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Objectifs de l'expose

Pourquoi caractériser la microflore des aliments?
Comment la caractériser aujourd’hui et demain@

Caractériser les populations microbiennes
Caractériserles souches isolées

Détecter et typer certaines sous-populations
Etudierla fonctionnalité liée & la microflore

Conclusions
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Pourquoi caractériser la microflore
des aliments ?

» Une meilleure gestion de la microflore des aliments
va permettre de réduire le gaspillage des aliments
périssables et les risques de maladies infectieuses.

e Ces propriétés dépendent d'interactions
complexes entre les micro-organismes présents
c'est pourquoil’ensemble de I'écosysteme doit
étre connu et maitrise.
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Microbiote des aliments
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Méthodes de détection, de dénombrement
et d’identification des micro-organismes
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Louis Pasteur, Robert Koch,
1822-1895 1843-1910
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Les méthodes par culture sont lentes et ne permettent la détection,
le dénombrement que d'une population microbienne a la fois
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Les méthodes de séquencage de nouvelles générations

GS Junior (Roche) lon PGM (ion Torrent)  MiSeq (lllumina)

Output : 0,09 Gb 2Gb 15Gb
Max length: 900 b 400 b 500 b
100.000 reads

5.000.000 reads

25.000.000 reads
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Meétagénomique (ciblée)

Plus de 5.000 identifications/éch Plus de 50.000 identifications/éch
lanalyse  —> 20 échantillons a la fois —> 200 échantillons a la fois
Le séquencage haut débit permet, sans culture, de connaitre la

composition des écosystémes microbiens en quelques jours
® Bruxelles, 18 septembre 2014
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Meétagénomique (ciblée)

Proportions (%)

Dénombrement (ufc/g)

Niveaux des flores (taxons) dans la viande hachée
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Génomique microbienne

Tests sérologiques

Tests biochimiques

il
|+

prbs  amplfication  PCR
mix mix e
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Tests génétiques

Maximum 50 propriétés Tous les génes
1 analyse i d par souche isolée —> de cent souches i la fois

Le séquencage haut débit permet de connaitre la séquence, voire
I'expression, de tous les génes a la fois de nombreuses souches
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Applications du séquencgage haut débit
en microbiologie des aliments

Vue globale sur les

Microbiologie
des aliments.

populations _ .
microbiennes
dominantes —

Typage microbien
Détection et typage
direct de sous-
populations
microbienne

Etude des fonctions

(exprimées) @

Dénombrement
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Applications

» Caractériser les populations microbiennes
» Caractériserles souchesisolées

» Détecteret typer certaines sous-populations
Etudier la fonctionnalité liée & la microflore
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Populations microbiennes de “steaks tartares”

Populations
microbiennes

Jo
J,(J14°C +],8°C)

Boucherie supermarché (SM2)

Préemballé supermarché

(SM1) Boucherie indépendante (butchery)

Etude par
métagénomique
ciblée
(16SrDNA V1-V3)
de 58 échantillons
de steaks tartares
achetéssur le
marché belge.

Restaurant Sandwicherie (sandwich)
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Populations
microbiennes
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Populations microbiennes de “steaks tartares”
Populations

microbiennes

» La caractérisation de la microflore de ces préparations de viande
par métagénomique ciblée a permis différencier les échantillons
en fonction de:

o laqualité (contamination initiale, conditions de conservation, fraicheur) des
viandes utilisées pour leur préparation,
o des ingrédients utilisés (végétaux, fromage, épices),
o des conservateurs utilisés dans la sauce et du type de conditionnement qui
permettent de stabiliser:
- toute la microflore présente,
* une bonne partie de la microflore sauf Lactocillus algidus,
« Insuffisamment la microflore altérante (Leuconostoc, Brochothrix).
« Certains produitsindustriels préemballés se distinguent des produits
préparés a la demande et sont souvent plus stables.

* L'amplificationde I'ADN des organites végétales doit étre inhibée.
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Populations
microbiennes

Caractériser le microbiote du fromage de Herve (AOP)

207 phylotypes

8 Lactobacilus_plantarum
© Psychrobacter_sp._runiD_cheeseAOP_OTUS0
B Vibrio_penaeicida

© Marinobacter_sp_runiD_cheeseAOP_OTU26
= Psychrofiexus_sp WS4520

® Leuconostoc_pseudomesenteroides

= Brevibacterium_sp.EP11/inens

& Pseudoalteromonas_sp._uniD_cheeseAOP_OTU14]
= Pseudoalteromonas_sp_uniD_cheeseAOF_OTUS
© Arcobacter_maninus

® Pseudoalteromonas_sp. DITU/sp E46a-6a

= Vagococcus_fluviaks

Delcenserie et al 2014, ] Dairy Sci, 97:1-11

P2 2a%)
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cheese_heart I
Pasteurized_milk_cheese_rind [ |- NN N S T N NI

. s_equorum sub_sp.eq.
 Psychrobacter_sp.TSBY-37/eler

© Corynebacterium_casei

® Lactococcus_lacts sub_sp.cremoris

Raw_mik_cheese_rind N

Raw_milk.

Core phylotypes common to all groups
8 Enterococcus_casseitavus
O Bacillus_sp_runlD_cheeseAOP_OTU70
8 Pseudoateromonas_sp.P58
¥
i
g
g.

-4

Décrire le microbiote

Comparer 22 fromages

Diversité surtout dans la croute
des fromages au lait cru

Une base commune aux fromages au lait cru et pasteurisé
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Challenge-test sur boudins blancs

Populations

microbiennes

4 jours 4 heures 12 jours
r AT 1

- PCA &
ae > 22°C

Boudins blancs ‘> 4°C ) 4°C > PCR

Leuconostoc
Lactobacillus
Lactococcus
Carnobacterium

Métagénomique
V1-V316SrDNA

30% CO, - > 4°C 8°C > MiSeq
70% N, > 50.000 reads

20°C

Inoculés en surface par un Lactobacillus fuchuensis Leuconostoc mesenteroides

mélange de 8 souches a Luctabua:llus g(uminis Lactococcus {uctis )
103 cfu/g chacune: Lactobacillus oligofermentans ~ Carnobacterium maltaromaticum
Raoultella terrigena Serratia sp
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Challenge-test sur boudins blancs

Populations

microbiennes

23/09/2014

PCA 22°C

1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04

1,00E+03
J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 Ji1 Ji2 Ji3 Ji4 Ji5 Jie
——4 ——8 ——12 ——4//8 ——4/20-4 ——4/20-8
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Challenge-test sur boudins blancs

Populations
microbiennes
4PCR Carnobacterium genus qPCR Lactobacillus genus
1,008409
1008408 1,00£+08
1008407 1,00£+07
1,00€+08 1,00E+06
1008405 1,00£405
1008404 1,00£+04
1008403 1,00£+03
1 4 7 u 15 1 4 7 u 15
——4 —e—8 —4—12 —e—4/[8 —e—4/204 ——4/208 ——4 ——8 ——12 —e—4//8 ——4/204 —+—4/208
1,006409 9PCR Lactococcus genus LooEs0s qPCR Leuconostoc genus
1,008408 1008408
1,008407 1008507
1,008406 1,008406
1,008405 1,008405
1,008404 1,008+04
1,008403 1,00E403
1 4 7 1 15 1 a 7 1 15
——4 ——8 ——12 —e—0//8 —e—04/204 —+—1/208 ——4 ——8 ——12 —e—4//8 —+—1/204 ——4/208
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Challenge-test sur boudins blancs

Populations
microbiennes

1,E+09
étagénomique ciblée

1,E+08
combinée avec PCA 22°C

1,E+08 1,E+07
4°C

1,E+06

1,E+07 1E+05
1E04
1,E+06

1,E+03

1E02 ®

1,E+05
JUJ3 J4 J5 J6 J7 J8 ]9 J10J11 J12J13 J14 J15 J16

1,E+04 1E09
12°
1,E+08 S
1,E+03
1E+07
1,E+02 1,E+06 A
JUJ3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 Ji0 Ji1 Ji2 J13 Ji4 JI5 Ji6 1E+05
—— Carnobacterium maltaromaticum —#— Lactococcus lactis 1E04
—_L » i —+—Lactobacillus graminis
1,E+03
—e—Serratia sp. —+—Raoultella terrigena
y y lus ol 1,E+02
—e—Lactobacillus fuchuensis —e—Lactobacillus oligofermentans
J1 33 J4 35 J6 J7 J8 J9 JI0J11 J12J13 J14 J15 J16
® Bruxelles, 18 septembre 2014 20




Challenge-test sur boudins blancs

Populations

microbiennes

* Lamétagénomique ciblée couplée au dénombrement par culture
ou par PCR en temps réel permet de déterminer la cinétique de
croissance de foutes les composantes d'un écosystéme afin de:

o Comprendre les interactions entfre souches
o Comprendre I'effet des facteurs intrinséques (composition, teneur en sels,

acides organiques, pH, etc) et exfrinséques (T°, atmosphére, efc.) sur les
différentes souches

o Choisir des flores & ufiliser pour la biopréservation
o Fixer les DLC et les températures de conservation

o Aprés validation, démontrer aux autorités et aux clients que les flores
dominantes ne sont ni altérantes, ni pathogénes méme & haute concentration
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Controéle-qualité des probiotiques

Populations

microbiennes

European Scientific League for Probiotics

« Label de qualité sur les produits probiotiques

\
- e > Valider la composition
— > Valider les concentrations
- s eses | 3> Valider 12 viabilité des

différents taxons

TGtPMA  GH28MA 041 3PMA

PMA = bactéries vivantes

Possibilité de masquer spécifiquement I'ADN des micro-organismes-morts
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Détection et quantification de flores minoritaires

Populations

microbiennes

Lactococcus lacts subsp. locts bv. diacetylactis

Microbacterium sp.
Klebsiella preumoniae.
Albidferox sp.
* Enterobacteriaceae bacterium
Leuconosto citreum
 pseudomonas brenneri
 Staphylococcus aureus
Acinetobacter sp.
“ Acinetobacter genomosp.
 Herbaspirillum sp.
Lactobacillus sp.
 Lactobacillus zece
« Biidobacterium animlis subsp. loctis ADO11
© Bifidobacterium adolescentis
“ Lactobacillus acidophilus
 Dioscorea elephantipes
“ Lactobacillus thamnosus
 Lactobacillus delbrueckii

 Streptococcus thermophilus

Lait fermenté b delbrueckii -5.thermophilus tb.ets. Lb.S.etvégétaux

Possibilité de masquer spécifiquement certaines populations
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Applications

» Caractériserles populations microbiennes

« Caractériser les souches isolées

» Détecteret typer certaines sous-populations
Etudier la fonctionnalité liée & la microflore
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k‘ Typage par recherche de séquences génomiques

Culture-— Agglutination
Culture— Incubation

ADN 4 Restriction —{- Electrophorése —{~ Transfert 4 Hybridation
ADN - Restriction —- Electrophorése

ADN 1— PCR —  Electrophorése

ADN - Restriction — Ligation —+ PCR —- Electrophorése
ADN -—— PCR(7x) — Séquencage (7x) -~ bioinfo

ADN —— PCR(1X) —- Séquencage (1x)—» bioinfo
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A Typage par recherche de séquences génomiques

OPEN B ACKESS Freely avai

GPLOS o

Evaluation of Whole Genome Sequencing for O

==
Detection of Salmonella enterica £ f
it oo, v W Mok, e 5 K, ', o e s ~erSdm

For publication in Journal of Clinical Microbiology (JCM)

European Food Safety Authority
ot o st

Punsssunts | Cospersion b

Evaluation of Real-Time WGS for Routine Typing, Surveillance and Outbreak

Detection of Verotoxigenic Escherichia coli e

Parma, 6 me 2018

Katrine G. Joensen' ", Flemming Scheutz”, Ole Lund’, Henrik Hasman', Rolf S. Kaas"*,

Eva M. Nielsen’ and Frank M. Aarestrup’

Journal of Multilocus Sequence Typing of
Clinical Microbiology Total-Genome-Sequenced Bacteria

Mette V. Larsen, Salvatore Cosentino, Simon Rasmussen,
Carsten Friis, Henrik Hasman, Rasmus Lykke Marvig, Lars
Jelsbak, Thomas Sicheritz-Pontén, David W. Ussery, Frank
M. Aarestrup and Ole Lund

J. Clin. Microbiol. 2012, 50(4):1355. DOI:
10.1128/JCM.06094-11.

Published Ahead of Print 11 January 2012.
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Applications

» Caractériserles populations microbiennes

» Caractériserles souchesisolées

» Détecter et typer certaines sous-populations
» Etudierla fonctionnalité liée & la microflore
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> Détection et typage direct de certaines sous-populations
Détection et

typage
microbien

Détection et

= typage
i simultanés:
- MLST direct
- Pathotypes

E - Résistotypes
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Applications

» Caractériserles populations microbiennes
» Caractériserles souchesisolées
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Etude de la fonctionnalité de la microflore des aliments

Genes
présents

Analyse
bioinformatique
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Genes
transcrits

Etude de la fonctionnalité de la microflore des aliments

Meétagénomique
aléatoire -

‘Iraditional cheeses: Rich and diverse microbiota with associated benefits

Marie-Christine Montel, Solange Buchin, Adrien Mallet, Céline Delbes—Paus,
Dominique A. Vuitton, Nathalie Desmasures, Francoise Berthier

PIL:
DOI:

| Meétatranscriptomique ‘

To appear in:

S0168-1605(14)00106-8
doi: 10.1016/j.ijfoodmicro.2014.02.019
FOOD 6459

International Journal of Food Microbiology

v

Metatranscriptomic analysis of lactic acid bacterial gene express
during kimchi fermentation

1 Young Jung e Hee Lee . Hyun Mi i, Yoonsoo Hahn . Eugen L Madsen, Che Ok eon

ion
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B C subsystem C _ Fermentation subsystem
3o w =
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- Métaprotéomique,
métabolomique 031

Etude de la fonctionnalité de la microflore des aliments

61 e e
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W co. 2 Lgutamate  HO  2H'
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rouge: Lactococcus lactis
bleu: Leuconostoc mesenteroides
mauve : partagé

Réactions complémentaires entre
les différentes souches d’un
écosystéme : métabolisation du
glutamate

Erkus et al, 2013. ISME 7, 2126-2136
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Les nouvelles approches de maitrise
de la flore microbienne des aliments

» La maitrise des microbes de nos aliments entre dans
une nouvelle ére grce aux nouvelles techniques
analytiques afin de

o Sélectionner et favoriserles flores compétitives adéquates
pour protéger toutes les catégories d'aliments périssables

o Solutionner rapidement les problémes technologiques et de
contamination

o Valideret contrélerla typicité et la variété de nos aliments

o Développerune nouvelle génération de méthodes de
contréle de qualité basées sur le suivide I'ensemble de
I'écosystéeme

o Rédliser des études épidémiologiques rapides et performantes
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Conclusions

e On vit actuellement la plus grande
révolution depuis un siécle (et I'invention METAGENOMICS
des boites de Pétri) pour la connaissance i se oo weoni it
des écosystemes microbiens gréce aux :
séquenceurs a haut débit

e La limitation n’est plus au niveau de la
capacité des analyses de laboratoire
mais repose sur

o Les capacités d'analyse bio-informatique de la
masse de données disponible

o La disponibilité de bases de données pertinentes
pour interpréterles données générées dans les

différents contextes, environnements:
o L'interprétation des résultats par des équipes
pluridisciplinaires
o L'imagination et la créativité¢ [Mi€irobi

Une équipe de choc en microbiologie des
denrées alimentaires
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Deux équipes de choc en génétique moléculaire
(LMDA et Quality Partner s.a.)
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