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Abstract — Use of molecular fingerprint for the study of complex microbial ecosystem.
Application to AOC Salers cheeseSSCP technique (Single Strand Conformation Polymorphism)
linked to molecular identification of the microflora based on 16S rDNA sequence allowed to perform
a molecular fingerprinting of microbial ecosystems. Without cultural step this fingerprint carried
out the characterisation of the microbial diversity, the comparison of closed microflora. The dynamic
of the microflora can be followed either by the 16S rDNA molecules for the presence of micro-
organisms or by the 16S rRNA molecules for the activity of microorganisms. These new possibili-
ties were shown either on the cheese “AOC Salers” or on anaerobic digestor microflora.

16S rDNA/ Salers cheeseSSCP / lactic acid bacteria

Résumé— L’article présente la technique de SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) asso-
ciée a une identification moléculaire de la microflore basée sur la séquence de 'ADNr 16S. Cette tech-
nigue permet d'obtenir une empreinte moléculaire des écosystemes microbiens. Cette empreinte
permet de caractériser sans mise en culture la diversité d’une microflore, de comparer des microflores
semblables, d’en suivre la dynamique en terme de présence grace a '’ADNr 16S et/ou en terme
d’activité grace a I’ARNr 16S. Ces nouvelles possibilités sont illustrées par des exemples pris sur la
microflore d’'un fromage AOC Salers ou a défaut sur la microflore d'un digesteur anaérobie.

ADNr 16S / Salers / SSCP / bactérie lactique
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1. INTRODUCTION nautés microbiennes. Pour illustrer cette
approche, quelques exemples seront pris
L’élaboration des qualités sensorielles esoit sur des écosystéemes de digestion anaé-
hygiéniques des fromages est, entre autrembie, soit sur la fabrication d’'un fromage
tributaire du développement et de I'activitéau lait cru : TAOC Salers. Le fromage AOC
des micro-organismes. Pour caractériser lg8alers est pris comme modéle car sa tech-
micro-organismes qui composent ces écaiologie laisse supposer que la flore micro-
systémes, variables d’un fromage a l'autrebienne y est complexe. En effet c’est un
les microbiologistes se sont longtemps unifromage fermier au lait cru, et le lait de la
quement appuyés sur l'isolement des microtraite séjourne dans un récipient en bois —
organismes. lls identifient ainsi les isolats« gerle » — des I'emprésurage et jusqu’a
les caractérisent au niveau moléculairéégouttage. Le passage dans la gerle enrichit
(génome, protéome). lIs les étudient donde lait en micro-organismes [1].
dans des conditions ne reflétant pas I'envi-
ronnement naturel de ces communautés qui
évoluent, co-évoluent, interagissent et échan- 2. DEMARCHE EXPERIMENTALE
gent les unes avec les autres pour former un

écosystéme microbien encore imparfaite- |  figure 1 schématise les différentes
ment connu. Si I'écosystéme crée est maktapes de la démarche. Par postulat, chaque
trisé dans le cas du yaourt, il n'en est pagactérie est identifiée par la séquence de
de méme pour les fromages au lait cru ogon ADNr 16S. Aprés extraction des ADN
la complexité native n’est souvent ni reconstotaux et amplification par PCR d’'une zone
tituée, ni étudiee de facon exhaustive. Ainsjariable de I'’ADNr 16S (environ 200 pb), la
I'utilisation des levains reste assez empicommunauté microbienne est représentée
riqgue. Une approche directe de ces écosygar un mélange d’ADNr 16S. La technique
temes peut donner une vision autre et rapiage SSCP (Single Strand Conformation Poly-
de la structure et de la dynamique des popunorphism) permet de séparer les molécules
lations en cours de fermentation. d’ADNTr 16S en fonction de leur séquence

De nouveaux outils moléculaires ont sur{6, 11]. Ainsi une communauté microbienne
tout été développés pour la connaissance @t représentée par un profil ou chaque pic
génome d’espeéces bien définies. Mais leugorrespond a une séquence et par extension
universalité permet d’envisager un change Une « espece » de micro-organisme, I'aire
ment d’échelle en les appliquant & I'étudede chaque pic donnant une indication sur
des écosystémes microbiens en s’affrar‘abondance du micro-organisme dans sa
chissant de I'isolement et de la culture de§ommunauté. La séquence de I’ADNr 16S
micro-organismes [5]. D'abord développéegorrespondant a chaque pic peut étre déter-
pour I'étude d’environnement extrémeminée en comparant la migration de
(ex : hypertermophilie barophile) [3, 8] cesséquences préalablement isolées par clo-
techniques s'avérent indispensables poutage a la migration du profil total. Les
des écosystémes difficiles a isoler et & culclones correspondant a un pic du profil sont
tiver (ex : digestion anaérobie) [4] et voire,s€quenceés et identifies par comparaison avec
trés informatives dans I'assez connu (ferdes bases de données de séquences d’ADNr
mentation lactique). 16S.

Cet article a pour objet de présenter le Cette approche permet ainsi de comparer
potentiel d’'une approche d’écologie micro-rapidement, sans mise en culture, des micro-
bienne combinant différentes techniques dtores entre elles, de suivre leur dynamique
s'affranchissant de certaines limitations deslans le temps ou méme de comparer pré-
techniques de culture et donnant un éclasence et activité a partir respectivement de
rage nouveau sur la structure des commu-ADNr 16S et 'ARNr 16S.
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Figure 1. Stratégie moléculaire pour l'identification et la dynamique structurelle et fonctionnelle
des écosystemes microbiens.

Figure 1. Molecular strategy to: (i) identification of the micro-organisms, (ii) structural dynamic
of the ecosystem, (iii) functional dynamic of the ecosystem.

3. RESULTATS de la séquence avec une séquence connue.
Chaque pic correspond & la séquence de la
3.1. Diversité de I'écosystéme région variable V3 de I'ADNr 16S. L’aire

de chaque pic donne une indication semi-

La SSCP a permis de mettre en évidencguantitative de la fréquence de cette

la diversité des écosystémes anaérobies géquence dans 'écosysteme. L'amplifica-
dépollution. tion des molécules par la PCR peut biaiser

' . . o les rapports finaux.
La figure 2 présente la diversité des bac- PP

téries dans un digesteur anaérobie de labo-

ratoire alimenté par du glucose. Les micro- 3.2. Comparaison des écosystemes
organismes ont été identifiés par la séquence microbiens de lait

de leur ADNr 16S selon la stratégie sché-

matisée sur la figure 1. La précision de l'affi- La figure 3 présente la comparaison de
liation phylogénétique dépend de la similarité3 laits crus prélevés dans la gerle avant
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Clostridium indolis
Cytophaga
Figure 2. Profil ADNr 16S
Synergistes des bactéries dans un diges-
/ Cytophaga teur anaérobie. L'identifi-
cation phylogénétique des
Gram+ Bas GC . pics d’apres la séquence de
. Spirochaetes I’ADNr 16S dépend du
pourcentage de similarité
avec la séquence la plus
proche.
Green Non
Sulphur Gram+ Bas GC Figure 2 . Bacterial 16S

rDNA pattern of an anaero-
bic digestor. The phyloge-
netic identification of the
peaks corresponded to the
closed 16S rDNA sequence.

/

Lait A [ [ ] emprésurage. Trois pics sont communs aux
/Sl \ trois microflores, 5 pics sont communs a
I jv\, deux des trois microflores et au moins
W Vi . .
| ﬂ \ J \ 10 pics ne sont présents que dans une des
A /\J - | microflores.
‘ N
\\ ,I \ \,-"\J/\,\ ) /I
NN Ny \ )
ot | A 3.3. Dynamique dans le temps
‘ d’un écosystéme
Lait B ]
i . . .
i l\ La figure 4 présente la dynamique de la
/\ / \l flore lactique du lait A et des fromages a
Hy v"\ {4 1a 60 jissus de ce lait. Un des pics devient
N,/ \ h \M majoritaire et risque de masquer la diver-
BNV R AN sité des populations sous-dominantes.
Lait C
‘,l 3.4. Dynamique fonctionnelle
I 8l /mq d’un écosystéme
A
N\ !\ l}/\\x/ \/\ . , , .
/ \/\j v N La figure 5 présente la réaction des bac-
N SN

téries d'un écosysteme de digestion anaé-
Figure 3. Profils ADN 16S des bactéries de robie 48 h aprés un choc pH acide. Le pro-
3 laits crus. Les fleches noires indiquent les picsil issu de I’ADNr 16S (non présenté)
toujours présents, les fleches blanches indiquagfemeure identique sur cet intervalle de
les pics présents sur 2 des profils. PR
temps, par contre les 2 profils réalisés a par-

Figure 3 .Bacterial 16S rDNA patterns of three .. A ~tivyati 4
raw milks. Black arrows indicated peaks presentIr d’ARNr 16S montrent I'activation meta-

on the three patterns, white indicated peaks prélOHQ_U_e de 4 pactéries sous ces nouvelles
sent only on two patterns. conditions environnementales.
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4. CONCLUSION 6

Les techniques d’empreinte moléculaire 12
d’écosystémes microbiens comme la SSCP 1 ]
[6, 12] la DGGE [9] ou la T-RFLP [7] don-
nent une information rapide et globale sur la ﬂ
structure et I'évolution de ces systemes. A /
partir de ces profils, I'identification en terme } ' i
d’espéces moléculairement caractérisées est \ j\ \\
possible. La molécule d’ADNr 16S ciblée .~~~ A AN
dans tous les exemples peut étre remplacée
par d’autres fragments d’ADN amplifiables T2

. 5 }\\ 10°
Figure 4. Evolution dans le temps, profil
d’ADNr 16S d’un des laits (lait A) lors de la IJ \
fabrication du fromage. Les profils T1, T2 et T3 A -
correspondent respectivement au lait dans la
gerle, au caillé de 1 j et au fromage a 60 j. Le
nombre de cellules par mL est indiqué a droite T3
des profils.

Figure 4 .Behaviour of one milk (A) over time. 5 ‘
Patterns T1, T2 and T3 correspond to raw milk | \
on the “gerle”, curd, 60 day cheese. The num- J \ 10°
ber of cells by millilitre are indicated on the right A
of the patterns. R NN Y

Clostridium butyricum

C. paraputrificum l C. indolis Enterococcus
b

Spirochaetes
.

Cytophaga

Figure 5. Profils d’ARNr 16S des bactéries d'un digesteur anaérobie avant et apres un choc pH
acide. L'électrophorégramme témoin & pH constant de 7 est indiqué par des points noirs.

Figure 5 .Bacterial 16S rDNA pattern of an anaerobic digestor before and after a pH chock. The con-
trol electrophoregram at pH 7 is indicated by black dots.
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ciblant soit une activité plus précise soit un
groupe phylogénétique particulier.

Il est malheureusement évident que I’on2
n’obtient qu'une image partielle de la réalité.
Car seuls les micro-organismes dominants
sont « visibles ». De plus, les différentez3]
étapes du protocole — extraction des acides
nucléiques, amplification par PCR — enta-
chent les résultats d’inévitables et inquanti{]
fiables biais [2, 10]. L'extraction des acides
nucléiques des matrices est une étape limi-
tante puisqu’il est difficile d’appliquer une
méthode universelle conduisant a lyseps]
I'ensemble de la communauté microbienne.
Par ailleurs, I'amplification par PCR peut
donner une image biaisée de la communautg
microbienne en amplifiant préférentielle-
ment les flores dominantes. Il est prématuré
de conclure sur 'ampleur des artefacts par
rapport a ceux des approches classiqu?ﬁ
impliquant des cultures microbiennes, mais,
il est d’ores et déja certain que ces tech-
nigues apportent une vision plus dynamique
et rapide des communautés microbiennesm]
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