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CONTEXTE

Le suivi et la maitrise des spores despéces
bactériennes sporulées - non pathogénes mais tres
thermorésistantes - comme Geobacillus
stearothermophilus et Moorella thermoacetica, sont
importants afin de limiter les pertes économiques et
le gaspillage alimentaire des produits stabilisés par
appertisation.

Les méthodes existantes, normées ou alternatives,
destinées a la détection et la quantification de ces
spores, constituent actuellement un verrou
technologique pour une utilisation sur le terrain, du
fait de la complexité de leur mise en oeuvre et du
délai d'obtention des résultats.

OBJECTIFS

Le projet SPORES-QUANTUM  propose le
développement d'un systéme d'analyse entemps réel
permettant de détecter et de quantifier directement
les spores de G. stearothermophilus et
M. thermoacetica dans leur globalité au sein d'une
flore microbienne complexe, sans extraction de
I'ADN, dans des produits laitiers et deslégumes verts
avant appertisation (dans les matiéres premiéres ou
sur ligne de production) via l'utilisation d'un élément
de reconnaissance robuste : un aptamere
(oligonucléotide ADN).

RESULTATS

Une premiere phase de production et de purification
des spores de G. stearothermophilus et de
M. thermoacetica a permis d'obtenir en 2019 des lots
de spores pouvant étre utilisés pour la premiere
phase de sélection des aptameres.

Cette sélection est rendue possible par I'utilisation
dun protocole SELEX (Systematic Evolution of
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Ligands by EXponential enrichment) fondé sur la
répétition de cycles de mise en contact d'une banque
d’ADN de séquences aléatoiresavecles sporescibles
et damplification des fragments ADN capables de se
fixer spécifiguement aux spores.

Il existe plusieurs variantes de protocoles SELEX en
fonction de la stratégie dimmobilisation de la cible
ou des éléments de reconnaissance.

Dans le cadre de ce projet, le Spores-SELEX a été
utilisé  pour  sélectionner les aptameres
reconnaissant G. stearothermophilus en vue de leur
utilisation en tant qu'élément de reconnaissance au
sein de biocapteurs.

Le processus de sélection des aptaméres
spécifiques de G. stearothermophilus a été finalisé et
les séquences d’ADN ainsi sélectionnées ont été
séguenceées via séquencage haut débit. Une phase
d'analyse bio-informatique des données de
séguencage ainsi obtenues a permis de mettre en
évidence certaines séquences surreprésentées qui
constituent donc de bons candidats pour Ia
reconnaissance avec leur cible.

A ce jour, le tri de ces aptaméres est en cours par
lutilisation de méthodes optiques. Ces méthodes
ont pu étre développées en amont grace a
lutilisation d'aptameéres déja publiés en tant que
modeles d'étude de la mise en évidence de la
reconnaissance aptameres-cibles.

Une fois les aptameres les plus affins sélectionnés,
ils seront intégrés dans des systemes de détection
electrochimiques. Ces derniers seront ensuite
caractérisés en termes de limites de détection, de
sensibilité ou encore de répétabilité.
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