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L'analyse métagenomique ciblee,

(’est 'identification des membres de la communaute
microbienne d’un biotope afin:

e d’en étudier la composition

* en etudier les évolutions
* deduire les parentes entre communautes.
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454 pyrosequencing

Technique de séquencage [llumina (Solexa) sequencing

massif en parallele SOLID sequencing
Ion semiconductor sequencing

DNA nanoball sequencing
Helioscope(TM) single molecule

sequencing

Single molecule SMRT(TM)
sequencing

Single molecule real time (RNAP)
sequencing

Nanopore DNA sequencing
VisiGen Biotechnologies approach

Fournit un grand nombre de sequences
desordonnées



Tr1 et nettoyage
des séquences

Alignement des
sequences sur des
sequences de
reférence

Regroupement et
definition des
OTUs




L’OTU : unite taxonomique operationnelle
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* Du chemin taxonomique 8
®

o

1 [ ]

BUBlallBlablBlablabla
BlaBlablit

BlallBlallBlallBlablBlalbl

BlallBlahtBlabdl

BlallBlahtSladl

Blabla Blabla
BlallBlablBlabla
BUBLallBlallBlablalla
BlaBlabltil
BlallBlallBallBlabl
BlalblBlablBlatl

Blabl

Blabla Blabla
BlalblBlablBlabla
BUlBLablBlablBlabllabla
BlaBlablit
BlallBlallBallBlall
BlalblBlablBlatl

-
—
-
- a.-..'..-v-\"‘-"'“\ o
Co s Sy S
T

p’.-u._w“—_—-““ R
S T T AT




Quel avantage ¢

* Analyse a large spectre !!!
» 10.000 individus vs 5 colonies
* Analyse culture-independante

* Reproductible
* DPortable et stockable
Analyse quantitative




Quel limite?

* Tributaire de 1'état des connaissances
actuelles
La preécision de l'identification est
dependante de la sequence ciblee et
obtenue

La profondeur de I'analyse est a fixer
arbitrairement

Basée sur I’ADN (possibilite de detection
d” organismes morts)

Analyse cotiteuse dont le prix diminue




Metagenomique et industrie agro-
alimentaire

e,
Gabriel Garcia Marquez

Chronicle

of an Alteration foretold

Matrice alimentaire est
un biotope de choix !!
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Etude du vieillissement de deux

matrices a base de viande




Workplan

AIR - 4°C WP_FW_Dé6

30% CO2 70% N2 — 4°C WP_MAP30 D21

50% CO2 50% N2 - 4°C WP_MAP50_D21

30% CO2 70% O2 —
12°C




Microbiological Analysis

Label TOTAL LACTIC ACID ENTEROBACTERIACEA S EUDOMONADACEAE
AEROBIC BACTERIA E
WP_D0 3,13 <3 <3 <3
WP_FW_D6 6,83 <3 <3 <3
WP_MAP30_D21 8,54 7,07 <3 <3
WP_MAP50_D21 8,64 6,61 <3 <3
MM_DO0 3,92 <3 <3 <3
MM_FW_S4_D3 6,48 <3 <3 4,70
MM_FW_S4-8 D3 7,94 <3 <3 5,37
MM_FW_S12_D3 8 5,30 4,63 5,33
MM_MAP_S4_D6 7,56 4 34 <3 <3
MM_MAP_S4-8 D 7,39 4 67 <3 <3
6
MM_MAP_S12_Dé6 9,38 7,02 <3 <3

ata'in Log UFCg™!



Populations bactériennes — boudin blanc
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relative bacterial count of the OTU/total relative bacterial count (%)
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relative bacterial count of the OTU/total relative bacterial count (%)
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Correlation
'analyse Sensibilité
microbiologique et elevee
metagenomique

Tres utile pour la
validation de la
qualite des denrees
alimentaires




Qualite de la viande de boeuf emballee

X

sous vide

e « Prét a trancher » reconditionné en
unités de vente
* Facilité logistique pour les distributeurs

Deux catégories de viandes :
« viande produite en Belgique — Blanc bleu belge

« viande importee arrivant sous-vide par bateau : viande
irlandaise ou australienne ou sud-ameéricaine




Belgian Blue beef Meat Australian beef Meat
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Belgian Blue beet Meat
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Utile pour des Contourne les
problematiques limitations des
diverses milieux de culture




Un produit de viande crue de
beeuf, souvent accompagné
d’épices et autres vegétaux
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2 échantillons de boucherie
2 échantillons de restaurant
2 échantillons de sandwich

Soumis a 'analyse métagénomique
Soumis a 1 ‘analyse microbio
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Proportions des taxons
dans le steak tartare

® [actobacillus algidus
Pseudomonas sp.
Photobacterium phosphoreum

® | euconostoc uncultured

® Brochothrix thermosphacta

B | actococcus piscium

¥ [actobacillus sakei

B Weissella sp.
Acinetobacter sp.

® Xanthomonas campestris
Psychrobacter sp.

® Acinetobacter uncultured
Photobacterium uncultured
Pseudomonas uncultured
Lactobacillus paraplantarum
Uncultured unclassified
Acinetobacter baumannii
Carnobacterium divergens
Enterobacter cloacae
Carnobacterium uncultured
bacterium uncultured
Aeromonas uncultured
Psychrobacter uncultured
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Représentativité des populations suivant le taux de
contamination observé sur PCA (CFU/g)
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Diversiteé éleveée
dans une meme
matrice

Complementariteé
dans les analyses




Aspect technique et F+4+
analytique

Interprétation analytique
et microbiologique

Répartition des taxons identifiés - .
steak tartare (%) = M.anque de .connalssance des
microorganisimes

* Avenir ouvert pour la

“'séquence connue -
espeéce non décrite

caractérisation de ces germes
 Besoin de spécialistes dans
espéce décrite les différents taxons
découverts

“'séquence inconnue
ou incertitude sur
I'espéce
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