséquent, peuvent modifiersiguopriétés probiotiques.les capacités de
résistances des bactéries ont été évaluées podifigeents stress

Nous avons également étudié l'activité antagerdsts 4 souches #dactobacilluscontre les
bactéries pathogénes par la technique de diffuetigar contact.

L’évaluation de la modulation de la réponse immairgt dans un modéele vitro de culture
cellulaire a été réalisée en collaboration aveCdatre de Recherche INSERM de Dijon —
Equipe 2 — Département Mort cellulaire et Cancer.
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[P11]
Le systéeme Agr delisteria monocytogenest la croissance en biofilm :
approche transcriptomique de I'effet de la températre

Anne-Laure Vivant?, Dominique Garmyh? Laurent Gat*", Pascal Pivetead"

YUniversité de Bourgogne, UMR 1347, F-21000 Dijorgriee ;2 INRA, UMR 1347, F-21000
Dijon, France :*AgroSup Dijon F-21000 Dijon, France

Listeria monocytogene®st une bactérie responsable de pathologies séw@rez des
populations a risque (immunodéprimeés, femmes etegirpersonnes agées) en cas de
consommation d’aliments contaminés. Son caractdigquitaire expligue sa capacité a
coloniser de nombreuses niches écologiques notamgréone a son développement sous
forme de biofilms. Parmi les mécanismes cellutaigei participent a leur mise en place,
'échange de molécules de communication apparaitess@ire chez de nombreux
microorganismes. Nous avons récemment déemontréeysteme de communicatiagr est
impliqué au cours de la croissance sessile de betttérie (Rielet al, 2007 ; Rieuet al,
2007).

En effet, la délétion de I'un des génes de I'opékgm entraine un défaut dans les phases
précoces de formation des biofilms lorsque cewsent cultives a 25°C. De facon
surprenante, la quantité de biofilm formé a 37°C smgpérieure chez le mutardagr par
rapport a la souche parentale.

Pour tenter d’expliquer cette inversion de phénetygn fonction de la température
d’incubation, les transcriptomes du mutafiaigr et de la souche parentale ont été comparés
aux deux températures (25°C et 37°C). Cette analifé&rentielle a permis, entre autres,
d’identifier la nutrition azotée comme une explicatpossible des différences phénotypiques
observées entre les souches.
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[P12]
Vers une optimisation de la procédure d’extractiord’ADN des sols pour
caractériser la diversité microbienne tellurique pa le pyroséquencage des
genes ribosomiques.
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Mélanie LELIEVRE?, Tiffanie REGNIER®, Mark BAILEY®, Samuel DEQUIED®,
Christophe MOUGE(®, Philippe LEMANCEAU?, Lionel RANJARD?.

@ |NRA, UMR1347 Agroécologie, Plateforme GenoSol8B®10, F-21000 Dijon, France
®) Centre for Ecology & Hydrology, Maclean BuildirBenson Lane, Crowmarsh Gifford,
Wallingford, Oxfordshire, UK, OX10 8BB
pierre.plassart@dijon.inra.fr

Depuis plusieurs années, les communautés micradsedn sol sont étudiées au travers de
leur ADN. Le mode d’extraction de 'ADN du sol révé@onc une importance capitale pour
décrire la biodiversité microbienne. A ce jour, dembreuses procédures d’extraction
d’ADN des sols sont disponibles et certaines soénes standardisées (norme ISO 11063).
Ces différentes techniques sont généralement bagéese étape de lyse physique et de lyse
chimique et sont surtout adaptées aux outils md@es de type qPCR et empreintes
moléculaires. Le développement récent des techsigle séquencage massif parallele
(pyroséquencage 454), qui permettent d’aborder idesntaires taxonomiques précis et
représentatifs, nous conduit a revisiter les bassociés a ces procédures d’extraction
d’ADN. L’objectif de cette étude est de définirdeotocole d’extraction d’ADN du sol le plus
approprié pour accéder au maximum de diversitéahienne tellurique. Dans ce contexte,
différentes procédures sont testées (dont la nd8@ sur 5 sols différents de par leurs
propriétés physicochimiques et leur mode d’'usagequalité des ADN extraits selon ces
différents protocoles est évaluée en termes deereadt d’extraction, d’abondance (biomasse
moléculaire par qPCR) et de diversité (pyroséquemgeb4 des genes ribosomiques) des
communautés bactériennes et fongiques. L'analysélifférents résultats permet de définir le
protocole le mieux adapté pour accéder a la medleaprésentativité de la diversité des
communautés microbiennes telluriques.
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THEME 3 :

Valorisation — Applications industrielles
de résultats de recherche
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[PO7]
De la sélection a la caractérisation d'un nouveaurpbiotique (projet FUI)

— Pascal Molimard —

Le projet FUI PROBIOTIQUE vise la sélection rationnelle et combinée de nouxea
microorganismes fonctionnels et viables dans lesailoes de I'immunité et des anti-oxydants
pour les filieres déshydratées (poudres, comprimigsydratés (yaourts).

La compréhension précise des mécanismes d’acte@mégobes, combinaison de microbes
et médiateurs sur le systéeme immunitaire et suédasstance aux composés oxygénés activés
(ROS) permettra de développer des produits avec effiess renforcés sur le systéeme
immunitaire et/ou sur le stress oxydant.

Suivant les procédés alimentaires utilisés et itag¢ des souches a affronter des
environnements fluctuants, celles ci résistent musmoins a I'ensemble des étapes de
préparation et de fabrication industrielle qui geent la consommation des produits. Les
résultats issus des recherches aboutiront a la emsglace d’'une méthode de criblage de
nouvelles souches qui prendra en compte le caead&erésistance des souches aux variations
fluctuantes des conditions industrielles de prépmarales produits. Les souches ainsi retenues
seront plus fonctionnelles en conditions de pedtion représentatives de leur utilisation.
L’environnement du probiotique module égalementsabérablement la fonctionnalité d’une
bactérie ainsi que ses effets sur I'organisme @#&pdes souches a agir via I'environnement
dans lequel elles se trouvent). Les résultats gaodleront des recherches sur les molécules
exogenes et sur I'impact « souches » des conditlerstress permettront de retenir différents
couples matrice/probiotique et de renforcer la fiomnalité probiotique recherchée lors de
lintégration des souches dans la matrice. L’effita immuno-modulatrice et/ou anti-
oxydante des nouveaux produits probiotiques « cémehts alimentaires » et « yaourts
natures/fruités » setastée in vitrpin vivo et chez 'lhomme.

36



[PO8]
Evaluation des thérapeutiques anti-infectieuses ‘aventure de la création

d'entreprise

Delphine Croisier-Bertin, PharmD-PhD, fondatrice\deexia

Actuellement installée sur le site du centre hadipit universitaire de Dijon dont elle est
issue, la jeune entreprise Vivexia développe umat¢efirme d’évaluation de I'efficacité des
molécules anti-infectieuses dans des systemesim@@aux vivants humanisés.

Apres une these réalisée sur le développement girdaention de la résistance du
pneumocoque dans les infections pulmonaires etefdlon du concours catégorie émergence
de ’Anvar en 2005, Delphine Croisier-Bertin décitke créer sa propre entreprise en Octobre
2009. En effet, devant l'accroissement de la résca bactérienne (70% des agents
pathogénes responsables des infections des vapgateires sont résistants a l'un des
antibiotiqgues de premiére ligne) et, dans le méeneps, du désengagement des industriels
dans la recherche sur le sujet, la société a clieisiiévelopper son activité autour de la
performance prédictive de ses modeéles d’infectibdesI’humanisation de leur traitement.
L’idée, reproduire fidelement et individuellemethiez I'animal, les concentrations sanguines
obtenues chez 'homme lors d'un traitement biemwbnAujourd’hui, peu de structures sont
spécialisées dans ces modéles détudes pré-clmigaeec humanisation de la
pharmacocinétique. Pour autant, ce besoin, exppareéles agences reglementaires ; est
devenu incontestable. La stratégie de [I'entreprest donc claire: formuler des
recommandations pour I'utilisation d’antibiotiquefin d’en préserver la qualité.

Actuellement composée de 5 personnes, I'entrepéséficie du soutien actif du Professeur
Pascal Chavanet, chef de service du Départemerttioibgie au CHU de Dijon ainsi que des

structures régionales d’accompagnement. Vivexitagarses activités entre la réalisation de
contrats industriels (dont les deux tiers aux Ethis) et le co-développement de nouveaux
projets de recherche avec des structures publiqugsivées locales ou nationales (recherche
de nouveaux axes thérapeutiques, mise au pointodeeaux modéles, développement de
'imagerie chez le petit animal).

Pour toute information :

http://www.vivexia.fr
delphine.croisier-bertin@vivexia.fr
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[PO9]
Un outil de valorisation de la microbiologie : la Fate-forme de
Prédéveloppement en Biotechnologies de WelienceragAlimentaire et
Bio-industriel"

par Joélle De Coninck et Alain Durand

La Plateforme de Prédéveloppement en Biotechml@®j°B) fait partie de Welience
(marque d’UB-Filiale) de Dijon, plus particulierentedu péle Agro-alimentaire et Bio-
industriel. Elle accueille également une équipeatderche appartenant a 'TlUMR Procédés
Agro-alimentaires et Microbiologiques (PAM), ex-GRIMJ'AgroSup Dijon.

De par ses compétencesR&D et son outil au service dransfert vers l'industrie
et son implication dansEnseignement la PPB apporte un appui indispensable a I'UB,
AgroSup-Dijon, a I'Institut Carnot Qualiment damsi$ grands secteurs économiques majeurs
en Bourgogne : I'Agro-Alimentaire, la Santé et REnonnement.

Dans le domaine de lgeermentation en milieu liquide, la PPB dispose comme
environ une dizaine de structure équivalente endeade bioréacteurs allant de 1 L a 500 L
de capacité afin d’assurer les études d’optimisaéib de scaling-up des procédés dans le
domaine des IAA mais aussi dans les bioindustregéméral.

Par ailleurs, la PPB offre desmpétences et des bioréacteurs pilotes uniques en
France et méme en Europau service des bioindustries dans le domaine diur@vation de
rupture représentée par Rermentation Milieu Solide (FMS). En effet, dans le contexte
socioéconomique européen, compte tenu des beswlostiiels en termes de production de
molécules biosourcées, d’agriculture respectueadadvironnement, d’économie d’énergie,
la fermentation en milieu solide offre une alteivattrés intéressante a la fermentation en
milieu liquide tant sur le plan de ses spécificigg® sur le plan économique. De nombreux
secteurs d’activités sont concernés par ce typepmeédé, en particulier le secteur
agroalimentaire (enzymes, starters, additifs, nauxealiments fermentés.....), nutrition
animale (production de protéines digestibles, mtidpies.....), le secteur agro-environnement
(biofertilisants, biostimulants, biopesticides).

Les activités de la PPB sont en complémentaritéle¢oavec les laboratoires de
recherche de I'Université de Bourgogne : productienmicroorganismes sélectionnés pour
des propriétés probiotiques ou des propriétésntdobgiques particulierement adaptées a
certaines industries (levains lactiques, cenologiqgueproduction de protéines
recombinantes...). Les liens sont forts en particidiec I'Unité Procédés Agroalimentaires
et Microbiologiques, d’AgroSup Dijon. De nombrewarfenariats sont établis lors de
programmes de recherche nationaux et internatiofak, FUI, EUREKA, KBBE). De
plus, la PPB, avec ses outils pilotes, apportessmtien dans le développement de certaines
start-up comme par exemple Agrene, Nexidia.
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[PO10]
Applications biotechnologiques des mycorhizes

Dirk Redecker, Université de Bourgogne, UMR1347 Agroécologie L ERENRS 6300, BP 86510,
F-21000 Dijon, France

La symbiose mycorhizienne est une association emtrehampignon mycorhizogéne et une
racine de plante-h6te. La mycorrhize a arbuscliEs) st extrémement ancienne puisqu’elle
est datée de la méme époque que l'apparition dm#gd terrestres, il y a 460 millions
d’années. Elle s’effectue entre un champignon ntyizogene a arbuscules (CMA, phylum
Glomeromycota) et plus de 80% des plantes tersedies CMA sont des microorganismes
ubiquitaires du sol et sont des biotrophes obligadoqui nécessitent une plante-héte pour
compléter leur cycle de vie.

La plupart des plantes cultivées sont des hotda d&A et bénéficient de I'association. En
ameliorant I'exploration du sol par leur réseaufide filaments et ainsi en augmentant
'absorption des éléments minéraux peu mobilesaliules champignons agissent comme
biofertilisants. Ceci est en particulier de grandgortance pour le phosphate, ressource
limitée sur terre. De plus, les CMA sont des biatétpurs qui modifient le métabolisme de la
plante et des bioprotecteurs qui améliorent lastésce des plantes vis a vis des stress
abiotiques et biotiques, tel que métaux lourdsathggenes microbiens.

Afin d'exploiter la MA dans des contextes agricaleg a deux démarches principales: une
augmentation de la communauté locale des CMA, auamélioration par inoculation. Les
CMA étant des biotrophes obligatoires, la productainoculum fongique présente des
enjeux considérables. La production dans les dascdlune pépiniére ou en pots ouverts dans
une serre est techniquement facile mais implique aomtrble rigoureux d'autres
microorganismes susceptibles de se développerultare in vitro sur racines dans un milieu
artificiel est plus exigeante et n'est possibleegt peu d'espéeces, mais présente l'avantage
d'une stérilité absolue.

Les possibles applications de la biotechnologie mdgsorhizes impliquent entre autres des
sols de pépiniéres et de champs déficitaires eroomganismes bénéfiques, des sols perturbés
ou érodés et la culture de plantes produites paromiopagation. Des exemples de projets a
I'INRA Dijon utilisant cette technologie seront pe@ités.
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[POP13]
Détection deOenococcus oerdans le vin parCytométrieenflux: application au
suivi de la fermentation malolactique.

Mohammad SALMA, Sandrine ROUSSEAUX, Anabelle LEGRAND, Hervé ALEXBRE
Laboratoire VALMIs, IUVV, Institut Jules Guyot ROkude Ladrey, BP 27877 21078 Dijon.

Plateforme Technique de Cytometrie IFR100 Sant€ $at. Médecine Dijon.
mohammad.salma@u-bourgogne.fr

L'analyse microbienne en temps réel au cours di&erlaentation présente l'avantage
d’apporter des mesures correctives rapidement pagjsdice pour la production. Parmi les
meéthodes existantes pour détecter et dénombrenirs-organismes en milieu vin, peu d’entre
elles permettent d’obtenir des résultats rapides. flus que ce soit, les techniques de
microbiologie classique ou de biologie moléculaeles présentent des contraintes en termes de
temps, de mise en place ou de codts (Thusitha2iGdl, Pinzani et al 2004). Quelques études ont
montré que la cytométrie de flux (FCM) peut répendux besoins généraux et spécifiques de
I'analyse microbienne du vin (Bouix et al 1999, dMaino et al 2001, Serpaggi et al 2010).

Ainsi au cours de ce travail, la FCM a été mis@aint et appliquée pour la détection et la
guantification de différentes souches @e oeni au cours de la fermentation de modts de
Chardonnay et de Pinot Noir en utilisant differem@rqueurs : la Fluorescéine Di-Acétate (FDA)
et un couple de marqueurs: le Bis-Oxonol (BOX) margq du potentiel membranaire et l'iodure
de propidium (P1) se fixant sur ’ADN de celluleortes.

La premiére étape a été d'optimiser le marquagecdisles en conditions cenologiques.
L’avantage du BOX est qu’il permet de générer uogef fluorescence chez les bactéries,
permettant de les distinguer facilement des démgrairement a d’autres marqueurs comme la
FDA.

Dans un second temps, l'efficacité de la FDA eB@X/Pl a été comparée en vin blanc
et rouge au cours de la FML. Les résultats obtemoistrent une bonne efficacité des 2 types de
marqueurs en vin blanc, avec tout de méme, unesitéede fluorescence des cellules marquées
avec le couple BOX/PI plus importante que cellenbe avec la FDA.

En vin rouge, le marquage des cellules avec la BRAt averé difficile et n'a pas permis
un dénombrement fiable des cellules. Par contreméquage des cellules avec le couple
(BOX/PI) a permis leur dénombrement: en effet uneéation significative (r = > 0.967) a été
obtenue entre le dénombrement des cellules obt@nE@M et celui obtenu par culture sur milieu
gélosé et ce quelle que soit la souche utilisée.

Ainsi, l'utilisation de BOX/PI permet la quantifiion des populations viables et mortes
de Oenococcus oeneén vin rouge et blanc. Ce marquage n’'est pas sgpéeifde O. oeni
cependant il a tout son intérét dans la déternunate la viabilité des levains malolactiques et du
suivi de la FML ou ces bactéries sont majoritaifes.futurs travaux pourraient également étre
développés afin de réaliser par FCM, le suivi deutations co-inoculées telles que des
populations de levures et @e oeniau cours de la vinification.
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[POP14]
Les bactéries lactiques et propionigues ont une ilfence majeure sur les esters
produits dans des fromages a pate pressée cuite

S. Buchirf, C.C. Licof, G. Dubo2, J.C. Salmoh F. Dufrénd M.O. Coquillard M. C. Abeijon-
Mukdsf, R.B. Medin&, A. Thierry’

#INRA, UR342, Technologie et Analyses Laitiere808%oligny, France
P Universidad de Castilla-La Mancha, DepartamentoGlencia y Tecnologia Agroforestal y
Genética, ETSIA-IDR, Calidad de Leche y Derivadastéos, 02071 Albacete, Espagne
¢ CERELA-CONICET, Centro de Referencia para Lactids,c4000 Tucuman, Argentine
4INRA, Agrocampus Ouest, UMR1253, STLO, 35042 Rehreaxce
solange.buchin@poligny.inra.fr

Les esters conferent aux fromages a pate presgéedes arémes fruités recherchés. Différentes
études antérieures ont montré des relations eetre&dncentrations en esters et la présence de
populations bactériennes dominantes de ces fromapgdéries lactiques thermophiles et
mésophiles, bactéries propioniques. Nous avonsuvguantifier les contributions respectives de
ces populations dans un méme environnement fromager

Nous avons fabriqué 24 fromages (6 pendant 4 jale kg de type emmental, en faisant varier
la composition des ferments thermophiles : ajodf @u non (TO) d’'une souche dactobacillus
delbrueckii(LD) a un mélange d8treptococcus thermophilet deLactobacillus helveticud es
jours 1 et 4, nous avons étudié I'effet des bass@oropioniques (BP) en ajoutant a chaque lait TO
ou T1, soit aucune BP (P0), soit une souche P12odefP. freudenreichiiLes jours 2 et 3, nous
avons étudié I'effet des lactobacilles hétérofertaiees facultatifs (LHF), en ajoutant soit aucune
souche, soit une souche ldeparacasei soit une souche de casei Les fromages ont été affinés
3, 4 et 3 semaines a 12, 23 et 7°C respectiveragat, un suivi des populations bactériennes et
des composeés volatils.

Les ensemencements bactériens ont été conformesaseixs prévues, sauf pour la souche P2
ensemencée 8 fois plus fortement qu’attendu. A lesistades, les fromages ensemencés en LHF
ou en BP ont montré des niveaux de ces populagilusséleves que les fromages correspondants
non ensemencés. Les niveaux maximaux des ferntermaphiles étaient de 5-9%10fc/g, ceux
des LHF de 8.102.1F ufc/g et ceux des BP de 381010 ufc/g. L'ajout de LD a entrainé une
baisse dek. helveticusa 1 et 3 semaines. Un effet majeur (x5 a excldsif) BP a été observé sur
les esters propioniques et propyliques a 7 et htasees, avec un effet souche (P2>P1>P0). Ces
effets sont sans doute liés a I'effet positif dd3 &ur les précurseurs, acide propionique et 1-
propanol. L’effet souche observé peut étre di augaux supérieurs ou a une activité estérase
plus forte de P2. Des effets moindres (x3 a 5) ldéE et des BP, sans effet souche, ont été
observés sur I'éthyl butanoate (LHF) et I'éthyl hemate (LHF, BP). La concentration de ces
esters n’était pas corrélée a celles de leurs @éuats, eux-mémes non affectés par les LHF et BP.
L’effet positif des LHF sur les concentrations em8thylbutyl acétate (x5 a 100) était sans doute
da a l'effet des LHF sur le 3-méthylbutanol. Une¢fhégatif faible de I'ajout de LD sur les
acétates et le propyl propanoate (x2 a 8) a etgrebssans doutda des interactions.

Cette étude montre l'impact des différentes popuiat dominantes sur la formation des

principaux esters du fromage. Des questions resteglucider : la part dans la formation des

esters du niveau de précurseurs et de I'activitérase ; pour celle-ci, la part de la croissance
bactérienne, du niveau de synthése et d’expreslidienzyme ; la présence d’interactions entre
microorganismes dans la synthese des esters etidefdrécurseurs ; 'impact de I'environnement
fromager sur ces phénomenes.
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Inactivation de spores bactériennes seches par hastpressions gazeuses
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Les hautes pressions hydrostatiques sont étudegmssdplusieurs décennies dans le cadre
du développement de nouvelles technologies aliggsatde décontamination. Cependant,
I'utilisation des hautes pressions hydrostatiquéseasite des produits a teneur élevée en eau, et
cette technologie reste encore peu efficace coaneta destruction des formes résistantes comme
les spores de bactérie.

L’inactivation des microorganismes a I'état « seeprésente un challenge d’autant plus
important a relever puisque leur résistance sev&rgénéralement accrue sous forme déshydratée.

De nouveaux procédés hautes pressions sous «@igesx sont actuellement a I'étude et
permettent de détruire des microorganismes sousefgeche. Les premieres études sur I'effet des
pression gazeuses sur des bactéries furent meagésgser en 1951 avec différents gaz dans le
but de récupérer le contenu cellulaire mais ellesrit menées en milieu hydraté sur des formes
végétatives de bactéries (Fraser, 1951).

Il a récemment été montré que des levures sechesmient étre inactivées sous haute
pression d’azote a 150 Mpa jusqu’a 6 log (Espinassé., 2008a; Espinasse et al., 2008b), et que
pour des formes de résistance comme les sporeérieacies deBacillus subtilis le niveau de
destruction pouvait atteindre 3 log pour des pogssde I'ordre de 500 MPa (Colas de la Noue et
al., 2012).

Les étapes du procédé peuvent étre décomposéessephiases : la montée en pression du
systeme, le maintien sous pression qui permet fptisa du gaz, et enfin la détente durant
laquelle le gaz est évacué de la matrice.

L’efficacité du procédé dépend de la nature du dazniveau de pression, du temps de
maintien, de la cinétique de détente et du nivéayddatation des microorganismes. Une détente
rapide et une teneur en eau trés faible sont esbesitpour l'inactivation des microorganismes.
L’activité de I'eau pourrait avoir une influence portante sur les propriétés plastiques et de
perméabilité des différentes structures composargpbre (manteau, cortex...) ainsi que sur la
fluidité de leur membrane plasmique expliquant fortance de ce paramétre dans I'efficacité du
procédé. En effet une structure plus «rigide >meins poreuse serait plus sensible au choc
provoqué par I'expansion volumique du gaz sorbéyquué par le retour du systéme a pression
atmosphérique. La sorption du gaz suivie de sargtso rapide de différents compartiments
cellulaires serait donc a l'origine d’'une altératimécanique de la structure, entrainant une perte
d’intégrité de celle-ci suivie de la mort cellukir

Colas de la Noue A, Espinasse V, Perrier-Cornetdl Gervais P. High gas pressure: An innovativéhatkfor the
inactivation of dried bacterial spores. BiotechBa@eng.In press

Espinasse V, Perrier-Cornet JM, Marecat A and GenR. 2008a. High-pressure inactivation of dried
microorganisms. Biotechnology and BioengineerBff1): 180-88.

Espinasse V, Perrier-Cornet JM, Marecat A and Gerra 2008b. High gas pressure effects on yeaste&inol.
Bioeng. 101(4): 729-38.

Fraser D. 1951. Bursting bacteria by release ofpgessure. Naturd67(4236):33-34.
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Les probiotiques sont des micro-organismes vivgotsaffectent positivement la santé de
'héte et interagissent avec le microbiote intestires cellules épithéliales et/ou les cellules
immunitaires (Ebel et al.). Depuis plus d'une dédenils connaissent un regain d’intérét
matérialisé par une explosion du nombre de trawsaientifiques, notamment sur le choix de
techniques de stabilisation efficaces (Meng et2808). En effet, les procédés de séchage
industriels peuvent induire des dommages cellldag@nduisant a une perte de viabilité et de
fonctionnalité (Grzeskowiak et al. 2011, Lemetaisak). Ainsi, le contrble des parametres
opératoires tels que la méthode de déshydratatida présence d’adjuvants influence fortement
la survie cellulaire.
Dans cette étude, nous avons comparé l'impact dé&s tméthodes de déshydratation
(Iyophilisation, atomisation, séchage sur couchece)i sur la viabilité et la fonctionnalité de trois
microorganismes probiotiquekactobacillus plantarumLactobacillus zeaeet Bifidobacterium
bifidum Outre le taux de survie, la capacité de ces hast@ interagir avec d'autres cellules,
adhérer ou coloniser un nouvel environnement anéurée apres séchage.
Les résultats montrent des différences de viabgitére les souches. Ainsi les bactéries
plantarumetB. bifidumsont mieux préservées apres lyophilisation alaeslgzeaeest sensible a
toutes les méthodes de déshydratation testéesluBgelg fonctionnalité des cellules est fortement
modifiée par le processus de fabrication et cemtians ne sont pas directement liées au taux de
survie. Les propriétés immuno-modulatrices de lackeB. bifidumsont fortement altérées apres
séchage avec un ratio IL12p70/IL10 divisé par &8s lyophilisation, divisé par 7,9 apres
séchage sur couche mince et divisé par 6,6 apoesis#tion. De méme, la capacité d’adhésion
des souche®. bifidum et L. zeaeest fortement diminuée aprés atomisation (-54%2886
respectivement). L'utilisation d’adjuvants de sémhgermet d’augmenter significativement le
taux de survie des microorganismes au séchagersaitiéenir leur fonctionnalité.
La compréhension des mécanismes a I'origine daerlaescellulaire a la déshydratation permet de
déterminer les structures clefs a protéger. Le ldgpement de stratégies spécifiques : Technique
de séchage (lyophilisation, atomisation, séchage®uche mince), présence d’adjuvants (sucres,
acides aminés...), ou le contrble des parametresampas (cinétique, amplitude) permet
aujourd’hui d’améliorer fortement la vitalité desushes. Cette étude montre I'existence de
conditions optimales de déshydratation pour chégeérie probiotique sensible afin de préserver
sa viabilité et sa fonctionnalité.

Ebel B, Lemetais G, Beney L, Cachon R, Sokol H,dedla P, Gervais P. Could probiotics prevent camsgular
diseases? A review. Critical Reviews in Food Saesad Nutrition DOI: 10.1080/10408398.2011.579361.

Grzeskowiak L, Isolauri E, Salminen S, Gueimonde 2011. Manufacturing process influences propertiés
probiotic bacteria. British Journal of Nutrition 3(®):887-894.

Lemetais G, Dupont S, Beney L, Gervais P. Air-dgykinetics affect yeast membrane organization angival.
Applied microbiology and biotechnology. DOI: 10.173§00253-012-4014-3.

Meng XC, Stanton C, Fitzgerald GF, Daly C, Ross RB08. Anhydrobiotics: the challenges of drying lpatic
cultures. Food Chemistry 106(4):1406-1416.
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Pour mettre au point des produits laitiers probists aux effets démontrés chez I'homme
garantissant aux consommateurs une satisfactiateteh terme de bénéfices santé, d’innocuité et
de qualité, il est indispensable de conserver vdagerenforcer la viabilité des souches durant
toutes les étapes de fabrication et de stockag@roesiits. Hors, les procédés de préparation et
de fabrication perturbent significativement cettabilité et donc I'efficacité des produits finis
commercialisés. Plusieurs facteurs peuvent en m@sponsables, notamment la sensibilité a
'oxygéne qui est citée comme étant un probléemeeoragle survie des probiotiques lors de la
fabrication et le stockage des produits laities nhodification du potentiel d’oxydoréduction,JE
peut étre une voie d’amélioration de la viabilitésdbactéries probiotiques dans une matrice
laitiere. Cependant, la plupart des techniquedséébk sont pour la plupart soit transitoires
(électro-réduction) soit négatives d’'un point de \aganoleptique (cystéine). L'utilisation de gaz
dans le but de modifier le potentiel redox est guarlle trés peu étudiée bien que n’entrainant
aucun impact négatif sur le produit fini. En moalke B, avec des gaz, les conditions du tractus
gastro-intestinal humain peuvent étre reproduitese condition aérobie (Contréle, mimant les
zones adjacentes a la surface du mucus), une wondéductrice (mélange Azote / Hydrogene,
mimant la lumiere intestinale) et une conditioremtédiaire oxydante et anaérobie (Azote).

Notre étude s’est attachée a étudier I'impact deddification du ks par des gaz sur la survie lors
du stockage dans un lait fermentéRiedobacterium bifidumAinsi trois laits fermentés avec des
Ep, initiaux ajustés a +440 mV (lait contréle), +350/rflait dégazé avec N ou -300 mV (lait
dégazé avec MNH,) ont été utilisés. Les profils d'acidification, leroissance pendant la
fermentation ainsi que la survie pendant le stoekag °C pendant 28 jours ont été analysées. La
composition en acide gras ainsi que la fluidité remaire deB. bifidum ont également été
déterminées respectivement par chromatographiaugazs par I'anisotropie de fluorescence. La
résistance intrinséque au stress oxydant a erfimésurée.

Cette étude montre que les laits fermentés a phetlait dégazé sous, Mt plus particulierement
sous N-H, permettent une meilleure survie Be bifidumau cours du stockage sans affecter les
cinétigues de fermentation et la survie Se thermophiluset Lb. bulgaricus Cette meilleure
survie est également observée en condition rédectaprés un stress oxydant. De plus,
contrairement a la composition en acide gras uigife membranaire reste constante quelque soit
les conditions de [Femployées. Ces résultats peuvent expliquer laened survie observée dans
les laits fermentés sous, Mt Nb-H,. L'utilisation des gaz permet donc d’améliorerslarvie de
souches probiotiques sensibles durant le stockageceei sans affecter les propriétés
d’acidification des ferments du yaourt.
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Objectifs: Les pneumopathies acquises sous ventilation mgoa (PAVM) font parties des infections
nosocomiales les plus fréquentes en réanimationmiPkes bactéries responsables, les souches de
Staphylococcus aureusgsistantes a la méticilline (SARM) sont respblesd’infections trés séveres. La
réponse inflammatoire est induite suite & la rea@sance de ces microorganismes par les Toll-Like
Receptors 2 (TLR2), spécifiques des bactéries @ grasitif. Nous avons montré dans notre modele de
PAVM a SARM que le stress mécanique lié a la VMraegtait I'expression de TLR2 par les cellules
épithéliales pulmonaires. Une stimulation de cegpteurs par les bactéries conduit a I'exacerbatola
réponse inflammatoire aboutissant alors a l'aggrawade Iésions pulmonaires préexistantes et a la
diminution des défenses antibactériennes du poumons avons tout d’abord souhaité confirmer les
précédents résultats obtenus pour le modéle anienRIAVM & SARM en allongeant la période de suivi a
24 heures au lieu de 8 heures.

Matériels et Méthodes Deux groupes de lapins New-Zealand ont recunacaulum calibré de 10lqg
UFC de SARM par instillation dans les voies aérenpour induire la pneumonie. Un groupe (n=6) a été
intubé et ventilé sous anesthésie générale perfariieures et l'autre groupe (n=6) a été laissé en
respiration spontanée. Le Tumor Necrosis Factdraa(NFe) et I'Interleukine 8 (IL-8) ont été détectés
par enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) dassérums et broyats de poumons et de rates des
animaux de chaque groupe. L'expression des gendiLe®e et du TNFo a été mesurée aprés rétro-
transcription des ARNm en ADNc suivie d'une gPCRugatitative polymerase chain reaction). La
clairance bactérienne pulmonaire et systémiqué &luée a partir de cultures bactériennes gatintis
réalisées sur des échantillons de poumons et de. ratatteinte pulmonaire a été évaluée par examen
microscopique a partir d’échantillons de tissugymriaires colorés a I’hématoxyline-éosine puis wresc
semi-quantitatif a été attribué en fonction dedeésité de I'atteinte.

Résultats: La plus forte expression génique de TLR2 a ésentie dans le groupe des animaux infectés et
soumis a ventilation mécanique (VM+SARM), traduisdieffet synergique des deux agressions sur
I'expression pulmonaire du gétie2. Les niveaux de transcrits les plus élevés pesigeéned8 ettnf ont

été mesurés dans le groupe VM+SARM. Les conceotratsériques les plus importantes en cytokines
inflammatoires correspondantes IL-8 et ThFent également été observées chez les animaux ayant
développé une pneumopathie sous ventilation mégandes lésions majorées du tissu pulmonaire ént ét
observées dans le groupe VM+SARM traduisant I'actipnergique de la VM et de l'infection par SARM.
Les cultures bactériennes ont montré des conciemtsabactériennes pulmonaires plus élevées dans le
groupe VM+SARM traduisant une diminution de la @dace bactérienne dans les poumons de ces
animaux. Aucune différence n'a en revanche étérebeedans les concentrations bactériennes splénique
entre les deux groupes d’animaux.

Conclusion: Nous avons montré dans ce modele de PAVM a SAR&t ain suivi de 24 heures de la
pneumonie que la combinaisBtaphylococcus auretéM induisait la surexpression pulmonaire de TLR2.
Dans ce contexte, I'inflammation locale, en répc$afection bactérienne était exacerbée et cmaiiua

de séveres lésions tissulaires du poumon et arlandiion de la clairance bactérienne. Il s'y asaibaine
augmentation significative de I'inflammation systque.

Perspectives Il serait intéressant d’atténuer la réponse imffatoire pulmonaire et systémique médiée
par TLR2 pour avoir un effet protecteur dans le tewte d'une pneumopathie expérimentale a
Staphylococcus aureushez un animal sous VM. L'administration concomiéad’'une antibiothérapie
active sur la bactérie permettrait en outre de gmi#e risque de croissance bactérienne non déetrd
Nous nous proposons d'antagoniser directement TpR2 des anticorps monoclonaux bloguants et
d’atténuer la réponse inflammatoire dépendant deZlpar une statine.
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La maladie du Poumon de Fermier (PDF) est une papathie d’hypersensibilité¢ (PHS). Les
PHS sont des maladies respiratoires liées a l'atived de micro-organismes contaminant divers
substrats agricoles, industriels ou domestiqueas(da cas du PDF ce sont les fourrages). Le
diagnostic de ces maladies est difficile car lem@pmes sont caractérisés de pseudo-grippaux.
Les techniques d’'immunoprécipitation recherchastitemunoglobulines G (IgG) et utilisant des
antigenes totaux de micro-organismes environneragrat prouvé leur efficacité mais manquent
de standardisation. Actuellement, les antigenesuiotsont fabriqués de facon artisanale dans
chaque laboratoire et leur composition varie d’and l'autre méme lorsque les conditions de
culture sont harmonisées. Les laboratoires utilisemc des antigenes tres différents et méme au
sein d’un laboratoire donné, les résultats desnigaes d'immuno-précipitation peuvent varier en
fonction des lots de fabrication des antigenes.bjectif est le développement d’'un kit de
diagnostic standardisé utilisant des antigenes mbowants spécifiques des contaminants
microbiologiques.

Trois micro-organismes impliqués dans le PDF oétcéibisis pour le développement d’antigénes
recombinants (une moisissure, une mucorale, et aimomycete). Les protéines immuno-
réactives sont repérées a l'aide de sérums de ewmlaar western blot a deux dimensions puis
identifiées par spectrométrie de masse. Le genantqubur la protéine d’intérét est amplifié par
PCR puis inséré dans un vecteur bactérien et clané Escherichia coli. La protéine est produite
par induction a 'lPTG puis purifiée. Les protéinescombinantes sont testées par un ELISA
indirect avec des sérums de patients et des sédlagsculteurs sains. L'efficacité du test est
évaluée par une analyse en courbe ROC (ReiceveatdgeCharacteristics).

Deux antigénes recombinants issufgpergillus fumigatusune espece proche Elirotium
amstelodamimpliqué dans le PDF et cinq directement issusSdecharopolyspora rectivirgula
ont été produits, testés et validés par les téstistigues.

Les deux antigenes recombinantd.dfumigatusont obtenus une sensibilit¢ de 72% et des
spécificités de 94% et 84%. Ces deux antigenes ic@Emipermettent d’augmenter I'efficacité du
test avec une sensibilité de 89% et une spéciftet&4%. Les cing antigénes 8erectivirgula

ont une sensibilité comprise entre 75 et 85% et gpéxificité de 63 a 85%. Ces antigénes
combinés deux a deux ne permettent pas 'amélmrates sensibilités et spécificités. Néanmoins,
l'utilisation simultanée des cing antigénes avétablissement d’une regle permettant de classer
un sérum comme positif lorsque trois antigénes ciig sont positifs, permet d’obtenir une
sensibilité de 80% et une spécificité de 81.5%.aHbaurs la combinaison des scores obtenus pour
deux antigenes recombinants de fumigatuset deux deS. rectivirgula permet encore
d’augmenter la sensibilité & 93% et la spécifiaitt00%.

Les agriculteurs ne sont pas sensibilisés de laen@aniere aux différents micro-organismes
retrouvés dans leur exploitation agricole ; aindilisation d’'un panel d’antigénes totaux dans les
tests diagnostic avait déja été démontré et sarnmifpar cette nouvelle étude avec I'utilisation
d’antigénes recombinants. D’autres antigénes regwnts issus d’'une mucoralaéchtheimia
corymbiferasont en cours de production et viendront complétgranel. Une étude prospective
incluant des patients de différents pays (Finlaf@inada) exposés a d’'autres souches de micro-
organismes devra étre réalisée pour valider ceemutest a une plus large échelle. Le test ELISA
est un test peu onéreux, rapide et reproductibie gwopice a la commercialisation mais avant
cette étape finale d’autres parametres devront @talablement testés et validés telle que la
stabilité des antigénes une fois fixés sur la ptagLISA.

46



[P14]
Un exemple de valorisation industrielle (Unité PAMWelience) :
développement d’'un vaccin vétérinaire

P. Gervai8 etJ. De Coninck

%UMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques (PAMYroSup Dijon / Université de
Bourgogne, Dijon
PWELIENCE Agro-alimentaire et Bio-industriel, Pld#wrme de Prédéveloppement en
Biotechnologies (PPB), Dijon
deconinc@dijon.inra.fr

Un programme FUI (NEOTOK, 2009-2012) a été mispéace avec pour objectif de
développer un nouveau vaccin vétérinaire dirigétreoda toxoplasmose en optimisant sa
production industrielle et sa conservation. Un ootism s’est constitué entre des partenaires aux
compétences complémentaires : I'Unité Procédés e&itmires et Microbiologiques (PAM),
spécialiste du séchage des microorganismes, Weli€iate-forme de Prédéveloppement en
Biotechnologies (PPB), chargée du développement’éahdlle industrielle des procédés
microbiens et la société VITAMFERO, jeune entrepriisnovante dédiée a la mise au point de
vaccins dirigés contre des maladies infectieusasnBGaveaux vaccins sont développés sur la base
de modifications génétiques particulieres des Apiglexes par invalidation de genes (technologie
« KO »).

Les Apicomplexes sont des parasites intracelkdanesponsables de maladies animales
(toxoplasmose, néosporose, coccidiose...) et humaiftegoplasmose, paludisme..) aux
conséquences dramatiques en santé publique et qulann économique. En santé humaine, il
n’'existe aucun vaccin contre ces maladies. Dargoiraine vétérinaire, les vaccins disponibles
utilisent des souches atténuées peu stables ef’dffitacité est réduite en raison de leur faible
durée de conservation.

Parallelement au développement des conditionsra@uption de la souch&oxoplasma
gondii, les conditions de conservation du vaccin candatdi-toxoplasmose ont été étudiées,
I'objectif étant de conserver les parasites vialdesnfectieux pendant une durée d’au moins
6 mois. Plusieurs procédés de conservation onsééetionnés, notamment la déshydratation, la
congélation et la lyophilisation.
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Notre équipe, par une approche pluridisciplinafoealise ses recherches sur les mécanismes
d’adaptation de la bacténi@enococcus oemrdi son environnement. Nos travaux appréhendent plus
particulierement le métabolisme azoté et les méoaes impliqués dans la régulation de la
fluidité membranaire chez cette bactérie lactiquaé@tét cenologique.

Métabolisme azoté de. oeni

Les faibles concentrations et la grande diversg8 dources azotées du vin supposent une
adaptation particuliére de la bactérie a son enmement. Malgré les nombreuses auxotrophies
identifiees che. oenj les besoins azotés s’averent faibles et peuveata8surés uniqguement
par des peptides. Les peptides sont transportédegasystemes qui consomment de I'énergie. Une
fois internalisés, ces peptides sont essentiellemm&rabolisés par la peptidase a proline, Pepl.
Contrairement aux autres bactéries, 'activité apéptidase générale demeure minoritaire chez
O. oenj Pepl étant l'activité enzymatique principale derbie d’hydrolyse des peptides contenant
de la proline. Nous avons également montré quédalation du métabolisme azoté de la bactérie
est indépendante du répresseur transcriptionneY @oélsent chez les autres bactéries lactiques.
Outre les peptides, les protéines sont égalemensomrce d’azote potentielle pour la bactérie. En
effet, par une approche protéomique nous avonsifidenne protéase, EprA qui differe des autres
protéases connued. oenipossede donc un métabolisme azoté adapté a sonrereinent.
Mécanismes impliqués dans le maintien de l'intégmiembranaire

Une perturbation de l'intégrité de la membrane ifhjdthezO. oenj la synthese de la small Hsp
Lo18. Cette protéine est capable de s’organiseitro en tétramere de triméres et des structures
égquivalentes ont été mises en évideimcgivo. Lo18 posséde une activité de chaperonne ATP-
indépendante ainsi qu’'une activité lipochaperormtigpant au maintien de l'intégrité de la
membrane. Il a été démontré une induction de I'ession du génbspl8codant cette protéine
suite a une fluidification de la membrane. Cettporése de la cellule implique le répresseur
transcriptionnel CtsR. Identifié a ce jour commanlgue et le principal régulateur de la réponse
au stress chez cette bactérie lactique, CtsR giteazec la région promotrice des geresp
réprimant ainsi leur expression en conditions oplé® de croissance.

Afin d’'appréhender au niveau moléculaire le modatdiaction entre Lo18 et la membrane, des
protéines recombinantes comportant une mutatiowctpelle dans le domainecristallin ont été
construites et caractérisdasvivochezE. coli.

LorsqueO. oeniest cultivée en conditions de stress, une modifinale la composition en acides
gras membranaires est marquée par la cyclopropandt I'acide oléique en acide cyclique
dihydrosterculique. L'annotation du génome de lackbe ATCC BAA-1163 a révélé I'existence
d’'un gene codant une protéine similaire a la Cfatgse impliquée dans la cyclopropanation des
acides gras insaturés. En conditions de stresaulede transcrits de ce gene augmente suggérant
une régulation transcriptionnelle de son expressalan un mécanisme non caractérisé a ce jour.
L’étude de la fonctionnalité du gentade O.oenia également été menée en systeme d’expression
hétérologue. Pour cela, un mutacta déficient de L. lactis cremorisa été construit et
complémenté par une copie du gé&f@de O. oenipermettant ainsi d’apprécier la fonctionnalité
de ce gene. Les mesures de viabilités et de fasdihembranaires réalisées au cours de ces
travaux remettent en cause le role prédominantadiees gras cycliqgues dans l'acido-tolérance
chez les bactéries lactiques
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ABSTRACT

Few studies have described the biodiversity ofgadous yeasts on grape, in function of the
location of plots and cultural practices. In thigdy, the indigenous yeasts were isolated from
grape juice collected in Burgundy wineries, vint&f0. The different yeast species were
identified by PCR ITS-RFLP and confirmed by the wsmwping of specific regions.
Hanseniaspora uvarumvas the major species isolated, while other spelsedenging to
generaCandida,MetschnikowiaPichia and Kluyveromycesvere isolated in less proportion.
The repartition of isolated yeasts populations waslied according to various parameters
including the origin of the plot, the vine varietgd cultural practices of the vineyard. Isolates
from organic plots showed a large diversity of yeaharacterized bll. uvarum Candida
sp, C. oleophila P. membranifaciensM. pulcherrima and M. viticola, while only C.
zemplinina,H. uvarumandM. pulcherrimawere isolated from non-organic plots. This work
has highlighted the isolation of some n®aecharomycestrains poorly documented:.
oleophilaandM. viticola.

Keywords: grape berries, indigenous yeast diversitycultural practices
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