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Obijectifs de I'expose

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

Caractériser les populations microbiennes
Caractériser les souches isolées

Détecter et typer certaines sous-populations
Etudier la fonctionnalité liee a 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.

* Nos aliments vont de plus en plus servir de vecteurs
pour les microbes favorables d la santé.

« Ces propriétés dépendent d'interactions
complexes entre les micro-organismes présents
c’'est pourquoi I'ensemble de I'écosysteme doit étre
connu et maitrisé.
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Méthodes de détection, de dénombrement
et d'identification des micro-organismes
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Les détecter, les compter
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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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Métagénomique (ciblée)

_—
el - |
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 écosystemes microbiens en quelques jours
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Métagénomique
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Détermination des
proportions et de la Seuil pour

concentration de chaque type altération
de bactérie dans l'aliment i
potentielle
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Fig. 3. Number of prokaryotc genome sequences released to pubic databases per yea.

Tests génétiques

Maximum 50 propriétés Tous les genes
1 analyse - par souche isolée —> de cent souches a la fois

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

Microbiologie
des aliments
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Populations microbiennes de “steaks tartares”

Populations
microbiennes

Jo
J, J;4°C+],8°C)
Boucherie supermarché (SM2)
(SM1) Boucherie indépendante (butchery) Etude par
métagénomique
ciblée
(16S rDNA V1-V3)
Tonae | | d€ 58 échantillons

de steaks tartares
achetés sur le
marché belge.

Restaurant Sandwicherie (sandwich)
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Populations

microbiennes

(Bray-Curtis index)

Populations microbiennes de “steaks tartares”
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Populations microbiennes de “steaks tartares”

La caractérisation de la microflore de ces préparations de viande

par métagénomique ciblée a permis différencier les échantillons

en fonction de:

(¢]

viandes utilisées pour leur préparation,

o des ingrédients utilisés (végétaux, fromage, épices),

la qualité (contamination initiale, conditions de conservation, fraicheur) des

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 produits industriels préemballés se distinguent des produits

préeparés a la demande et sont souvent plus stables.
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L’amplification de I'’ADN des organites végétales doit étre inhibée .
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Populations microbiennes d’'un fromage AOP

Populations

microbiennes
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22 échantillons
Analyse par culture classique et métagénomique
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Populations microbiennes d’un fromage AOP
Populai (Indice de richesse de Jacquard — distance 0.03)

microbiennes

Lait cru
Lait pasteurisé

Clairement, la richesse en populations
des échantillons et la richesse partagée
entre les échantillons ne sont pas les
mémes entre les échantillons au

« lait cru » et ceux au lait pasteurisé
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Populations microbiennes d’un fromage AOP
Populations (Index de dissimilarité de Bray — curtis — distance 0.03)

microbiennes

Lait cru _

Lait pasteurisé Ceeur

* Méme si la richesse est différente suivant
le critére « lait cru/pasteurisé », la
composition en population n’est pas
fondamentalement différente entre les
catégories

e Par contre, le critére « croute-cceur » se
distingue facilement et donc montre que
la composition microbienne est
clairement différente dans ces 2 cas.
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Populations microbiennes d’un fromage AOP

Populations

microbiennes

Venn Diagram at distance 0.03

_rind
67/207 (33 %)

143/207
(67 %)
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Populations

microbiennes

Populations microbiennes d’'un fromage AOP
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Populations
microbiennes

Pasteurized_milk_cheese_heart

Core phylotypes common to all groups

O Enterococcus_casseliflavus

O Bacillus_sp._runlD_cheeseAOP_OTU70

O Pseudoalteromonas_sp.P58

E Halomonas_DQ396185

O L actobacillus_plantarum

O Psychrobacter_sp._runiD_cheeseAOP_OTUS50

B Vibrio_penaeicida

O Marinobacter_sp._runlD_cheeseAOP_OTU26

® Psychroflexus_sp.WS4520

M [ euconostoc_pseudomesenteroides

® Brevibacterium_sp.EP11/linens

O pseudoalteromonas_sp._runiD_cheeseAOP_OTU14
® pPseudoalteromonas_sp._runlD_cheeseAOP_OTU9
O Arcobacter_marinus

B pseudoalteromonas_sp.DIT9/sp.E46a-6a

W Vagococcus_fluvialis

M Arthrobacter_arilaitensis

O Vibrio_sp.sx2w6

W Streptococcus_salivarius sub_sp.thermophilus

B vagococcus_salmoninarum

B Marinilactibacillus_psychrotolerans

B Staphylococcus_equorum sub_sp.equorum/succinus
@ pPsychrobacter_sp.TSBY-37/celer

O Corynebacterium_casei

B [ actococcus_lactis sub_sp.cremoris
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Populations microbiennes d’un fromage AOP
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Proportion of sequences (%)

Psychroflexus_sp.WS4520 p=0.017

3 heart
= rind

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

H_DC_Dx_rind f——n—1

H_DC_PQ_rind

H_Dx_rind

H_PQ_rind f— 1

H_VM_DX_100_rind

H_VM_DX_200_rind

H_exq_PQ_rind f——

H_DC_Dx_heart /3

H_DC_PQ_heart

H_Dx_heart

H_PQ_heart

H_VM_DX_100_heart

H_VM_DX_200_heart —3
PQ_heart

Ec_Lim,_rind —————1

Ec_Lim_heart —3

q_

H_ex

18



Populations microbiennes d’'un fromage AOP

Populations

microbiennes

« La caractérisation de la microflore par métagénomique
ciblée a permis de:

o Identifier les 207 taxons bactériens et les 16 taxons « fungi » présents dans
ce fromage AOP

o Etablir le microbiote commun & tous les producteurs et caractéristique de
ce fromage AOP qui pourrait étre intégré dans le cahier des charges

Détecter des flores « naturelles » responsables de sa typicité

Montrer les spécificités des différents producteurs et du lait cru par rapport
au lait pasteurisé

o Détecter de nouveaux taxons d'intérét technologique et bioprotecteur
« L’inhibition de I'amplification de certaines flores tres
dominantes (Lactococcus lactis) est parfois nécessaire pour

caractériser les taxons sous-dominants dans des échantillons
fort contaminés (>10° ufc/g).
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Contréle-qualité des probiotiques

Populations

microbiennes

European Scientific League for Probiotics

« Label de qualité sur les produits probiotiques
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Typage

microbien |

SEROTYPAGE | Culture- Agglutination
/ [ VSOTYPAGE | Culture{— Incubation
RIBOTYPAGE | ADN —— Restriction —
PFGE ADN —+— Restriction —
9  RAPD (REP,
MLVA,etc) | ADN 1= PCR
f AP ADN - Restriction —
MLST ADN -~ PCR(7x) —
\\/ Séquencage ADN -~ PCR (Ix)
génomique
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Typage

microbien |

Typage par recherche de séquences génomiques

¥

Electrophorese — Transfert — Hybridation

-~ Electrophorese

> Electrophorese

~ Ligation — PCR — Electrophorese
~ Séquencgage (7x) — bioinfo
~ Séquencage (1x)— bioinfo
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Evaluation of Whole Genome Sequencing for Outbreak
Detection of Salmonella enterica

Pimlapas Leekitcharoenphon'?*, Eva M. Nielsen®, Rolf S. Kaas'?, Ole Lund?, Frank M. Aarestrup’

For publication in Journal of Clinical Microbiology (JCM)
Evaluation of Real-Time WGS for Routine Typing, Surveillance and Outbreak

Detection of Verotoxigenic Escherichia coli
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Total-Genome-Sequenced Bacteria
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Détection et typage direct de certaines sous-populations
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Détection et typage
simultanés:
MLST direct
- Pathotypes
- Résistotypes

Détection

Isolement

-

Typage
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Etude de la fonctionnalité de la microflore des aliments

Geénes
présents

Analyse
bioinformatique
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Etude de la fonctionnalité de la microflore des aliments

Traditional cheeses: Rich and diverse microbiota with associated benefits

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

PII: S0168-1605(14)00106-8
DOI: doi: 10.1016/j.ijfoodmicro.2014.02.019
Reference: FOOD 6459
To appear in: International Journal of Food Microbiology
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Metatranscriptomic analysis of lactic acid bacterial gene expression

during kimchi fermentation

Ji Young Jung %, Se Hee Lee *, Hyun Mi Jin °, Yoonsoo Hahn °, Eugene L. Madsen °, Che Ok Jeon
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‘ Meétaprotéomique,
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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 ere grce aux nouvelles techniques
analytiques afin de

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

o Solutionner rapidement les problémes technologiques et de
contamination

o Valider et controler la typicité et la variété de nos aliments

o Développer une nouvelle génération de méthodes de
contréle de qualité basées sur le suivi de I'ensemble de

I'écosysteme
o Réaliser des études épidémiologiques rapides et performantes

® Paris, 31 mars 2014
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Conclusions

On vit actuellement la plus grande
révolution depuis un siecle (et I'invention
des boites de Pétri) pour la connaissance
des écosystemes microbiens gr&ce aux
séquenceurs a haut débit

La limitation n'est plus au niveau de la
capacité des analyses de laboratoire
mMais repose sur

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

o La disponibilité de bases de données pertinentes
pour interpréter les données générées dans les
différents contextes, environnements:

o L'interprétation des résultats par des équipes
pluridisciplinaires
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THE NEW SCIENCE OF
METAGENOMICS

Revealing the Secrets of Our Microbial Planet

The Hygiene Hypothesis: An Explanation

ed Frequency of Insulin-
b
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