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PREAMBULE

L'habilitation a diriger des recherches, a été créée en application de la loi du 26
janvier 1984 sur I'enseignement supérieur [1], qui a engendré plusieurs réglementations,
en commengant par I'arrété du 23 novembre 1988 [2], au moins suivit des deux circulaires
des 05 janvier 1989 [3] et 27 octobre 1992 [4], puis des arrétés des 13 février 1992 [5],
13 juillet 1995 [5], 25 avril 2002 [6], du 25 mai 2016 [7] et 1° juillet 2016 [8].

L’arrété du 23 novembre 1988 [2] a été modifié par les arrétés des 13 février 1992
[9], 13 juillet 1995 [5] et 25 avril 2002 [6]. Cet arrété du 23 novembre 1988 [2] est relatif
a I'habilitation a diriger des recherches et stipulent que « I'habilitation a diriger des
recherches sanctionne la reconnaissance du haut niveau scientifique du candidat, du
caractére original de sa démarche dans un domaine de la science, de son aptitude a
malitriser une stratégie de recherche dans un domaine scientifique ou technologique
suffisamment large et de sa capacité a encadrer de jeunes chercheurs ». D’aprés cet
arrété du 23 novembre 1988 [2], I'habilitation a diriger des recherches permet de
candidater aux corps des professeurs des universités et directeurs de recherche.

L’arrété du 25 mai 2016 [7], abroge certains articles de I'arrété du 7 aolt 2006 relatif
a la formation doctorale [10], a été modifié par I'arrété du 1°" juillet 2016 [8] et fixe le cadre
national de la formation et les modalités conduisant a la délivrance du dipldme national
de doctorat. Cet arrété du 25 mai 2016 [7] souligne que I'habilité a diriger des recherches
peut participer a la désignation du directeur de I'’école doctorale a laquelle il est inscrit,
examiner en tant que rapporteur désigné par le chef d'établissement les travaux de théese
d’'un(e) étudiant(e) en doctorat, ainsi que prendre la responsabilité d’'un encadrement de
these de doctorat en tant que directeur de these.

Le présent mémoire est proposé en vue de I'obtention de I'habilitation a diriger des
recherches auprés de l'université Paris-Est qui demande au candidat une adéquation du
champ disciplinaire a ceux couverts par les écoles doctorales, un niveau scientifique
majeur mesuré par la qualité des productions, un intérét pour l'université Paris-Est
lorsque le candidat est extérieur a cet établissement, ainsi qu’un respect de la recevabilité
des rapporteurs proposeés, en vérifiant que ces derniers ne soient pas le directeur de
these, le directeur d’habilitation du candidat ou toute personnalité ayant des liens d’intérét
ou ayant collaborée scientifiguement avec le candidat [11].

Ce mémoire commence par un chapitre présentant mon lieu d’accueil qui est un
membre associé a l'université Paris-Est : 'agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail. Au regard de ce premier chapitre de
mémoire et d’'un second chapitre présentant mes travaux de recherche, un troisieme
chapitre est consacré a I'adéquation entre ma candidature a I'habilitation a diriger des
recherches, mes travaux de recherche réalisés jusqu’a présent, et les projets que je
souhaite diriger dans les prochaines années.

Dans un contexte de crises sanitaires, aux échelles nationale, européenne et
internationale, les organismes de santé publique correspondants s’efforcent en synergie
d’apporter des réponses aux populations dans de multiples domaines scientifiques.
Personnellement engagé depuis plusieurs années dans des travaux de recherche en
microbiologie dans les domaines de la santé humaine et chez I'animal, ainsi que la
sécurité environnementale et alimentaire, je considere I'avenement des nouvelles
technologies de séquencage des génomes, comme une opportunité pour la santé
publique, d’'améliorer ses systemes de contrble et prévention des risques sanitaires. Ceci
est en particulier le cas dans le domaine de la microbiologie contemporaine qui est
fortement modifiée par I'approche multisectorielle « One Health ».
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« La connaissance parle, mais la sagesse écoute »

Jimi Hendrix
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«Dans le domaine scientifique, trouver la bonne
formulation d'un probleme permet souvent de le résoudre »

Stephen Hawking
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INTRODUCTION

Dans le cadre d’'une microbiologie contemporaine tendant a intégrer de plus en plus
de nouvelles technologies pour résoudre des crises sanitaires liees a des
bouleversements d’écosystémes (intro. § 1), et d’'une santé publique de plus en plus
numérisée (intro. 8 Il), le présent mémoire vise a candidater a I'habilitation a diriger des
recherches (HDR) en tenant compte des instructions légales et institutionnelles
(intro. 8 11I).

I. L’évolution de la microbiologie et des crises sanitaires

D’un point de vue historique, la microbiologie pourrait étre segmentée en quatre
phases : la découverte de la microscopie au XVII®™e siecle, les travaux en bactériologie
et parasitologie au XIX®™Me siécle, I'essor de la biologie moléculaire au XX™e siécle, et la
révolution des disciplines omiques au XXI°™e siécle (intro. § I.1) (Figure 1). D’un point de
vue scientifique, les maladies infectieuses pourraient avoir évoluées en cinq crises
sanitaires humaines majeures induites par des modifications profondes d’écosystemes
(intro. 8 1.2) (Figure 1).

I.1. Point de vue des historiens

Le pére de la microbiologie au XVII®Me siécle, le savant néerlandais Antonie van
Leeuwenhoek, en raison de sa propre conception des microscopes, a été le premier a
observer des microorganismes, a savoir en décrivant ce que nous nommons aujourd’hui
des protozoaires en 1674 [12], des algues microscopiques en 1676 [13] et des
spermatozoides en 1677 qu’il nomme animacules [14] ou « animacula » [12]. Ne rejetant
pas totalement la théorie de la génération spontanée, Antonie van Leeuwenhoek conclue
gue ces animacules ou leurs semences étaient préexistant dans I'eau de pluie [15]. Ce
n’est que 200 ans plus tard que la microbiologie a de nouveau été révolutionnée par les
travaux de Louis Pasteur en France sur les cultures pures (lactique et butyrique) [16], la
réfutation de la théorie de la génération spontanée [16], la dissymétrie moléculaire ('acide
tartrique) [17], les maladies des vins francais (Acetobacter aceti) [18] et la maladie des
vers a soie dans les Cévennes (Nosema bombycis) [19]. Louis Pasteur a aussi travaillé
sur la pasteurisation alimentaire [18], I'asepsie en milieu médical [20], ainsi que les
vaccinations contre le choléra des poules (Pasteurella avicida) [21], la maladie du
charbon chez les moutons (Bacillus anthracis) [22], le rouget des porcs (Erysipelothrix
rhusiopathiae) [23] et la rage (Lyssavirus) [24]. Durant cette méme seconde moitié du
XIXeme siécle, le médecin allemand fondateur de la bactériologie, le professeur Robert
Koch, découvrait quant a lui des agents infectieux humains, nommément les bacilles du
charbon (Bacillus anthracis) [25], de la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) [26] et
du choléra (Vibrio cholerae) [27]. Robert Koch étudiait aussi la malaria (Plasmodium
falciparum), la peste (Yersinia pestis), la theilériose bovine (Theileria parva), la babesiose
(Babesia divergens), la tuberculose bovine (Mycobacterium bovis) [28] et la maladie a
tique [29]. Aprés avoir émis son postulat de Koch sur les liens de cause a effet entre les
microorganismes et les maladies [30], Robert Koch a aussi développé la tuberculine
contre le bacille de la tuberculose [31]. La fin du XIXé™Me et le début du XX°™¢ siécle ont
aussi été marqués par le médecin biologiste et pharmacologue britannique, Alexander
Fleming, pour ses découvertes du lysozyme en 1922 [32] et de la pénicilline en 1928 [33]
qui ont révolutionné la médecine. Au début du XX®™e siécle, les travaux du microbiologiste
italo-américain prix Nobel en 1969, Salvador Luria, sur I'apparition aléatoire de bactéries
mutantes conférant une résistance a un virus, ont contribué a la naissance de la biologie
moléculaire [34]. Issue de l'union entre la génétique et la biochimie, la biologie
moléculaire est partie prenante de la microbiologie au XX®™e siecle, notamment avec la
description de la structure en double hélice de 'ADN en 1953 par les prix Nobel de



physiologie ou médecine James Watson et Francis Crick [35] et l'invention de la
technique « polymerase chain reaction » (PCR) en 1983 par les prix Nobel de chimie
Kary Mullis et Michael Smith [36, 37]. La microbiologie du XXI°™e siecle est quant a elle
modifiée actuellement en profondeur par 'avenement des disciplines omiques (intro. § II).

[.2. Point de vue des scientifiques

En accord avec Francois Renaud, médaille d’argent 2010 du centre national de la
recherche scientifigue (CNRS), 'Homme a déja connu plusieurs crises sanitaires en
raison de modifications de ses écosystemes, y compris la confrontation a de nouveaux
microorganismes pathogénes. Une premiére crise sanitaire a eu lieu au Néolithique ily a
12 000 ans, lorsque la migration a travers I'Afrique et I'Europe accompagnée de la
domestication et de I'élevage, ont provoqué des transmissions d’homme a homme de la
tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) [38], ainsi que des transmissions a 'homme
de pathogénes du bétail impliqués dans la diphtérie (Corynebacterium diphtheriae) [39],
la variole (Variola virus) [40], la coqueluche (Bordetella pertussis) [39] et la rougeole
(Morbillivirus) [41]. Par la suite, une seconde crise sanitaire a frappé 'hnumanité entre I'an
500 av. J.-C et le moyen age, ou le commerce avec I'Asie en développement, ainsi que
les guerres et sieges de villes antiques ou médiévales, ont induit les grandes épidémies
de peste (Yersinia pestis) en Europe, notamment la peste d'Athenes ou périra Périclés
en I'an 430 av. J.-C [42], la peste des Carthaginois assiégeant Syracuse en I'an 395 av.
J.-C [43], la peste de Justinien du I¢" siécle [44] et les pestes noire des VI et XVe™e siécles
[45]. De multiples épisodes de lepre (Mycobacterium leprae) ont aussi eu lieu pendant
cette méme époque s’étendant sur quinze siecles apr. J.-C et furent rapportés dans les
chapitres Xl et XIV du Lévitique [46], ainsi que par des publications contemporaines
traitant d’échantillons médiévaux [47]. La troisieme crise sanitaire de I'humanité
correspond a l'arrivée en Amérique du Sud a la fin du XVve™e siécle des Européens qui
ont transmis de multiples pathologies infectieuses, comme par exemple la syphilis
(Treponema pallidum), aux populations indigénes qui ont été décimées en raison du fait
qgu’elles étaient dépourvues de réponses immunitaires adéquates [48]. D’aprés
I'encyclopédie Canadienne, la colonisation des européens a la découverte des
Amériques a aussi apporté la grippe, la rougeole et la variole qui ont fait des ravages
dans les populations autochtones [49]. La quatrieme crise sanitaire humaine fut induite
par l'industrialisation, le développement des villes et la précarité qui ont favorisé la
réémergence de pathologies infectieuses entre les XIXé™Me et XXe™Me siécles, comme
notamment le choléra (Vibrio cholerae) [50] et la tuberculose (Mycobacterium
tuberculosis) [51]. La cinquiéme crise sanitaire humaine observée en ce début du XX|eme
siécle, est ponctuée par des épidémies de chikungunya imputées a I'importation de
volailles [52], d’Ebola potentiellement associées a la déforestation [53], de Zika
provoquant des macrocéphalies chez les nouveaux nés [54], de syndrome respiratoire
aigu sévere [55] et de grippe aviaire [56]. Sans explications bien définies concernant les
origines de I'ensemble de ces événements, certains auteurs émettent d’ailleurs une
possible association entre la trajectoire du cyclone El Nifio et les épidémies récentes de
chikungunya, hantavirus, fievre de la vallée du Rift, cholera, peste et Zika [57]. Dans un
contexte d’augmentation exponentielle mondiale du prix de l'alimentation depuis les
années 2000 [58], certains des événements épidémiques de cette cinquieme crise
sanitaire humaine du XXI®™e siécle sont probablement induits par les élevages intensifs
[59] et échanges alimentaires massifs [60] devant répondre a la nécessité de nourrir 9,7
milliards d’humains en 2050 selon I'organisation des nations unies (ONU). Sur la base
des découvertes historiques majeures en microbiologie évoquées précédemment
(intro. 8 1.1) et afin de résoudre les multiples formes de crises sanitaires humaines
contemporaines (intro. 8 1.2), la gestion des données en santé publique s’oriente
aujourd’hui mondialement vers une numérisation globale (intro. § II).



L’histoire de la microbiologie

DISCIPLINES OMIQUES

- séquencage de génomes complets par haut débit
(2008), shotgun (2004), hybridation (années 1990), et
ordonnancement hiérarchique (1989)

- séquencage capillaires de fragments d’ADN (années
1980)

- méthodes enzymatique (Sanger) et chimique
(Maxam-Gilbert) d’élongation de FADN (1977)

BIOLOGIE MOLECULAIRE

- Kary Mullis et Michael Smith : polymerase chain
reaction (1983)

- James Watson et Francis Crick : structure en
double hélice de TADN (1953)

- Salvador Luria : résistance virale aléatoire de
bactéries mutantes (1969)

- Alexander Fleming : découvertes du lysozyme
(1922) et de la pénicilline (1928)

BACTERIOLOGIE et PARASITOLOGIE

Louis Pasteur

- les cultures pures

- la dissymétrie moléculaire

- les maladies des vins frangais

- lamaladie des vers a soie

- la pasteurisation alimentaire

- l'asepsie en milieu médical

- les vaccinations (choléra des poules, maladie du
charbon chez les moutons, rouget des porcs, rage)

Robert Koch

- les agents infectieux humains (bacilles du charbon,
de la tuberculose et du choléra)

- Les maladies infectieuses humaines (la malaria, la
peste, la theilériose bovine, la babesiose, la
tuberculose bovine, la maladie a tique)

- le postulat de Koch sur les liens de cause a effet
entre les microorganismes et les maladies

- la tuberculine contre le bacille de la tuberculose

MICROSCOPIE
Antonie van Leeuwenhoek
- les spermatozoides (1677)
- les algues microscopiques (1676)
- les protozoaires (1674)
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Les crises sanitaires majeures

CONTEMPORAINES

Epidémies potentiellement induites par des
bouleversements environnementaux, ainsi que des
développements d’élevages intensifs et échanges
alimentaires massifs

Chikungunya imputées a I'importation de volailles
Ebola potentiellement associées a la Déforestation
Zika provoquant des macrocéphalies de nouveau-nés
syndrome respiratoire aigu sévére

grippe aviaire

REVOLUTION INDUSTRIELLE

Développement des villes et densification de la
population favorisantla réémergence d’infections

le choléra (Vibrio cholerae)
la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis)

CONQUETE DU CONTINENT AMERICAIN

Transmissions de multiples pathologies infectieuses
aux populations autochtones a [larrivée des
Européens en Amérique du Sud

la syphilis (Treponema pallidum)
infections virales (grippe, rougeole, variole)

ANTIQUITE — MOYEN AGE

Epidémies de peste (Yersinia pestis) et de lépre
(Mycobacterium leprae) induites par le commerce
avec I'Asie et les guerres et siéges

les pestes noire des Xl et XIVeme siécles

les pestes noire des VI et X\Véme sjécles

la peste de Justiniendu I°" siécle

la peste des Carthaginois assiégeant Syracuse (395
av.J.-C)

la peste d'Athénes ou périra Périclés (430 av. J.-C)

NEOLITIQUE

Transmissions a 'homme de pathogénes du bétail et
transmissions d’homme a homme induites par la
migration humaine a travers I'Afrique et I'Europe, la
domestication et I'élevage

la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis)
la diphtérie (Corynebacterium diphtheriae)
la variole (Variola virus)

la coqueluche (Bordetella pertussis)

la rougeole (Morbillivirus)

Figure 1: Points de vue des historiens et scientifiques sur I’histoire de la
microbiologie et les crises sanitaires majeures



Il.La numérisation des données de santé publique

En raison de la diminution des colts de séquencage de I'’ADN (intro. § 1l.1) et de
'augmentation des données devant étre stockées dans les archives internationales
(intro. 8 11.2), les dépenses engendrées par les disciplines omiques (génomique,
transcriptomique, métagénomique, protéomique, lipidomique, épigénétique ...) sont
aujourd’hui davantage dédiées au stockage et I'analyse de données (intro. § 11.3), ainsi
qu’a la réorganisation des laboratoires (intro. § 11.4).

I.1. Bouleversements technologiques

Depuis I'avénement du séquengage de petits fragments d’ADN par les méthodes
d’élongation ou de dégradation de 'ADN en 1977, respectivement et communément
connue sous les noms de Sanger [61] et Maxam-Gilbert [62], des équipements de
séquencage capillaire sont apparus au début des années 1980 [63] et sont toujours
d’actualité malgré leurs faibles débits [64]. Depuis ces années 80 et jusqu’a présent, le
séquencage de génomes entiers, nommé aujourd’hui « whole genome sequencing »
(WGS), a bouleversé ce domaine scientifique. Effectivement, sont apparues des
méthodes dites par ordonnancement hiérarchique en 1989 [65], par hybridation dans les
années 90 [66], par coup de fusil aussi connue sous le nhom de « Shotgun » en 2004 [67]
et par haut débit communément appelée « next generation sequencing » (NGS) ou
« high-throughput sequencing » (HTS) depuis 2008 [68]. Alors que le séquencage du
génome humain a pris 15 ans pour un co(t de 100 million $ US par la méthode Sanger
[69], ce dernier a été séquencé en 2018 par NGS en deux mois pour un co(t
approximativement divisé par 100 [68]. La démocratisation de ces méthodes NGS a
amené les constructeurs a proposer aujourd’hui différents modéles de séquenceurs en
fonction du domaine d’expertise et des rendements analytiques souhaités : lllumina
(MiniSeq, MiSeq, NextSeq, HiSeq, NovaSeq), lonTorrent (PGM, S5, Proton), Pacific
BioSciences (PacBio RSII, Sequel) et Oxford Nanopore (MInION, GridlION, PromethlON)
[70]. L’exemple le plus frappant de I'essor du NGS est la Chine qui prévoit de séquencer
100 millions de génomes de toutes especes d’ici 2030 avec un budget de 9,2 milliards
$ US (60 milliards ¥ CN) sur 15 ans [71].

1.2. Colts des collectes de données

Cette diminution drastigue du coldt du NGS a été accompagnée par une
augmentation massive et exponentielle des données de séquencage dans les archives
internationales qui selon la « international nucleotide sequence database collaboration »
(INSDC) sont passées de 1,432 trillions de bases en aolt 2015 a 2,650 trillions de bases
en ao(t 2017 [72]. Cette augmentation de données de séquencage correspondait pour
cette période de deux ans a une augmentation d’espace de stockage passant de 1,5 a
3,2 petabytes dédiées a la conservation d’'une copie unique de données de séquencgage
non assemblées [72]. Depuis maintenant 30 ans et sous la gouvernance de la INSDC,
ces afflux de données de séquencage ont donc conduit les bases de données de
séquencage d’ADN américaine, européenne et japonaise a harmoniser et synchroniser
leurs systémes de stockage de données [72]. Les bases de données correspondantes
« national center for biotechnology information » (NCBI), « european nucleotide archive »
(ENA) et « DNA data bank of Japan » (DDBJ), sont principalement dédiées a la collecte
et mise a disposition de données de séquencage et d’assemblage [72]. De plus, ces
bases de données internationales proposent aussi quelques outils analytiques,
principalement dédiés a la recherche de motifs nucléiques [72]. Plus précisément, lTENA
est hébergée par le « european molecular biology laboratory » (EMBL) et la « european
bioinformatics institute » (EBI). En plus du colt matériel du stockage de l'information, un
récent test de 'EMBL-EBI souligne que la nécessité d’organiser des ontologies et
systemes d’interrogation des métadonnées liees aux données de séquengage, présente
aussi un codt important induit par les ressources de calcul nécessaires aux requétes,
mises & jours, rééquipement et charge salariale [73]. A titre d’exemple, ce test



d’annotation de 1 939 enregistrements de séquences avec les ressources de 'lEMBL-EBI
a nécessité 794 heures de charge salariale dédiée a I'amélioration de I'information
contextuelle [73]. Ceci représenterait 37 personnes a temps plein pendant une semaine
pour annoter I'ensemble des enregistrements de I'ENA en 2016, a raison de 100
échantillons par semaines [73]. En 2015, les co(ts pour les utilisateurs des services libres
de stockage et requétes de 'EMBL-EBI étaient estimés annuellement & 57 millions $US
pour linvestissement, 329 millions $US pour l'accessibilité et 2,8 milliards $US pour
'usage (respectivement 47 millions £, 270 millions £ et 2,3 milliards £) [74]. En raison du
développement contemporain massif du séquengage en Chine, la INSDC vient d’ailleurs
de proposer un nouveau systéme d’archive de séquence nommé « genome sequence
archive » (GSA) [75]. Bien que moins avancée que les systémes d’archive des données
produites par le NGS, il est a noter que la communauté scientifique de I'imagerie médicale
commence a constituer ses instances publiques internationales d’archivage de données
[76]. L’archivage de données est aussi considérée dans le domaine de l'imagerie
médicale comme le goulot d’étranglement de la recherche biomédicale moderne [76].

I1.3. Développement et implémentation de I’analyse de données

Le colt du séquencage ayant diminué drastiquement (intro. 8 I1.1) et le codt du
stockage restant a étre résolu (intro. 8 11.2), les efforts actuels portent principalement sur
le développement et 'implémentation de I'analyse de données dans différents domaines
de la santé publique (intro. § 11.3). Visant a appliquer la génomique pour 60 millions de
patients entre 2020 et 2025 [77], l'intégration de la génomique aux systemes hospitaliers
a déja commenceé dans 14 pays sur la base d’investissements a hauteur de 4 milliards
$ US, en particulier pour des patients a maladies rares et atteints de cancer (Royaume-
Uni, France, Australie, Arabie Saoudite et Turquie), des études de population (Etats Unis,
Estonie, Danemark, Japon et Qatar) ou uniquement pour l'infrastructure informatique
(Suisse, Hollande, Brésil et Finlande) [71]. Dans le domaine de I'étude de la biodiversité
(sécurité environnementale), le projet « Tara oceans » est a souligner quant a son objectif
ambitieux de cartographier les faune et flore microbiennes des océans par génomigue et
métagénomique [78]. En plus des connaissances apportées sur les microbiomes
benthique et pélagique, les efforts du projet « Tara oceans » visent aussi a apporter des
solutions analytiques au milieu médical, a I'élevage terrestre et a I'alimentation en
générale, tant pour ce qui est des diagnostiques que des contrdles dont les besoins sont
en constante augmentation [79]. Un récent rapport de 2019 compare des initiatives
contemporaines de développements d’outils analytiques sur la base des synthéses des
autorités correspondantes : les agences « European centre for disease prevention and
control » (ECDC) et « European food safety authority » (EFSA) [80]. Ce rapport focalise
sur I'analyse génomique de données recueillies sur les microorganismes pathogenes et
autres microorganismes d’intérét isolés de 'Homme, d’animaux, de [l'alimentation
humaine et animale, ainsi que d’environnement de production alimentaire [80]. Dans ce
rapport, 'lECDC et 'EFSA, responsables de la prévention de maladies infectieuses
respectivement humaine et d’origine alimentaire, soulignent la nécessité de ressources
de calcul pouvant étre délivrées par différents opérateurs de service (Amazon, Microsoft,
Google) [80]. LECDC et 'EFSA comparent aussi dans ce rapport les initiatives
analytiques en génomique en terme de collection de données, assemblage,
classification, nomenclature, contréle et infrastructure, sans pour autant donner de
recommandations particuliéres concernant leurs utilisations [80].

1.4. Modifications de I’organisation des laboratoires

Aujourd’hui, la capacité des laboratoires a séquencer des génomes complets a
moindre codt (intro. 8 I.1), les conduit a focaliser leurs efforts sur les performances de
stockage de données génomiques (intro. 811.2), ainsi que le développement et
'implémentation de I'analyse de données (intro. 8§ I1.3), ce qui engendre une profonde
modification de leurs organisations (intro. 8 I1.4). Un exemple intéressant a suivre de ces



modifications organisationnelles est celui mis en place par I'instance de santé publique
anglaise, « Public Health England » (PHE), qui a publié comment ses laboratoires se sont
transformés pour implémenter complétement la génomique des pathogenes alimentaires
majeurs en 6 ans de 2012 a 2017 [81]. Effectivement, avec des objectifs d’identification
de pathogenes, d’estimation de proximités génétiques, d’identification de résistances aux
antibiotiques et caracteres de virulence, ainsi que d’investigations d’épidémies, PHE a
commencé a construire un systeme en 2012 [81]. PHE est passée de 7 640 a 15 750
génomes traités annuellement entre 2014 et 2017, pour atteindre un total en 2017 de
52 590 génomes de Salmonella, Escherichia coli, Shigella, Listeria et Campylobacter
[81]. PHE est passé d'une organisation dépendante des pathogenes analysés
accompagnée des multiples méthodes de biologie moléculaire correspondantes, a une
organisation centralisée et divisée en une partie in vitro et une partie in silico traitant
respectivement le séquencage et I'analyse de données (« wetlab » et « drylab ») [81].
PHE a pu passer de 30 jours a 5 jours de délais analytique (PCR + serotypage +
caractérisation de phage + génotypage versus séquencage + analyse de données) avec
1 700 TB de stockage et une puissance de calcul de 656 cores distribués sur 34 nceuds
avec 5,4 TB de mémoire [81]. Pour implanter la génomique des pathogenes, PHE a dQ
investir 2,0 et 1,8 millions $US dans respectivement I'équipement de séquencage
(« wetlab ») et d’analyse de données (« drylab ») (correspondant a 1,7 et 1,5 millions £)
[81]. PHE a d0 aussi remodeler les espaces des laboratoires, revoir les dispositions
légales de la santé publique, remodeler ses procédures analytiques et former les équipes
[81]. Contrairement a ses activités passees, les laboratoires de contréle des pathogenes
de PHE sont aujourd’hui organisés dans une unigue piéce, utilisent une procédure unique
et emploient des analystes et développeurs spécialisés en bioinformatique [81]. Ces
laboratoires de PHE ont réduit ces derniéres années l'utilisation d’animaux, le temps de
manipulation des échantillons, ainsi que le colt de 'encadrement [81]. Ces laboratoires
de PHE sont aujourd’hui davantage multidisciplinaires et certifiés 1ISO15189 pour le WGS
[81].
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Figure 2: Eléments modifiés dans I'organisation des laboratoires de « Public
Health England » (PHE) avant et aprés I'implémentation du «whole genome
sequencing » (WGS) des pathogénes alimentaires majeurs (Salmonella,
Escherichia coli, Shigella, Listeria et Campylobacter)



lll. Les enjeux du mémoire

Avec une description large des éléments m’amenant a candidater a 'HDR, le
présent mémoire découle des instructions légales et institutionnelles (intro. § Ill.1) et est
totalement personnel tant dans son organisation que de sa rédaction (intro. 8 I11.2).

llI.1. Instructions Iégales et institutionnelles

D’un point de vue légal, I'arrété du 23 novembre 1988 [2], modifié par les arrétés
des 13 février 1992 [9], 13 juillet 1995 [5] et 25 avril 2002 [6], stipule que le dossier de
candidature a I'HDR «comprend soit un ou plusieurs ouvrages publiés ou
dactylographiés, soit un dossier de travaux, accompagnés d'une synthese de l'activité
scientifique du candidat permettant de faire apparaitre son expérience dans l'animation
d'une recherche ». D’un point de vue institutionnel, mon lieu d’accueil me propose un
guide de rédaction de 'HDR, visant notamment a présenter son établissement et veiller
a souligner les compétences du candidat en termes de publications, encadrement
scientifique, élaboration et soumission de projets de recherche, participation a des
réseaux scientifiques, reconnaissance internationale, animation scientifique, ainsi que
capacité a élaborer un programme de recherche [82].

[1.2.  Point de vue personnel

En raison de mon parcours de chercheur en microbiologie, et plus particulierement
en génomique bactérienne dans les domaines de la santé humaine et chez I'animal, ainsi
gue de la sécurité environnementale et alimentaire, le présent mémoire est exposé sous
forme d’une synthése d'activités scientifiques supportées par un dossier de travaux. Plus
précisément, le présent mémoire de candidature a I’'HDR est proposé a l'université Paris-
Est (UPE) avec le support de mon lieu d’accueil qui est un membre associé a l'université
Paris-Est : 'agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement
et du travail (ANSES). Suite a la présentation du lieu d’accueil révélateur des tenants et
aboutissants de mon parcours professionnel passé et futur (CHAPITRE 1: LIEU
D’ACCUEIL), un bilan de carriére sera exposé et supporté par des activités et travaux
accomplis dans différents domaines de la microbiologie en constante mutation
(CHAPITRE Il : BILAN DE CARRIERE), afin d’'annoncer un programme de recherche
futur constitué de plusieurs projets faisant écho aux deux éléments précédents
(CHAPITRE Il : PROGRAMME DE RECHERCHE).
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CHAPITRE | : LIEU D’ACCUEIL

Dans le présent chapitre est exposé mon lieu de travail actuel (CHAPITRE | : LIEU
D’ACCUEIL) qui soutient mon application a l'obtention de 'HDR en raison de mes
expériences en recherche (Annexe 1), mon bilan de carriere en laboratoire (CHAPITRE
Il : BILAN DE CARRIERE) et mon programme de travaux de recherche pour les années
a venir (CHAPITRE Ill : PROGRAMME DE RECHERCHE).

|. L’agence d’accueil : Agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail

L’ANSES (Adresse web 1) est née le 1°" juillet 2010 de la fusion de deux agences
sanitaires : I'agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) et I'agence
francaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail (AFSSET). Son rayon
d’activité (chap.181.1) et son organisation (chap.|81.2) font de I'ANSES un
établissement unique visant selon sa devise a « Connaitre, évaluer et protéger » (Figure
3).

I.1. Rayon d’activités

Les tutelles (chap. | § I.1.a), missions (chap. | 8 .1.b) et champs de compétences
(chap. | 8 1.1.c) de TANSES font de cette agence un acteur majeur de la santé publique
en France. L'ANSES met en ceuvre des expertises scientifigues indépendantes et
pluralistes sur la base de 1 350 agents, 800 experts extérieurs mobilisés, 142 millions
$ US de budget annuel (130 millions €), 8 000 avis émis depuis 1999, 80 mandats de
référence nationaux, 250 publications scientifiques par an, ainsi que 100 doctorants et
postdoctorants.

I.1.a. Tutelles

A sa création, I'ordonnance n°2010-18 du 7 janvier 2010 [83] fixe les missions de
'ANSES. Placée sous la tutelle des ministres chargés de la santé, de l'agriculture, de
I'environnement, du travail, ainsi que de la consommation, TANSES est un établissement
public a caractere administratif (EPA). L'ANSES vise a éclairer la politique sanitaire des
pouvoirs publics via I'évaluation des risques dans le domaine de l'alimentation, de
I'environnement et du travail.

1.1.b. Missions

En s’appuyant sur ses expertises scientifiques indépendantes et pluralistes,
ANSES a pour principal objectif d’assurer la sécurité sanitaire humaine dans les
domaines de I'environnement, du travail et de l'alimentation. L’ANSES intervient aussi
dans la protection de la santé et du bien-étre des animaux, la protection de la santé des
végétaux, I'évaluation des propriétés nutritionnelles et fonctionnelles des aliments, ainsi
gue certains domaines liés aux médicaments vétérinaires. Dans ces champs de
compétences, 'ANSES organise et finance des programmes de recherche scientifique et
technique, tout en assurant ses missions de veille, alerte, vigilance et référence.
L’ANSES recommande a ces autorités les mesures de police sanitaire a mettre en ceuvre
en cas de menaces par un danger grave. A la demande du gouvernement, TANSES
représente la France en participant aux travaux des instances européennes et
internationales.

I.1.c. Champs de compétences

L’ANSES a la possibilité d’établir des relations conventionnelles avec une trentaine
d’établissements francais, incluant des établissements d'enseignement et de recherche
présentant des missions complémentaires (Annexe 2). L’ANSES est aussi en capacité
de s’impliquer avec des personnes publiques ou privées, francaises ou étrangeres, dans
le cadre de consortium d'intérét public (Annexe 2). Les implications de TANSES passent



par une surveillance (chap. | 8 I.1.c.i), une expertise (chap. | § I.1.c.ii) et une recherche
(chap. I 8 I.1.c.iii), toutes les trois focalisées sur I'évaluation des risques sanitaires et
nutritionnels.

l.1.c.i. Surveillance et vigilance

Ayant comme objectif de veiller sur différentes problématiques sanitaires, la
surveillance menée par 'ANSES participe a la création de bases de données
scientifiques et techniques. La surveillance de 'ANSES met aussi en place des
observatoires sur les produits et procédés entrant dans son champ de compétences
(chap. | 8 11.1.a). Entre autres domaines de compétences, ’ANSES est aussi impliquées
dans des systéemes de Vvigilance: nutrivigilance, phytopharmacovigilance et
toxicovigilance.

l.1.c.ii. Expertise

En s’appuyant sur des comités d'experts spécialisés (CES), TANSES organise une
expertise collective répondant a ses propres autosaisines et saisines qui lui sont
transmises. Les CES répondent a ces saisines et autosaisines liées a I'évaluation des
risques sanitaires, sur la base des données existantes a travers différents dispositifs
d’animation et coordination de réseaux d'organismes publics. Les activités des
laboratoires de 'ANSES sont partie prenante de I'expertise a ’ANSES, en exercant des
activités nationales et communautaires de référence. Un pdle majeur de I'expertise a
ANSES est dédié aux appuis scientifigue et techniqgue nécessaires aux autorités
compétentes pour I'évaluation des substances, en particulier des produits biocides et
chimiques. Visant a délivrer des autorisations de mise sur le marché, TANSES couvre
aussi I'évaluation des produits et adjuvants des molécules impliquées en
phytopharmaceutiques, fertilisants et supports de culture.

[.1.c.iii. Recherche

Visant en premier lieu a contribuer a l'information, la formation et la diffusion
scientifique et technique, la recherche a 'ANSES participe aux débats publics nationaux
et communautaires en les questionnant et en répondant a ses interrogations. Les activités
de recherche a 'ANSES sont organisées dans les laboratoires travaillant sur différentes
problématiques. Ces activités de recherche sont menées dans le cadre de collaborations
aux échelles nationales et communautaires.

Figure 3: Logos francais (a
gauche) et anglais (a droite)

de I'agence nationale de anses :) anses :)

sécurité sanitaire de
I'alimentation, de c ] Ioves ) _
IlenVironnement et dU travail onnaitre, evaluer, ’profg:c.r nv;sﬂ&aﬁ; evaluare Proﬁch
(ANSES)

[.2. Organisation

En raison de la diversité de ses missions (chap. | § I.1.b) et de la multidisciplinarité
de ses champs de compétences (chap.|8I.1.c), TANSES répond a ses tutelles
(chap. 1 81.1.a) en organisant ses travaux et services sous des formes fonctionnelle
(chap. | § 1.2.a), thématique (chap. | § 1.2.b) et hiérarchique (chap. | § 1.2.c).

l.2.a. Fonctionnelle

L’ANSES est ouverte sur la société en organisant des comités de dialogue réguliers
et spécifiques de thématiques données avec les parties prenantes, en particulier issues
de la société civile. L’'organisation fonctionnelle de 'ANSES se décline en un conseil
administratif (chap. | 8 I.2.a.i), un conseil scientifique (chap. | 8 .2.a.ii) et une expertise
collective (chap. | § I.2.a.iii).



[.2.a.i. Conseil d’administration

En plus d’un président et des membres du personnel, le conseil d’administration de
ANSES est composé de cing colleges du grenelle de I'environnement. Ces colléges
intéegrent des représentants de ['état, de partenaires sociaux, d’organisations
professionnelles, d’associations et d’élus. Les membres de ces colleges se partagent des
droits de vote, avec une moitié de ces derniers pour le college des représentants de I'état.
S’ajoute a ce conseil d’administration des personnalités qualifiées et les représentants
du personnel de TANSES. Ce conseil administratif compte aussi des comités d’orientation
thématiques constitués de personnalités extérieures ayant des visions sur les tendances
de la société civile (santé-environnement, santé-travail, alimentation, santé et bien-étre
animal, santé végétale). Le conseil d’administration supervise le processus d'évaluation
de l'activité de recherche de TANSES.

l.2.a.il. Conseil scientifique

Indépendant et exclusivement composé de scientifiques, le conseil scientifique est
présidé en donnant une large place aux scientifiques, notamment étrangers. Ce consell
scientifique compte trente membres et garantit la qualité scientifique de I'expertise, ainsi
gue son indépendance. Dans un objectif de transparence, les membres du consell
scientifique, tout comme I'ensemble du personnel permanant de 'ANSES, sont soumis a
une déclaration publique d’intérét (DPI). Cette DPI vise a prévenir tous conflits d’intérét
entre les agents de 'ANSES et leurs collaborateurs extérieurs.

l.2.a.iii.  Experts

L'expertise collective mobilise 800 experts extérieurs et permet a 'TANSES de fournir
des avis et/ou recommandations rendus systématiquement publics en prenant en compte
I'ensemble des données scientifiques disponibles et des opinions exprimées. Dans le
cadre de cette expertise collective au plus prés des filieres, un comité de déontologie et
de prévention des conflits d’intérét peut intervenir dans toutes les situations. Il peut étre
saisi par un membre du conseil d’administration, du conseil scientifique, des comités
d’experts spécialisés, le directeur général ou un agent de 'ANSES.

[.2.a.iv. Laboratoires

Les 9 laboratoires de référence et de recherche de 'ANSES sont répartis sur
'ensemble du territoire (Figure 4). Au plus pres des filieres, ces laboratoires traitent des
domaines « santé et bien-étre des animaux », « sécurité sanitaire des aliments » et
« santé des végétaux ». Avec un rbéle majeur dans la connaissance des dangers, ces
laboratoires supportent les activités de I'expertise collective. lls ont pour objectifs
d’expertiser, surveiller épidémiologiquement, alerter, ainsi qu’assister scientifiquement et
techniqguement. En se basant sur des expertises en épidémiologie, microbiologie et
résistance aux antimicrobiens, toxines et contaminants physicochimiques, les
laboratoires de 'ANSES collectent des données issues des réseaux de laboratoires
agréeés.

Figure 4 : Laboratoires (cercles) et antennes
de laboratoires (carrés) de I'‘agence
nationale de sécurité sanitaire de
['alimentation, de Il'environnement et du
travail (ANSES) a Angers, Boulogne-sur-
Mer, Clermont-Ferrand, Dozulé, Fougéres,
Maisons-Alfort, Malzéville, Montpellier,
Nancy, Niort, Ploufragan, Plouzané, Rennes,
Saint-Pierre de la Réunion et Sophia-
Antipolis




[.2.b. Thématique

Les activités des 7 thématiques de I'ANSES sont validées par le consell
d’administration, le conseil scientifique et I'expertise collective (chap. | § 1.2.a). A ce jour,
les thématiques de 'ANSES sont « alimentation et nutrition humaine », « santé-travail,
santé environnement », « alimentation et santé animale », « médicament vétérinaire -
agence nationale du médicament vétérinaire (ANMV) », « santé et protection du
végétal », « produits phytopharmaceutiques », ainsi que « biocides et fertilisants ». Ces
7 thématiques sont gérées par le systtme de management de la qualité de ’ANSES qui
s’appuie sur la norme ISO 9001 pour intégrer les activités de réalisation, de support et
de management (c.a.d. NF X 50-110, NF EN ISO/CEI 17025, NF EN ISO/CEI 17043 et
NF EN ISO/CEI 17020). Tout comme I'ensemble de I'ANSES, son systeme de
management de la qualité s’engage a mettre en ceuvre les dispositions de la « charte du
développement durable des établissements publics et entreprises publiques » [84] et de
la « charte de I'ouverture a la société » [85]. Reposant sur 3 piliers, a savoir « connaitre,
évaluer et protéger », la politique qualité de 'ANSES s’engage dans une démarche
d’excellence scientifiqgue, de réactivité face aux situations de crises et d’anticipation des
dangers émergeants. Elle assure son indépendance, sa transparence et son ouverture a
la sociéte.

l.2.c. Hiérarchique

Les organisations fonctionnelle (chap. | § 1.2.a) et thématique (chap. | § 1.2.b) de
'ANSES sont instituées d’'un point de vue hiérarchique sous le directeur général Roger
Genet. Cette direction générale est soutenue par une direction des affaires européennes
et internationales et une direction de la communication et des relations institutionnelles
(Annexe 3). Ces directions chapotent 4 poles nommeés « affaires générales », « produits
réglementés », « sciences pour I'expertise », ainsi que « recherche et référence ». Le
pble « affaires générales » assure la responsabilité hiérarchique des directions des
ressources humaines, des achats, de I'administration et des finances (DAF), technique
et informatique (DTI), des affaires juridiques, et de la qualité et de I'audit interne. Ce pdle
« affaires générales » intégre aussi une mission hygiene, sécurité, slreté. Le pdle
« produits réglementés » assure la cohérence d’ensemble des processus d’évaluation
des produits réglementés. Le pble « produits réglementés » a la responsabilité de la
délivrance des autorisations de mise sur le marché et de vigilances, en particulier les
médicaments vétérinaires mis en ceuvre par I'ANMV. Le pble « sciences pour
I'expertise » assure la préparation de réunions du conseil scientifique de I'agence avec
son président. Ce pble « sciences pour I'expertise » coordonne les activités de la
direction de I'’évaluation des risques (DER), de la mission sciences sociales, expertise et
société, de la direction alerte et veille sanitaires et de la direction financement de la
recherche et veille scientifique. Le pble « recherche et référence » comporte une direction
de la stratégie et des programmes (DSP) chapotant les 9 laboratoires distribués sur le
sol francais (Figure 4).

[l. Laboratoire d’accueil ; Laboratoire de sécurité des aliments

Parmi les laboratoires de 'ANSES (chap. | § 1.2.c), le laboratoire de sécurité des
aliments (LSAL) est sous la direction de Laurent Laloux et de son adjointe Anne
Brisabois. Le LSAL est organisé sur 2 sites : Maisons-Alfort (MA) et Boulogne-sur-Mer
(BsM) (Figure 4). Les activités et travaux associés a la sécurité sanitaire des aliments
sont pris en charge par 120 personnes sur le site de Maisons-Alfort. Les activités et
travaux concernant la qualité et la sécurité des produits de la péche et de l'aquaculture
sont gérées par plus de 20 personnes a Boulogne-sur-Mer. L’organisation des missions
du LSAL (chap. |8 1.2.a) se décline au regard d’'une segmentation par mandats de
référence (chap. | § 11.2.b). Ces mandats de référence sont par ailleurs intégrés aux
activites de surveillance (chap.18Il.1.a), référence (chap.l§Il.1.b) et recherche
(chap. 18 1l.1.c) du LSAL.



I.1. Rayon d’activités

Les mandats nationaux et européens du LSAL (chap. | § 11.2.b) se déclinent en des
activités de surveillance (chap. | § 1l.1.a) et référence (chap. | § 11.1.b). Elles-mémes sont
nourries et soutenues par des travaux de recherche dans le cadre de projets propres, le
plus souvent conventionnés (chap. | § 1l.1.c) (Figure 5).

I.1.a. Surveillance

Les activités de surveillance au LSAL datent de plusieurs années, notamment de
par son implication dans le réseau de surveillance des isolats de Salmonella d’origine
non humaine et sa participation aux plans de surveillance pilotés par la direction générale
de l'alimentation (DGAL). Actuellement, le LSAL est impliqué fortement dans une
plateforme de surveillance sanitaire de la chaine alimentaire (SCA) créée en juillet 2018.
Sous l'impulsion des états généraux de I'alimentation soulignant la nécessité de renforcer
le dispositif national de surveillance et de prévention des risques sanitaires, cette
plateforme SCA est une action collaborative [86]. Elle mobilise les acteurs de la chaine
alimentaire pour assurer la sécurité des consommateurs en étroites synergies avec les
plateformes d’épidémiosurveillance en santé végétale (ESV) et animale (ESA) (Annexe
4). Cette plateforme SCA vise a implémenter un systeme de surveillance de tous les
contaminants des aliments en valorisant les plans de surveillance, plans de controle et
autocontréles réalisés par les industriels. Néanmoins, des nécessités d’actions
prioritaires sur Salmonella et Campylobacter ont été émises en raison des importantes
prévalences dans I'alimentation et incidences chez ’lhomme de ces bactéries pathogénes
[87]. A I'échelle européenne, ces pathogénes sont effectivement les plus fréquemment
transmis a 'homme par des aliments, ainsi que les plus fréquemment associés a des
zoonoses alimentaires en 2015 [88], 2016 [89] et 2017 [87]. Les activités de surveillance
du LSAL collaborent avec I'activité de recherche (chap. | § Il.1.c).

11.1.b. Référence

Les activités de référence visent a soutenir les mandats nationaux et européens du
LSAL en apportant aux administrations de tutelle des expertises scientifiques et
techniques. Les laboratoires de référence de l'union européenne (LRUE) ont
principalement des échanges internationaux avec les laboratoires nationaux de référence
(LNR) correspondants. lls animent le réseau de LNR ainsi constitué et les LNR
communiquent a I'échelle nationale avec les laboratoires de leurs domaines d’activités.
En collaborant avec l'activité de recherche (chap. | 8 1l.1.c), l'activité de référence du
LSAL est donc notamment dédiée a la collecte d’échantillons et de données transmises
par les réseaux de laboratoires agréés a I'échelle nationale et de LNR a I'échelle
européenne. L’activité de référence réalise aussi des analyses, plans de surveillance,
développements et validations de méthodes analytiques, tout en contribuant au transfert
méthodologique par la formation et 'organisation des essais interlaboratoires d’aptitude.
L’activité de référence promulgue aussi des formations agréés et reconnues. Par ailleurs,
les activités de référence des LRUE du LSAL travaillent en étroites relations avec les
autorités européennes : 'EFSA et 'ECDC.

I.1.c. Recherche

Les activités de recherche du LSAL sont supportées par des directeurs de these
avec HDR, chargés de projets scientifiques, postdoctorants, doctorants et étudiants en
master. Le LSAL est labellisé « équipe d’accueil » pour les écoles doctorale (ED)
agriculture, alimentation, biologie, environnement, santé (ABIES, n°0581) et sciences de
la matiére, du rayonnement et de I'environnement (SMRE, n°0104), respectivement pour
les sites de Maisons-Alfort et Boulogne-sur-Mer. L’activité de recherche du LSAL vise
principalement a surveiller des dangers relatifs aux molécules et agents pathogenes de
I'alimentation. Pour se faire, I'activité de recherche du LSAL se nourrit des données
récoltées par les activités de surveillance (chap. | 8§ Il.1.a) et référence (chap. | § 11.1.b)
pour développer des méthodes analytiques novatrices. Par la suite, cette activité de



recherche promulgue des formations a l'utilisation des méthodes analytiques qu’elle
élargit aux activités de surveillance (chap. |8 1l.1.a) et référence (chap.|811.1.b) du
LSAL. Décrire, comprendre et modéliser les comportements de ces molécules et agents
pathogenes de l'alimentation font partie intégrante des travaux de recherche du LSAL.
Les projets de recherche en question sont a la fois financés par des appels d’offres
européens ou nationaux. Concernant les appels d’offres européens, doivent étre cités
« seventh framework programme » (FP7), « horizon 2020 » (H2020), « collaborative
management platform for detection and analyses of re-emerging and foodborne
outbreaks in Europe » (COMPARE) et « European joint programme » (EJP). Concernant
les appels d’offres nationaux, doivent étre cités 'agence nationale de la recherche (ANR),
les actions de recherche concertées d'initiative régionale (ARCIR), les contrats de plan
Etat-Région (CPER), le fonds unique interministériel (FUI), les domaines d'intérét majeur
franciliens (DIM) et I'établissement national des produits de l'agriculture et de la mer
(FranceAgriMer).
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Figure 5 : Domaines d’activité du laboratoire de sécurité des aliments (LSAL) sur
les sites de Maisons-Alfort et Boulogne-sur-Mer

.2. Organisation

Les missions du LSAL sont orientées vers la production de données et
I'identification des dangers (pathogénes ou contaminants chimiques), ainsi que
I'évaluation des risques moléculaire et biologique liés a I'alimentation (chap. | § 11.2.a).
Les mandats correspondants a ces activités sont organisés par départements, unités et
missions transversales (chap. | § 11.2.b).

11.2.a. Missions

Avec comme principale mission d’identifier les dangers dans les produits
alimentaires, le LSAL développe et normalise des méthodes de détection, caractérisation
et quantification, tout en participant a I'élaboration de leurs réglementations. Le LSAL
analyse de plus les causes d'apparition de ces dangers et leurs facteurs de
développement, en participant aux évaluations quantitatives des risques et estimations
des prévalences des dangers de molécules et agents pathogenes. Ce laboratoire a aussi
pour missions de surveiller et signaler 'émergence et la réémergence de ces agents
pathogenes, en prenant en compte dans les analyses des risques, linfluence des
pratiques et proceédés des filieres alimentaires. Ces activités du LSAL visent a améliorer



la maitrise ces agents pathogénes tout au long de la durée de vie du produit alimentaire,
usuellement désignée « de la fourche a la fourchette ».

11.2.b. Mandats

Intégrant respectivement 10 et 2 mandats nationaux et européens, le LSAL est
organisé en 3 départements, 9 unités et 3 missions transversales. Effectivement, les
activités des LNR et LRUE sont intégrées aux différentes unités et missions du LSAL
(Annexe 5).

.  Equipe d’accueil : Mission génome analyse modélisation risque

La mission génome analyse modélisation risque (GAMeR) a été mis en place a
partir de 2014 et officialisée en 2015 (Figure 6) par le chef du département contaminants
microbiologiques des aliments, Michel-Yves Mistou. Il a pris la responsabilité de cette
mission GAMeR pour implanter la génomique au LSAL (Annexe 5) avec le soutien des
directions de l'agence (chap. |8 1ll.3). L'organisation (chap. 18 IIl.1) et les objectifs
(chap. | 8 111.2) de cette mission GAMeR sont transversaux a toutes les unités présentant
des activités en microbiologie au LSAL. J'ai personnellement intégré le 11 mai 2015 cette
mission GAMeR dans laquelle je travaille toujours a I'heure actuelle en tant que chargé
de projets scientifiques conduisant des travaux de recherche en génomique bactérienne.
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ll.L1.  Organisation

Au sein du LSAL, la mission GAMeR est donc transversale aux unités impliquées
en microbiologie des départements contaminants microbiologiques des aliments et
produits de la péche et de laquaculture (Annexe 6). En 6 ans d’existence (non
officiellement : 2014-2015 et officiellement : 2016-2019), la mission GAMeR a comporté
en plus de son responsable : 1, 2 et 3 chargés de projets scientifiques en contrat a durée
indéterminée (CDI), respectivement depuis 2014, 2015 et 2018. Depuis le début de son
existence, la mission GAMeR a aussi intégré annuellement entre 2 et 4 étudiants en
master, doctorat ou postdoctorat. Actuellement en 2019, la mission GAMeR comporte 1
responsable, 3 chargés de projets scientifigues en CDI, 1 postdoctorant, 2 doctorantes
et 1 étudiante de master en cursus d’apprentissage. La mission GAMeR intégre des
profils d’analystes et développeurs en bioinformatique, tous les deux tournés vers la
gestion de données omiques massives. Les publications scientifiques représentent une
valorisation essentielle des activités de la mission GAMeR.

1.2.  Objectifs

L’OMS définit le NGS comme un outil d’intérét pour la surveillance et la réponse aux
évenements de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) [90] et il existe une forte
compétition nationale et internationale dans le secteur de la génomique bactérienne
(Tableau 1). Dans ce contexte, les activités de recherche de la mission GAMeR se sont
construites sur la base de compétences en bioinformatique, statistique et gestion de
réseau informatique. La mission GAMeR promulgue des expertises en analyse des
données omiques et modélisation du risque microbiologique dans les aliments. Les
objectifs de la mission GAMeR intégrent du typage (chap. | § 11l.2.a), de I'attribution des
sources (chap. | 8 l11.2.b), de la recherche avancée en génomique (chap. | § lll.2.c) et de
la diffusion de I'expertise (chap. | § lll.2.d). Ces objectifs n’ont pas d’ordres de priorité et
sont donc établis en fonction des urgences a traiter.



.2.a. Typage

Le LSAL a historiquement développé et appliqué des méthodes de caractérisation
bactérienne au fur et a mesure des développements analytiques par typage : sérotypage,
ribotypage, « amplified fragment-length polymorphism » (AFLP), « restriction fragment
length polymorphism » (RFLP), « variable number tandem repeat » (VNTR), « multilocus
sequence typing » (MLST) et « pulsed-field gel electrophoresis » (PFGE). Les objectifs
de ces méthodes de typage sont dinvestiguer des épisodes de TIAC et de mieux
connaitre les clones circulants dans les élevages et les industries agroalimentaires (I1AA).
Méme si ces développements ont apporté des méthodes de caractérisation de plus en
plus résolutives (Figure 7), ces derniéres sont longues a mettre en ceuvres (de quelques
jours a plusieurs semaines) et ne sont pas systématiquement applicables a tous les
genres bactériens. A linstar de ces méthodes conventionnelles de caractérisation,
'avénement récent du NGS (intro. § 11.1) et 'amélioration des méthodes analytiques dans
ce domaine (intro. 8 I1.3) ont apporté des solutions analytiques. Ces solutions analytiques
visent a caractériser les bactéries sur 'ensemble de leurs génomes indépendamment du
genre considéré, tout en diminuant les colts (intro. 8§ 11.2) et les délais analytiques
(intro. § I1.4). A titre d’'exemple concernant ces méthodes discriminantes basées sur le
NGS, les approches « coregenome MLST » (cgMLST), « whole genome MLST »
(WwgMLST) et « coregenome SNPs » (cgSNPs) doivent étre soulignées (Figure 7). En se
basant sur une veille des technologies NGS, la mission GAMeR s’investit dans le
développement de méthodes de typage tres résolutives des microorganismes
pathogénes issus de I'alimentation sur la base de I'analyse de génomes. Par le biais de
ses travaux, la mission GAMeR contribue a transférer des compétences dans les unités
de microbiologie impliquées dans la mise en ceuvre des activités de surveillance et
référence du LSAL [91, 92].
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I11.2.b. Attribution des sources

En étroite relation avec la DER en charge de I'évaluation des risques, la mission
GAMeR participe a faire évoluer des modéles d’attribution des sources et de dose-
réponse en y intégrant des données omiques [93-95]. Ceci a pour but final d’apprécier
I'exposition des consommateurs aux dangers microbiologiques considéreés.

lll.2.c. Recherche avancée en génomique

Tout en définissant son propre programme de recherche, la mission GAMeR

développe une recherche en collaboration avec les équipes concernées du LSAL dans

les domaines de la génomique et transcriptomique des bactéries pathogenes transmises
par les aliments (bactéries pathogenes alimentaires) [96—99, 99-104].



1.2.d. Diffusion de I'expertise

Que ce soit pour les activités des LNR ou LRUE du LSAL, la mission GAMeR
promulgue des formations théorique et pratique annuelles a l'utilisation du réseau Linux
qu’elle a développés depuis 2014 et des outils stables implémentés dans ce dernier. A
I'échelle nationale, la mission GAMeR transfére ses développements stables via des
systémes d’archivage en ligne a la plateforme génomique de Ploufragan. En
collaboration avec le laboratoire de santé animale (LSAN), la mission GAMeR s’implique
aussi dans l'organisation trimestrielle d’actions d’animation scientifique via le groupe
débats autour de la bioinformatique et la génomique (DEBUG) sur le site de Maisons-
Alfort.

1.3. Supports

En étroite relation avec la DSP, la mission GAMeR initie et poursuit la mise en place
de marchés publics portant sur du NGS dans le cadre de I'acquisition de données par le
LSAL (Annexe 3). En paralléle de ses développements d’outils analytiques, la mission
GAMeR initie et conserve des relations de confiance avec la DTI en vue de faire évoluer
le réseau Linux de traitement de données qu’elle développe.



Tableau 1 : Initiatives nationale et internationale de plateformes analytiques en génomique des microorganismes pathogeéenes et
autres microorganismes d’intérét isolés chez ’Homme, d’animaux, de I’alimentation humaine et animale, ainsi que d’environnement
de production alimentaire

Plateforme Signification de I’acronyme Organisation Adresse web Référence
BIGSdb bacterial isolate genome sequence database Université d’'Oxford https://b|qsdb.rcta::tt/hedocs.m/enlla [105]
bacterial isolate genome sequence database for . s o
BIGSdb-Lm Listeria monocytogenes Institut Pasteur https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/ [106]
BioNumerics Sans objet Applied Maths (Biomerieux) http://www:apphed-. [80]
maths.com/bionumerics
CGE center for genomic epidemiology Université technique danoise http://www.qen;n;icepldem|oloqv. [80]
collaborative management platform for detection Institut européenne de
COMPARE and analyses of re-emerging and foodborne bioinformatique et université https://www.compare-europe.eu/ [80]
outbreaks in Europe technique danoise
EnteroBase Enterobacteriaceae database Université de Warwick https://enterobase.warwick.ac.uk/ [107]
https://www.fda.gov/food/whole-
GenomeTrakr Sans objet US food and drug administration genome-seguencing-wgs- [108]
program/genometrakr-network
a cross-sectorial platform for the integration of L )
INNUENDO genomics in surveillance of food-borne Université de Lisbonne https.//mnuer:](jloétr::t(/jthedocs.|o/e [109]
pathogens E——
IRIDA integrated rapid infectious disease analysis Agence de santé public du Canada https://www.irida.ca/ [110]
Public health England (PHE),
Microreact Sans objet CDC, Mlqroblology Soqlety, '?S““” https://microreact.org/showcase [111]
Norvégienne de santé Publique
(NIPH) et Wellcome Trust
Pathogen Watch Sans objet Institut Wellcome Sanger https://pathogen.watch/ [80]
PubMLST public databases for multilocus sequence typing Université d 013(:3;? et Wellcome https://pubmlst.org/contact.shtml [112]
. Centre de contrble et prevention https://www.cdc.gov/pulsenet/inde
PulseNet Sans objet des maladies (CDC) x.html [113]
SeqSphere Sans objet Ridom GmbH https://www.ridom.de/segsphere/ [114]



https://bigsdb.readthedocs.io/en/latest/
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« L'empirisme n’est point la négation de la science
expérimentale [...], ce n’en est que le premier état »

Claude Bernard
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CHAPITRE Il : BILAN DE CARRIERE

Le présent bilan de carriere (CHAPITRE Il : BILAN DE CARRIERE) fait référence
aux recherches que j'ai entrepris dans mon lieu d’accueil actuel, mais aussi a mes
activités antérieures (Annexe 1 et Adresse web 2). Toutes les deux introduisent un
programme de recherche qui sera présenté en dernier lieu (CHAPITRE Il :
PROGRAMME DE RECHERCHE). Le présent bilan de carriére est exposé au regard de
27 travaux, constitués de mon manuscrit de thése obtenue le 28 février 2011 [115], des
demandes de brevets soumisses en 2018 [91], un chapitre d’'ouvrage publié [116], 2
publications internationales dans lesquelles mes contributions sont remerciées [96, 117],
ainsi que 20 publications internationales publiées en tant que co-auteur ou auteur
principal [92, 94, 95, 97-102, 118-128] et 2 en cours de soumission pour publication
[103, 104]. A I'exclusion du manuscrit de thése [115], des demandes de brevets [91], du
chapitre d’ouvrage [116] et des remerciements de participation [96, 117], ces publications
internationales représentent mes contributions en tant que dernier auteur [101, 102],
premier auteur [92, 118, 120, 122-127] et auteur intermédiaire [94, 95, 97-100, 103, 104,
119, 121, 128]. L’ensemble de ces publications internationales sont accessibles en ligne
(Adresse web 3) et refletent mes travaux de master [117, 127], these [116, 122, 124—
126] et postdoctorat [118—-121, 123], ainsi que mes activités de recherche actuelles [92,
94-104, 128]. Mon identifiant ouvert pour chercheur et contributeur (ORCID : « open
researcher and contributor identifier ») est le 0000-0002-7480-4197 (Adresse web 4).

. Contextes et financements des travaux

Mes présents travaux de recherche ont eu lieu dans les domaines de la santé
humaine (chap.ll 81.1) et animale (chap.Il 81.2), ainsi que dans la sécurité
environnementale (chap. Il 8 1.3) et alimentaire (chap. Il § 1.4) (Tableau 2). Avec comme
fil d’Ariane le développement et I'exploitation des méthodes analytiques en microbiologie,
mes travaux ont contribué a faire évoluer ces domaines d’application de la génomique
en microbiologie (chap. Il § 1I).

I.1. Santé humaine

Conduit par la résurgence de la tuberculose dans les communautés Inuits du
Nunavik entre 2001 et 2013, j'ai eu pour objectifs de développer en collaboration avec
'agence de la santé publiqgue du Canada (PHAC), des solutions de compréhension de
ce phénomene épidémique. Ces solutions de compréhension de ce phénoméne
épidémique ont par la suite été fournies a la régie régionale de la santé et des services
sociaux du Nunavik (RRSSSN). Ces travaux majeurs en santé humaine ont eu lieu
pendant mes années de postdoctorat a l'institut de recherche du centre de santé de
université de McGill (Rl MUHC). D’une part, ces travaux se sont plus précisément
focalisés sur I'amélioration du diagnostic moléculaire de la maladie de Crohn [123].
D’autre part, ces travaux ont aussi porté sur la compréhension moléculaire [121] et
génomique [119] de I'’émergence de la bactérie intracellulaire stricte Mycobacterium
tuberculosis. Plus précisément, mes travaux ont porté sur le décryptage génomique
d’épidémies de tuberculose aux échelles d’'un village [120] et d’'une communauté [118]
Inuits au Canada. En plus de mes contributions analytique et rédactionnelle, j’ai participé
aux conceptions de ces travaux et aux recherches de financement correspondantes
aupres du RI MUHC (grant #29836) et du fonds de recherche en santé Québec (FRQS)
(grant #26274).



Tableau 2 : Domaines de la microbiologie (santé humaine et animale, sécurité environnementale et alimentaire), cursus, lieux
d’accueil (établissement, laboratoire, équipe), sujets de recherche et sources de financement

Domaine Cursus d’aLéildeil Sujet de recherche Source de financement
Sécurité Chargé de projet ANSES Implémentation de la génomique bactérienne
alimentaire recherche en LSAL (Salmonella, Listeria, Clostridium, Bacillus,
énomiaue bactérienne Staphylococcus) et évolution de I'adaptation aux
(2015-19) 9 d GAMeR hotes de Salmonella et des plasmides bactériens Lone
] _ Diagnostic moléculaire de la maladie de Crohn Research
Sante McGill (Mycobacterium avium) et génomique de sty
h . Postdoctorat en y 2 . McGill University
umaine énomique bactérienne RIMUHC  I'émergence de la tuberculose (Mycobacterium Health Centre
(2011-15) g Behr Lab  tuberculosis) dans des communautés Inuits au fonds de recherche
d Il
Canada Québec
L Doctorat en Développements de methodes de détection et )
Sécurité oLotat e UPE quantification ~ en  bactériologie,  biologie PIREN 0o
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moléculaire . : _— ! ’ ===
(2004-06) UZB les bovins, les oiseaux, ainsi que les faunes === IN?A

sauvage et domestique

SCIENCE & IMPACT




1.2. Santé animale

Mes travaux en santé animale ont eu lieu dans un contexte de suspicion de
tuberculose bovine dans des élevages et de méconnaissance des bases de la
transmission de la bactérie pathogéne environnementale Mycobacterium avium entre
I'Homme et les animaux. J'ai eu pour objectifs d’identifier les sous-especes de M. avium
responsables d’infections chez 'lHomme, les porcs, les bovins, les oiseaux, ainsi que les
faunes sauvage et domestique. Ces premiers travaux en santé animale datent de mon
travail de master dans l'unité de zoonoses bactériennes (UZB) du LSAN, durant lequel
jai étudié la phylogénie bactérienne et I'adaptation aux animaux de M. avium [127]. En
plus de mes contributions analytique et rédactionnelle, jai participé aux conceptions de
ces travaux et aux recherches de financement correspondantes aupres du « veterinary
network of laboratories researching into improved diagnosis and epidemiology of
mycobacterial diseases » (VENoOMYC) en collaboration avec linstitut national de la
recherche agronomique (INRA) (grant AFSSA-INRA #AIP P00297), dernierement
renommé institut national de recherche pour [Iagriculture, [lalimentation et
I'environnement (INRAE).

1.3. Sécurité environnementale

Mes travaux en sécurité environnementale ont été réalisés selon les directives
européennes établissant des objectifs de préservation et restauration de I'eau de surface
et de I'eau souterraine pour 2015 (2000/60/CE) et d’évaluation et de contrdle des
effluents (91/271/CE et 98/15/CE). Jai eu pour objectifs de développer et fournir aux
autorités hospitaliéres et de contréle de I'eau a Paris des outils analytiques pour prédire
les comportements des mycobactéries non-tuberculeuses (MNT) dans les bassins
versants. Ces autorités étaient plus précisément I'assistance publique hdpitaux de Paris
(APHP), Eau de Paris et le syndicat interdépartemental pour l'assainissement de
I'agglomération parisienne (SIAAP). Ces travaux font référence & mes activités en
doctorat au laboratoire eau environnement et systemes urbains (LEESU). Mes
développements de méthodes de détection et quantification des MNT en bactériologie
[126], biologie moléculaire [125] et génomique [122], m'ont permis d’identifier leurs
sources majeures dans les bassins versants [115], a savoir 'eau de surface traitée par
les stations d’épurations [124]. Ces travaux m’ont aussi permis de synthétiser les
méthodes analytiques a mettre en ceuvre dans le cadre de I'identification des sources de
MNT dans I'eau de I'environnement [116]. Via ma participation a la conception de ces
travaux, les financements correspondants ont été obtenus auprés du programme
interdisciplinaire de recherche sur I'eau et I'environnement du bassin de la Seine (PIREN-
Seine), de l'observatoire des polluants urbains (OPUR) et de la ville de Paris (grant
#CRECEP-STEA).

1.4. Sécurité alimentaire

En raison des bouleversements technologiques engendrés par 'avénement du
NGS (intro. 811.1), jai comme objectif depuis 2015, d'implémenter la génomique
bactérienne au LSAL de 'ANSES. J'occupe depuis cette date un poste de chargé de
projets de recherche en génomique bactérienne dans la mission GAMeR (chap. | § 111.2).
A la fois au début de mes études supérieures (Annexe 1) et dans le cadre de mon poste
actuel en génomique bactérienne (chap.18§11l.2), jai été amené a travailler sur
différentes bactéries pathogénes transmises par les aliments. Plus précisément, jai
focalisé mes activités en génomique sur Salmonella[91, 92, 95, 96, 98, 100-102], Listeria
[94, 99, 117, 128], Clostridium [97] et Bacillus [104], ainsi que sur les plasmides
bactériens [103], en tant que collaborateur ou organisateur principal [92, 101, 102]. En
plus des projets portés par des collaborateurs (chap. Il §11.1), jai participé aux
conceptions et obtentions de financements des projets portés par la mission GAMeR
(chap. Il 8 11.2). Ces projets ont été financés par le programme COMPARE (Horizon 2020,
grant #643476), une collaboration nationale ANSES - INRA (grant #Typautobac) et le



projet « risk and disease burden of antimicrobial resistance » (RaDAR) du programme
« One Health » EJP (grant #773830).

[I. Encadrement et transversalité des travaux

Que ce soit dans les domaines de la santé humaine et animale, ou de la sécurité
environnementale et alimentaire (chap. Il § 1), mes travaux m’ont conduit a encadrer des
étudiants de master et doctorat. Ces travaux m’ont aussi conduit a échanger avec des
collegues, dans le cadre de projets collaboratifs pilotés par ces derniers (chap. Il 8 11.1)
ou de projets sous ma responsabilité au sein de la mission GAMeR (chap. Il § 11.2).

I.1. Participation a des projets collaboratifs

J’ai eu des activités collaboratives concernant des projets portés par des collégues,
depuis mes premieres activités de jeune chercheur jusqu’a aujourd’hui. En effet, jai eu
des activités de développements liés aux nouvelles technologies NGS (chap. Il § 1.1.a),
jai contribué a la création d’'un réseau Linux (chap. Il §1.1.b) et jai transféré ces
développements vers des étudiants et collegues (chap. Il § 11.1.c).

[I.1.a.  Amélioration continue des développements

Depuis mes premiers développements analytiques en génomique bactérienne
visant a identifier des genes caractéristiques des MNT [122], je n’ai eu de cesse
d’encadrer des étudiants de différents niveaux (Annexe 1). J'ai aussi développé des outils
dans ce domaine, tout en les améliorant au cours du temps, tant sur les plans de la
justesse, que de la facilité d’exécution, afin de les transmettre a d’autres étudiants ou des
collegues dans le cadre de projets collaboratifs. Les exemples les plus significatifs sont
le développement et le transfert d’un outil d’identification des variants du coregénome
(IVARcall2 : independent variant calling analysis) (Figure 8) et la mise en place d’un outil
d’assemblage de novo de génomes bactériens (ARTwork : assembly of reads and typing
workflow) (Figure 9). Ces outils iVARcall2 et ARTwork ont été adoptées par le LSAL
depuis 2016 pour traiter environ 1 000 génomes annuellement. Les premiéres versions
de mes développements de l'outil iVARcall2 datent de mes années de postdoctorat en
2012, coincidant avec mon encadrement d’une étudiante en doctorat travaillant sur
M. tuberculosis au Rl MUHC (Robyn S. Lee : Annexe 1) [118, 120].



Figure 8 : Outil « independent variant calling analysis » (iVARcall2) développé par
la mission génome analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du laboratoire de
sécurité des aliments (LSAL) pour identifier les variants de coregénomes
bactériens par « mapping » et « variant calling » [96, 97, 99, 101, 102, 104, 118, 120,
128]
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Figure 9 : Outil « assembly of reads and typing workflow » (ARTwork) développé
par lamission génome analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du laboratoire
de sécurité des aliments (LSAL) pour assembler de novo des génomes bactériens
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[I.1.b. Intégration des développements a un réseau Linux

Suite a mes travaux de postdoctorat, j’ai intégré la mission GAMeR du LSAL et jai
amélioré I'algorithmie de cet outil iVARCcall2 (Figure 8). Par la suite, un collegue (Arnaud
Felten) s’est chargé de I'automatisation et de I'adjonction d’algorithmes d’optimisation
[101], afin de transmettre ce dernier a des étudiants et collaborateurs du LSAL. Toujours
avec ce méme collegue, nous avons aussi développé l'outil ARTwork depuis 2015 qui
est aujourd’hui toujours en cours d’amélioration (Figure 9). Depuis 2018, un autre
collegue de la mission GAMeR (Ludovic Mallet) a adapté ces deux outils iVARcall2 et
ARTwork a un systeme de parallélisation des calculs (c.a.d. solution open source
d'ordonnancement de taches informatiques « slurm » sur cluster de calcul). Ceci nous a
permis de diminuer les temps d’exécutions afférents de ces outils iVARcall2 et ARTwork.
Avec une capacité de stockage de 74 TB fournie par la DTI en 2015 et 2019 (utilisée a
78-87% en date du 11 février 2020), nous sommes aujourd’hui en mesure d’appliquer
ces outils iVARcall2 et ARTwork en environ 400 minutes pour traiter 96 génomes
bactériens. Plus précisément, le cluster de calcul développé par la mission GAMeR est
constitué de 7 nceuds, I'un présentant 40 cores et 189 GB de mémoire, et les 6 autres 50
cores et 378 GB de mémoire (Figure 10). Avec le concours significatif de Thomas Texier
de la DTI, le réseau Linux développé par la mission GAMeR a dernierement été
synchronisé avec le réseau Windows de 'ANSES via I'application Samba. Ceci permet
aux utilisateurs d’accéder aux données génomiques via le réseau Windows supporté par
la DTI de TANSES ou le réseau Linux développé par la mission GAMeR.
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Figure 10 : Réseau Windows-Linux développé par la mission génome analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du laboratoire
de sécurité des aliments (LSAL) en collaboration avec la direction technique et informatique (DTI), la plateforme génomique de
Ploufragan et I'institut du cerveau et de la moelle épiniere (ICM)




[I.1.c.  Transmissions des données et développements stables

Ces deux outils iVARcall2 et ARTwork, ainsi que des promulgations de formations
annuelles théorique et pratique a l'utilisation du réseau Linux que la mission GAMeR a
construit (Figure 10), ont permis de créer des collaborations avec des étudiants en
doctorat du LSAL. Ces étudiants en doctorat ont travaillé sur Salmonella (Yann Sévellec)
[96, 98, 100], Listeria (Lena Fritsch et Clémentine Henri) [94, 99] et Clostridium
(Abdelrahim Abakabir Mahamat) [97]. Ces transferts de développements stables ont
aussi permis d’apporter un appui aux postdoctorants du LSAL travaillant sur Listeria
(Federica Palma) [128] et Bacillus (Mathilde Bonis) [104]. Cette année 2019, c’est une
étudiante en Master du Liban (Marie-Noel Mansour) qui est venue utiliser I'organisation
du NGS et les outils analytiques mis a disposition par la mission GAMeR. Ses objectifs
furent d’étudier I'évolution des « Salmonella pathogenic islands » (SPI), plasmides et
génes d’antibiorésistance du sérovar Salmonella Enteritidis posant des problemes
sanitaires dans les filieres aviaires du Liban (Annexe 1). En plus de ces collaborations
avec des doctorants et postdoctorants du LSAL, jai aussi développé d’autres projets
collaboratifs entre la mission GAMeR et des collégues permanents d’autres équipes du
LSAL (Sabrina Cadel-Six et Patrick Fach). Ces collaborations ont donné lieu a une
publication sur I'estimation de la justesse de cibles moléculaires a I'échelle génomique
(c.a.d. l'outil GTEvaluator) [95] (Annexe 7) et des demandes de brevets concernant
I'identification de kmers caractéristiques de sous-ensembles de génomes (c.a.d. I'outil
GTFinder) [91] (Annexe 8). Plus précisément, le réseau Linux développé par la mission
GAMeR du LSAL a été construit en collaboration avec trois partenaires principaux (Figure
10). En premier lieu, linstitut du cerveau et de la moelle épiniére (ICM) qui est notre
partenaire en NGS (Yannick Marie). En second lieu, la DT, le gestionnaire du réseau de
TANSES (Thomas Texier et Pierre-Yves Letournel). Pour sa part, la plateforme
génomique de Ploufragan (Yannick Blanchard) a la responsabilité d’'une instance Galaxy
de traitement de données pour des utilisateurs nécessitant une interface graphique de
développement d’outils analytiques. A l'instar de la plateforme génomique de Ploufragan,
la mission GAMeR propose un réseau Linux de traitement de données pour des
utilisateurs de cluster de calcul. Via le systéeme d’environnement Conda, la mission
GAMEeR installe ses développements d’outils dans le cluster de calcul qu’elle gére. Par
ailleurs, la mission GAMeR transmet ses développements les plus stables a la plateforme
génomique de Ploufragan qui a la charge de les implémenter dans le systeme Galaxy
qgu’elle gére. Pour finir, la mission GAMeR, en particulier mon collégue Arnaud Felten, et
deux étudiants en cursus d’apprentissage en bioinformatique Kévin Durimel et Pauline
Barbet, ont aussi développé une base de donnée recueillant les génomes traités par la
mission GAMeR (Figure 11). lls ont aussi développé une interface graphique d’accés aux
données prétraitées (adresse interne a 'ANSES : Adresse web 5) pour les utilisateurs du
LSAL. Ces utilisateurs peuvent ensuite poursuivre le traitement de ces données via le
cluster de calcul géré par la mission GAMeR (adresse interne a ’ANSES : Adresse web
6 sur Windows ou « ssh -X ansesID@sas-vp-Isgwl » sur Linux), 'instance Galaxy gérée
par la plateforme génomique de Ploufragan ou tout autre systéme de traitement de
données en génomique (Tableau 1).
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Figure 11 : Evolution du nombre de génomes intégrés a la base de données de la
mission génome analyse modélisation risque (GAMeR) provenant des genres
bactériens d’archives internationales ou isolés et collectés au laboratoire de
sécurité des aliments (LSAL): Clostridium (n=216), Bacillus (n=283),
Staphylococcus (n = 316), Listeria (n = 2 605) et Salmonella (n =2 919) en date du
10 juillet 2019 (n = 6 339)

1.2. Direction de projets propres

En plus des travaux de collaboration précédemment présentés (chap. Il 8 1l.1), jai
aussi entrepris dans le cadre de la mission GAMeR de concevoir et diriger mes propres
projets de recherche (chap. Il § 1.2.a), ainsi que des activités associées a ces derniers
(chap. Il § 11.2.b).

[I.2.a.  Travaux de recherche dirigés

Outre mes travaux de doctorat (chap. Il 8 1.2) et postdoctorat (chap. Il 8 1.1) pour
lesquels j'ai été en charge d’étudiants en master et doctorat travaillant sur des projets
dont javais défini les sujets avec ma hiérarchie (Annexe 1), j'ai dernierement été a
l'initiative de plusieurs projets de recherche depuis 2015 au sein de la mission GAMeR
du LSAL. Les conceptions, organisations et direction de ces projets de recherche pilotés
par la mission GAMeR impliquaient le management de collégues, ainsi que d’étudiants
en master, doctorat et postdoctorat (Tableau 3).



Tableau 3: Outils analytiques développés par la mission génome analyse

modélisation risque (GAMeR) entre 2014 et 2019

Outil Objectif * Référence
Estimation de la sensibilité et spécificité de séquences
GTEvaluator moléculaires connues vis-a-vis de groupes de [95]
génomes
Identification des combinaisons de séquences
GTFinder moléculaires sensibles et spécifiques de groupes de [91]
génomes
[96, 97, 99,
. Revue des SNPs et InDels du coregénome bactérien 101, 102,
IVARCall2 . . )
par « variant calling analysis » 104, 118,
120, 128]
Identification des SNPs et InDels du coregénome
FixedVar bactérien spécifiques des nceuds d’une reconstruction [101]
phylogénomique
Assemblage de novo de génomes bactériens, [96—99,
ARTwork ordonnancement de contigs, comblement des écarts et 102, 104,
annotation de génes 128]
Rapide reconstruction phylogénomique bactérienne
QuickPhylo  par sélection de kmers et estimations des distances de [92]
Jaccard
Association des annotations de mutations bactériennes
fastGOES a des ontologies de génes et tests d’enrichissementde  [101, 102]
ces ontologies par GOEA
. . Association des SNPs et InDels du coregénome et
microbial- R . R .
GWAS géenes du génome accessoire a des traits [102]
phénotypiques par GWAS
Supports statistigues non-paramétriques pour associer
Pairwise-FBO  des génomes a des FBO aux échelles SNPs, génes, [92]
kmers et alléles
Constitution d’'une base de données exhaustive et
COMPASS compréhensive de plasmides completement [103]
assemblés
GAMeRdb Base de donnée MongoDB de §tqckage de génomes en Cours
et variants bactériens
Création automatique de bases de données alléliques
NauRa des toxines de Staphylococcus pour de la en cours
caractérisation de routine
Création automatique de bases de données de blast et
GENIAL revues des présences et absence de séquences dans en cours
une collection de génomes
Pan-SNP Inférence phylogénomique des SNPs a I'échelle du en cours

pangenome

* single nucleotide polymorphisms (SNPs); small insertions/deletions (InDels); genome
wide association study (GWAS), gene ontology enrichment analysis (GOEA); foodborne
outbreak (FBO)



L’'un des projets pour lequel jai apporté des contributions majeures de conception et
encadrement, concernent notamment le développement d’'une méthode d’investigation
des épidémies d’origine alimentaire. J’ai réalisé ce projet en lien avec mon responsable
hiérarchique (Michel-Yves Mistou) et en collaboration avec le centre national de référence
(CNR) des Escherichia coli, Shigella et Salmonella [92]. Ces travaux ont visé a
développer une approche statistique d’assignation de génomes a des TIAC (c.a.d. 'outil
Pairwise-FBO) sur la base de tests non-paramétriques (Wilcoxon-Mann-Whitney,
Kolmogorov-Smirnov, Kruskal-Wallis) comparant les différences par pairs de SNPs,
géenes, kmers et alléles (cgMLST et wgMLST) [92] (Figure 12 et Annexe 9).
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Figure 12 : Inférences phylogénomiques des SNPs du coregénome de souches de
Salmonella enterica spp. enterica (n =192 génomes) impliquées dans des
épidémies des serovars S. Typhimurium (A) and S. 1,4,[5],12:i:- (B) et résultats des
tests non-paramétriques Wilcoxon rank sum (WS), Kolmogorov-Smirnov (KS) and
Kruskal-Wallis (KW) [92]



De plus, deux autres projets présentant des contributions majeures de ma part en
conception et encadrement, ont visé a développer deux approches de décryptage de
'adaptation de Salmonella aux animaux. J’ai réalisé ces deux projets en lien avec Michel-
Yves Mistou, Arnaud Felten [101] et une doctorante (Méryl Vila Nova) [102] que jai co-
encadré en collaboration avec une équipe de [I'INRA: [l'unité de recherche
mathématiques et informatique appliquées du génome a I'environnement (MalAGE). La
premiere approche consiste a identifier les mutations du coregénome (variants du
coregénome homoplastiques ou non-homoplastiques : SNPs et InDels) fixées aux
nceuds de l'inférence phylogénomique d’'une population clonale ou panmictique (c.a.d.
I'outil PhyloFixedVar) [101] (Figure 13 et Annexe 10).
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Figure 13 : Inférence phylogénomique des SNPs du coregénome de souches de
Salmonella enterica spp. enterica (n =73 génomes) des serovars Dublin,
Enteritidis, Pullorum et Gallinarum, respectivement des modéles d’adaptation aux
bovin, a de multiples hotes et des hbtes aviaires, visant a identifier les variants
fixés aux nceuds des divergences (c.a.d. I'outil PhyloFixedVar) [101]



La seconde approche menée dans le cadre d'une thése cofinancée ANSES-INRA
(Typautobac) vise a identifier les mutations (genes accessoires et variants du
coregénome) associées a des traits phénotypiques binaires dans une population clonal
ou panmictique (c.a.d. l'outil microbial-GWAS) par « genome wide association study »
(GWAS) [102] (Figure 14 et Annexe 11).
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Figure 14 : Inférence phylogénomique des SNPs du coregénome de souches de
Salmonella enterica spp. enterica (n =440 génomes) de serovars considérés
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associées par « genome wide association study » (GWAS) (c.a.d. I’outil microbial-
GWAS) [102]



Ces deux approches d’identification de mutations d’intérét ont aussi été couplées a un
autre outil développé par la mission GAMeR (c.a.d. I'outil fastGOES), afin d’identification
les voies métaboliques enrichies correspondantes par « gene ontology enrichment
analysis » (GOEA) [101, 102] (Figure 15 et Annexe 12). Sous ma responsabilité et dans
le cadre de sa these de doctorat, Méryl Vila Nova a encadré a ce sujet un étudiant de
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Figure 15: Mutations du génome accessoire et du coregénome associées par
« genome wide association study » (GWAS) (c.a.d. I'outil microbial-GWAS) a des
sources animales mono- et multi-hétes de sérovars de Salmonella enterica spp.
enterica (n = 440 génomes) et voies métaboliques correspondantes identifiées par
« gene ontology enrichment analysis » (GOEA) (c.a.d. I'outil fastGOES) [102]



Chapitre 1l : Bilan de carriére

Dans le cadre du projet EJP RaDAR, le postdoctorant Pierre-Emmanuel Douarre, avec
I'aide de Ludovic Mallet, méne des travaux sur les plasmides bactériens qui cimentent
actuellement la cohésion des membres de la mission GAMeR. Une base de données de
plasmides (Figure 16) a été construite et nommée « comprehensive and complete
plasmid database » (COMPASS) et nous permet de comprendre les relations existantes
entre mobilisations plasmidiques, Phyla bactériens et résistances aux antibiotiques [103].

-
o
()

Size (log10 bp)

Figure 16 : Distribution des tailles de plasmides (logio de pairs de bases) en
fonction des Phyla bactériens de la base de plasmides (n =12084)
« comprehensive and complete plasmid database » (COMPASS) [103]
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I1.2.b.  Supports d’activités

Certains supports d’activités ont été nécessaires a la bonne conduite des projets de
recherche que jai portés (chap. Il § 11.2) et ont impacté positivement le déroulement de
projets collaboratifs (chap. Il § ). J’ai donc aussi depuis 2015 pris la charge au sein de la
mission GAMeR, d’activités pour implémenter de la génomique au LSAL. Ces supports
d’activités furent des créations de marchés publics (chap. Il § I.2.b.i), des négociations
d’investissement (chap. Il § I.2.b.ii), des animations de la recherche (chap. Il § I1.2.b.iii)
et le maintien de réseaux d’étudiants (chap. Il 8 I1.2.b.iv).

11.2.b.i. Marchés publics et procédures afférentes

Dans l'objectif d’obtention de données NGS de hautes qualités, jai tissé des liens
avec plusieurs centres dans le domaine afin de comparer leurs prestations analytiques
(GATC Biotech, Genewiz, Genoscreen, ICM, Integragen, Microsynth, Eurofins, Intragen,
Genomicos). Cette connaissance du marché m’a conduit en 2016 puis en 2018 a créer
et ouvrir deux marchés a procédure adaptée (MAPA) pour le séquencage haut débit
complet de génomes bactériens en collaboration avec la DAF de 'ANSES. Ces deux
MAPA (n°16A000026 et n°XBDC000257-18FCS024) ont permis aux équipes du LSAL
d’externaliser le séquencage complet de génomes. Le dernier MAPA en date est valable
pour 2 ans et renouvelable deux fois pour une période totale de 6 ans (Tableau 4). En
paralléle de la construction du réseau Linux au sein de la mission GAMeR, je me suis
aussi chargé de I'harmonisation des procédures du laboratoire concernant I'extraction
d’ADN (procédure Wizard de Promega et automate de Kingfisher) et la soumission des
échantillons (Annexe 13). Ces soumissions d’échantillons ont été gérées par la mission
GAMeR entre 2015 et 2018 concernant les communications et transferts de données
avec notre partenaire de séquencage (ICM). En 2018, je fus en charge du transfert de
I'activité de gestion des soumissions d’échantillons a séquencer et prétraiter vers des
correspondants NGS des unités Salmonella et Listeria (SEL) (Maroua Sayeb et Emeline
Cherchame) et Staphylococcus, Bacillus, Clostridium (SBCL) (Déborah Merda). De 2015
a 2018 et toujours actuellement en 2019, la mission GAMeR se charge de I'exécution
systématique des outils iVARcall2 et ARTwork (chap. Il 8 Il.1.a, 8 lIl.1.b et § ll.1.c).

Nombre Délais de
S : ., Prixremisé
d’échantillons Cadre sequencage et Prix remisé .
: remise de unitaire
d’ADN analytique L ) (€ hors taxe)
; . résultats (jours (€ hors taxe)
génomique
ouvrables)
192 recherche 15 12 090 62,9
96 recherche 15 8 161 85,0
96 recherche 10a15 8 161 85,0
5a32 urgence sanitaire 10 2230a3310 446 a 103
5a32 urgence sanitaire 5a10 2230a3310 446 a 103
2a4 urgence sanitaire 10 1530a1610 765a402
2a4 urgence sanitaire 5a10 1530a1610 765a402

Tableau 4 : Prestations du marché a procédure adaptée (MAPA) portant sur le
séguencage haut débit (Librairies Nextera XT et séquenceur Illlumina 2 x 150 bases
Nextseq500) de génomes bactériennes (taille de 2-7 Mb et couverture minimale
théorigue de 30X), conclu en 2018 (n°XBDC000257-18FCS024) entre I'agence
nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travail
(ANSES) et l'institut du cerveau et de la moelle épiniére (ICM), valable pour 2 ans,
et renouvelable deux fois pour une période totale de 6 ans



I1.2.b.ii.  Mise en place des moyens matériels

Comme observé par d’autres laboratoires, les capacités de stockage et ressources
de calcul sont actuellement les goulots d’étranglement de limplémentation de la
génomique (intro. § 11.2). A mon arrivée au LSAL en 2015, trois ordinateurs Linux a la
disposition de la mission GAMeR ont permis d’initier notre activité d’intégration de la
génomique. Des réunions et négociations semestrielles avec la DTI, ont permis de
financer deux ordinateurs supplémentaires pour supporter les travaux des étudiants de
la mission GAMeR et les formations a l'utilisation du réseau Linux que nous promulguons
au sein du LSAL. En 2016 et 2017, la DTI a mis en place une zone de stockage et un
serveur de calcul pour la mission GAMeR additionnés de six autres fournis par 'INRA de
Toulouse en 2019. Aujourd’hui, cette zone de stockage est liée au cluster de calcul et le
réseau Linux de la mission GAMeR est synchronisé au réseau Windows de 'ANSES
(Figure 10). Ceci permet aux utilisateurs du cluster de calcul proposé par la mission
GAMeR de s’y connecter via le réseau de 'ANSES avec un terminal d’ordinateur Linux
ou un émulateur de terminal Linux sur un ordinateur Windows (MobaXterm). De
I'extérieur a TANSES, les utilisateurs du cluster de calcul proposé par la mission GAMeR
peuvent aussi s’y connecter via un accés « virtual private network » (VNP) (Forticlient)
sous réserve qu’ils aient un compte informatique ANSES.

[1.2.b.illi.  Animation de la recherche

Entre 2015 et 2019 et en collaboration avec 'UZB du LSAN de Maisons-Alfort, j'ai
contribué au sein de la mission GAMeR (Figure 17) a l'organisation des séminaires
trimestriels entre les unités des deux laboratoires, ainsi que des séminaires annuels avec
des invités extérieurs, dans le cadre du DEBUG (chap. | § 111.2.d). Tout en organisant les
calendriers d’intervention, mes activités étaient d’identifier et inviter les participants au
DEBUG. Dans un autre registre et en parallele de la construction du systeme de
traitement de données (chap. Il 8 ll.1.a et § 1l.1.c), jai piloté la participation de la mission
GAMeR a trois essais inter-laboratoires en génomique bactérienne organisés par le
« global microbial identifier » (GMI). J'ai par la suite transféré cette activité aux
correspondants NGS des unités SEL et SBCL (chap. Il § 11.2.b.i). A la fois en tant que
participant, intervenant et présentateur invité, j’ai aussi participé et continue a participer
a des congrés nationaux et internationaux (Annexe 1). Ma participation a I'animation de
la recherche s’est aussi exprimée par 41 révisions ou relectures de manuscrits soumis a
éditeurs de rang A (Annexe 1).

I1.2.b.iv.  Participation a la formation par la recherche

De par ma connaissance des établissements de formations entre 2008 et 2015, jai
enseigné la microbiologie a linstitut universitaire et technologique (IUT) de Créteil et
'université Paris Diderot durant mon monitorat d’enseignement en paralléle de mon
doctorat. J’ai aussi enseigné la bioinformatique sous forme de vacations d’enseignement
a ParisTech, pour un total de 177 heures d’équivalents travaux dirigées (Annexe 1).
Concernant ces activités d’enseignement, jai obtenu en France des qualifications aux
fonctions de maitre de conférences des universités en section 65 biologie cellulaire, 67
biologie des populations et écologie, ainsi que 68 biologie des organismes (Annexe 1).
Au Canada, jai obtenu un certificat de sélection du Québec en tant qu’assistant
d'enseignement et recherche postsecondaire (Annexe 1). Contribuant aussi aux relations
de confiance avec des étudiants en cursus de doctorat entre 2016 et 2019, je me suis
chargé de I'organisation des deux réunions de comités de thése de I'étudiante Méryl Vila
Nova. J'ai aussi eu I'opportunité de faire partie de deux jurys de thése des doctorants
Franck Cerutti et Damien Richard, ainsi que des deux réunions de comités de thése de
la doctorante Maéllys Kevin (Annexe 1). Mes appartenances a la société francaise de
bioinformatique (SFBI), la société chimique américaine (ACS), la société francaise de
microbiologie (SFM), la société francaise de mycobactériologie (MycoClub) et
I'association frangaise d’écologie microbienne (AFEM), sont aussi des éléments me



permettant de conserver des réseaux d’étudiants et de partenaires désireux de travailler
en génomique bactérienne (Annexe 1).
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Figure 17 : Membres de la mission génome analyse modélisation risque (GAMeR)
en juillet 2018 (de gauche a droite et de haut en bas : Kévin La, Julien Pichon, Méryl
Vila Nova, Arnaud Felten, Kévin Durimel, Emilie Pasteur, Pauline Barbet, Pierre-
Emmanuel Douarre, Ludovic Mallet, Michel-Yves Mistou, Nicolas Radomski)
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« Plus nous avangons dans la connaissance et la maitrise
des technologies de la vie, plus nous nous condamnons a
étre responsables »

Olivier Arnaud
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CHAPITRE Ill : PROGRAMME DE RECHERCHE

Au regard de mon environnement de travail (CHAPITRE | : LIEU D’ACCUEIL) et ma
carriere personnelle (CHAPITRE Il : BILAN DE CARRIERE), le présent chapitre de
mémoire est présenté en vue de I'obtention de 'HDR (CHAPITRE Il : PROGRAMME DE
RECHERCHE). Ce chapitre commence par décrire les adéquations entre mon
environnement de travail et ma carriere personnelle. Tous les deux sont orientés vers
une numeérisation des données de santé publique (chap. Ill § 1.1) et une amélioration
continue des pratiques analytiques dans les domaines de la microbiologie (chap. Il § I.2).
Ensuite, ce chapitre finit par les présentations des projets de recherche que jenvisage
conduire pour les années a venir (chap. Il § 11).

|. Adéguations entre environnement de travail et carriére personnelle

Les concordances de trajectoires entre mon lieu d’accueil et mon parcours de
chercheur sont de deux types. D’'une part, 'implémentation des travaux de génomique
réalisés au cours de ma carriére est de nos jours pleinement prise en compte par les
acteurs de santé publiqgue (chap. lll §1.1). D’autre part, I'amélioration continue des
pratigues analytiques en microbiologie a conduit ma carriere et est une reéalité
contemporaine en santé publique (chap. Il § 1.2).

I.1. Implémentation de la génomique par les acteurs de la santé publique

Les recommandations et activités des instances internationales et nationales de
différents domaines interdépendants de santé publique, ainsi que les multiples consortia
de recherche dans ce secteur, encouragent l'implémentation de la génomique
(chap. Ill 8 1.1.a). Pour ces raisons, les environnements de travail de I'ANSES
(chap. Il 8 I.1.a), du LSAL (chap. lll 8 I.1.b) et de la mission GAMeR (chap. Il § I.1.c),
tendent vers une implémentation de la génomique pour la santé publique.

I.1.a. Au sein des autorités de santé publique

L'approche multisectorielle « One Health » a été définie en 2000 par I'organisation
mondiale pour la santé (OMS), puis reprise par I'organisation des nations unies pour
I'alimentation et I'agriculture (FAO) et I'organisation mondiale de la santé animale (OIE).
Cette approche « One Health » est en compléete adéquation avec les champs de
compétences de 'ANSES. En pratique, cette approche multisectorielle se retrouve dans
les activités de TANSES en surveillance, référence et recherche appliquées a différentes
thématiques de santé publique (chap. | § I.1.c). Effectivement, le gouvernement francais,
par la voie de sa direction générale de la mondialisation, du développement et des
partenariats, soutiennent officiellement cette approche depuis 2011 [129]. Ce soutien se
traduit via notamment la mise en place de I'accés au réseau internet a trés haut débit sur
tout le territoire national d’ici 2022, récemment portée par le projet de la loi Elan sur
'évolution du logement, de I'aménagement et du numérique [130]. Suite au
commissionnement du premier ministre en 2015 dans le cadre du plan France médecine
génomique 2025, d'importants moyens (670 millions € les 5 premiéres années) ont été
alloués depuis 2016 [71]. Les acteurs du plan France médecine génomique 2025 sont
I'alliance nationale pour les sciences de la vie et de la santé (AVIESAN) et le centre de
référence, d'innovation, d'expertise et de transfert (CReflX). lls sont en charge du
développement des procédures, outils et technologies, ainsi que de l'implémentation et
la promulgation de stage d’utilisation [71]. Dans le cadre du G7, ANSES et ses
homologues allemand, danois et coréen, respectivement le « bundesinstitut fir
risikobewertung » (BfR), le « national food institute, technical university of Denmark »
(DUT Food) et le « national institute of food and drug safety evalution » (NIFDS), ont
renouvelé en 2019 leurs engagements a intégrer la génomique au service de la sécurité
sanitaire des aliments [131].



1.1.b. Au sein du LSAL de 'ANSES

Les activités actuelles de surveillance, référence et recherche de I'ANSES
(chap. 1 8 1.1.c) sont reprises en ces mémes termes par mon laboratoire d’accueil : le
LSAL (chap. I § I1.1). Initiée par des préoccupations de santé humaine [132], I‘approche
« One Health » a effectivement été conceptualisée par la suite dans les domaines
vétérinaire [133], environnementale [134], puis alimentaire [135]. A ce propos, les
modifications d’organisations des laboratoires de microbiologie passant d’une
segmentation par pathogénes a une segmentation par méthodes analytiques
(intro. 8 11.4), vont de pair avec I'avénement des technologies NGS. Effectivement, ces
profondes modifications d’organisations aménent ces laboratoires a devoir traiter
différents aspects des données omiques, telles que par exemple la génomique, la
transcriptomique, la métagénomique, la protéomique, la lipidomique, I'épigénétique et
bien d’autres encore. Par la création en 2015 de la mission GAMeR, le LSAL s’est doté
d’'une mission transversale pour intégrer la génomique bactérienne dans ses équipes
(Annexe 6).

I.1.c. Au sein de la mission GAMeR

Tous comme les autres missions et équipes du LSAL (Annexe 5), la mission
GAMeR est amenée a travailler sur différentes bactéries pathogénes du secteur
alimentaire en raison de sa transversalité (chap. Il §1.4). Limplémentation de
I'épidémiologie a I'échelle génomique en temps-réel par les équipes traditionnelles de
contrble des infections présente de nombreux facteurs limitants. Ces facteurs limitants
sont aujourd’hui davantage liés au support du systeme bioinformatique (intro. 8 I1.2) et a
la gestion d’'une quantité extrémement importante de données produites (intro. § 11.3), et
non plus au co(t de séquencage qui diminue continuellement (intro. 8 I1.1) [136]. La
mission GAMeR se doit donc de poursuivre ses développements d’'un réseau Linux
(Figure 10) et d’outils analytiques (Tableau 3) en s’inspirant des plateformes nationale et
internationale récemment déployées (Tableau 1).

1.2. Amélioration des pratiques analytiques et intégration des domaines
d’étude de la microbiologie

Ma carriere personnelle est totalement en adéquation avec l'approche « One
Health » soutenue par des organismes internationaux et nationaux (chap. Il 8 1.1.a), par
limplémentation de la génomique a I'ANSES (chap.lll§l.1.a) et au LSAL
(chap. lll 8 1.1.b) a travers la mission GAMeR (chap. lll § 1.1.c). Effectivement, mon
parcours professionnel est orienté vers I'amélioration des pratiques analytiques
(chap. Ill 8 1.2.a) en microbiologie humaine, animale, environnementale et alimentaire
(chap. 11l 1.2.b) (Figure 18).

l.2.a. L’amélioration des pratiques analytiques en microbiologie

Mon parcours professionnel vise a améliorer les pratiques analytigues en
microbiologie dans I'objectif de les faire diffuser a la communauté scientifique (Figure 18).
Effectivement, mes premiers développements ont été réalisés en bactériologie [126], puis
en biologie moléculaire de quantification [123-125], de caractérisation phylogénétique
[116, 127] et liée au NGS [119]. Par la suite, mes développements se sont focalisés sur
la génomique bactérienne incluant la définition de séquences de caractérisation [91, 95,
122, 122], la reconstruction phylogénomique [96, 97, 99, 101, 102, 104, 118, 120, 128]
et 'assemblage de novo de génomes [96-100, 102, 104, 128]. Plus récemment et dans
le cadre de la mission GAMeR, nous avons aussi développé d’autres outils analytiques
visant a identifier les variants du coregénome expliquant les divergences entre lignées
[101], détecter les voies métaboliques principalement impactées par des mutations [101,
102] et lister les mutations associées a des traits phénotypiques [102]. D’autres
développements nous permettent aussi de reconstruire rapidement des histoires
évolutives par sélection de kmers et estimation des distances de Jaccard [92], ainsi que
supporter statistiquement I'assignation de génomes a des événements de TIAC [92]. Nos



développements les plus récents nous ont amenés a créer une base de données
exhaustive de 12 084 plasmides completement assemblés [103], ainsi que produire
d’autres outils analytiques en cours de développement (Tableau 3). Fervent défenseur
des outils bioinformatiques en libre acces, je prévois de continuer a développer de
nouvelles méthodes analytiques en génomique bactérienne (chap. Il § 11.2).

1.2.b. Intégration des domaines d’étude de la microbiologie

En plus de la diversité de mes développements analytigues en bactériologie,
biologie moléculaire et génomique (chap. Il § Il.1.a), j’ai entrepris et financé mes travaux
de recherche dans le cadre de différents domaines d’étude de la microbiologie. Plus
précisément, jai évolué en microbiologie humaine [118-121, 123], animale [127] et
environnementale [115, 116, 122, 124-126] concernant I'étude du genre Mycobacterium.
J'ai de plus aussi évolué en microbiologie alimentaire en travaillant sur les genres
Salmonella [91, 92, 95, 96, 98, 100-102], Listeria [94, 99, 117, 128], Clostridium [97] et
Bacillus [104]. De plus, j'ai derniérement initié des travaux sur les plasmides au sens
large des taxa du regne Bacteria [103] (chap. Il § I) (Figure 18). Initialement en lien avec
des opportunités de financement, ma curiosité pour les différents domaines des sciences
en général et de la microbiologie en particulier, explique mes changements de domaines
d’étude dans différents laboratoires de microbiologie en France, Etats-Unis et Canada.
Ces expériences sont in fine en totale adéquation avec I'approche « One Health » visant
a avoir un regard global sur les problématiques de santé publique. Ce parcours
international m’a amené a apporter des solutions d’un point de vue numérique concernant
la gestion des données massives en génomique (chap. 11l 8 I.1).



Amélioration des
pratiques analytiques

GENOMIQUE BACTERIENNE
Base de données exhaustive de plasmides
- Douarre P-E et al. (2018)[103]*
Support d’association a des épidémies
- Radomski N et al. (2019) [92]
Association de mutations a des phénotypes
Vila Nova M et al. (2019) [102]
- Palma F et al. (2019)[128]
- Fritsch L ef al. (2019)[99]
- Sévellec Y et al. (2019)[98]
- SévellecY et al. (2018)[100]
Sévellec Y et al. (2018)[96]
Voies métaboliques impactées par des mutations
- Felten A et al. (2017)[101]
Reconstruction d’histoire phylogénomique
Bonis M et al. (2019) [104]*
Mahamat Abdelrahim A et al. (2019)[97]
Henri C et al. (2017) [94]
Lee RS et al. (2015)[118]
Lee RS et al. (2015) [120]
Caractérisation moléculaire
- Cadel-Six S ef al. (2018) [91]
- Felten A et al. (2017)[95]
- Domenech P etal. (2014)[121]
- Radomski N et al. (2013)[122]

BIOLOGIE MOLECULAIRE
Séquencgage de nouvelle génération
- WangJetal (2015)[119]
Reconstruction d’histoire phylogénétique
- Radomski N et al. (2010)[127]
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- Radomski N et al. (2010)[116]
Quantification moléculaire

- Radomski N ef al. (2013)[123]
- Radomski N et al. (2011)[124]
- Radomski N ef al. (2010)[125]

BACTERIOLOGIE
Mycobactéries non-tuberculeuses
- Radomski N et al. (2010)[126]
Listeriamonocytogenes
- Midelet-Bourdin et al. (2010)[117]
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Intégration de différents
domaines d’étude

MICROBIOLOGIE ALIMENTAIRE
(Chargé de recherche, ANSES, LSAL, GAMeR)
Plasmides du régne Bacteria
- Douarre P-E et al. (2020) [103]*
Bacillus spp.
- Bonis M et al. (2020)[104]*
Listeria monocytogenes
- Palma F et al. (2020) [128]
- Fritsch L et al. (2019)[99]
- Henri C et al. (2017)[94]
- Midelet-Bourdin et al. (2010)[117]
Clostridium perfringens
- Mahamat Abdelrahim A et al. (2019) [87]
Salmonellaenterica ssp. enterica
Radomski N et al. (2019)[92]
- SevellecY efal. (2019)[98]
- Vila Nova M ef al. (2019)[102]
- SévellecY et al. (2018)[96]
Sévellec Y et al. (2018)[100]
Cadel-Six S et al. (2018)[91]
Felten A et al. (2017)[101]
Felten A et al. (2017)[95]

MICROBIOLOGIE HUMAINE
(Postdoctorant, Université McGill, RI MUHC, Behr Lab)

Mycobacterium tuberculosis
- LeeRSetal (2015)[118]
- LeeRSetal (2015)[120]

Domenech P et al. (2014)[121]
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
- Radomski N et al. (2013)[123]

MICROBIOLOGIE ENVIRONEMENTALE
(Doctorant, UPE, ENPC, LEESU)
Mycobactéries non-tuberculeuses
- Wang J et al. (2015)[119]
- Radomski N ef al. (2013)[122]
Radomski N et al. (2011)[124]
Radomski N et al. (2010)[116]
Radomski N et al. (2010) [125]
Radomski N et al. (2010) [126]
MICROBIOLOGIE ANIMALE
(Etudianl en Master, AFSSA, LSAN, UZB)
Mycobacterium avium spp. paratuberculosis
- Radomski N ef al. (2010)[127]

Figure 18 : Articles publiés pendant mon parcours professionnel international
orienté vers I’amélioration des outils analytiques en bactériologie, biologie
moléculaire et génomique bactérienne dans les domaines de la microbiologie
humaine, alimentaire, environnementale et alimentaire (le signe * signifie que le
manuscrit est en cours d’évaluation par les pairs)



Il. Projets de recherche

Le LSAL au sein duquel je travaille actuellement réalise des activités en surveillance
(chap. | 8 1.1.a), référence (chap. | § 1.1.b) et recherche (chap. | 1.1.c), dans un objectif
de participer a I'approche « One Health » (chap. Ill § I.1.a et I.1.b). En conséquence, je
compte développer a l'avenir trois projets dans ces domaines. Le premier projet de
surveillance porterait sur I'accessibilité aux membres du LSAL des métadonnées des
souches en collection au LSAL (chap. Il § I1.1). Le second projet utiliserait la génomique
pour répondre a des questionnements relatifs au sérovar Salmonella Enteritidis dans la
filiere aviaire (chap. Il §11.2). Le troisieme projet de recherche en génomique serait
appliqué a I'hypothétique origine hydrigue des TIAC a Salmonella en Europe ou en
France (chap. Ill § 11.3).

.1. Projet de surveillance : Accessibilité des métadonnées des souches
en collection au LSAL dans le cadre de l'intégration a la base de données
génomique développée par la mission GAMeR (Projet AcSaMe)

Sous le nom de « accessibility of sampling metadata » (AcSaMe), le projet de
surveillance AcSaMe vise a intégrer les métadonnées d’échantillons soumis pour
assemblage et identification des variants dans une base de données pilotée par la
mission GAMeR du LSAL.

II.1.a. Contexte scientifique

Depuis 2019, 'EFSA propose une interface de programmation d'applications (API)
pour que les développeurs puissent travailler sur les données de sécurité alimentaire
accessibles au niveau européen (Adresse web 7). L’implémentation de la base de
données de génomes développée par la mission GAMeR, surnommée GAMeRdb
(Tableau 3 et « stokage bio » de la Figure 10), n’est actuellement reliée a aucune
métadonnée concernant les échantillons soumis par les équipes du LSAL (Annexe 13).
Ceci ralentit considérablement I'application des outils développés par la mission GAMeR
(Tableau 3). Fluidifier le systéme présent reviendrait soit a transférer les données
génomiques dans les bases de données accueillant les métadonnées d’échantillons, soit
a transférer ces métadonnées dans la base de données de génome développée par la
mission GAMeR (Figure 19). Néanmoins, les bases de métadonnées du LSAL se divisent
en plusieurs unités sans harmonisation des formats d’enregistrement (langage R, tableur
Excel, base Access, enregistrement papier). A contrario, la base de données génomiques
développée par la mission GAMeR présente l'avantage d’étre unifiée de par sa
conception et directement liée a un cluster de calcul (Figure 10). Tout comme pour les
données génomiques, cette intégration des métadonnées d’échantillons dans la base de
données développée par la mission GAMeR sous le format MongoDB, permettrait de
réaliser rapidement des requétes en langage Bash ou Python. Ces requétes
envisageables sur tous les projets de recherche hébergés dans la base de données
développée par la mission GAMeR, permettraient de construire rapidement des trames
de données utilisables dans le cadre d’analyses statistiqgues des données.

[I.1.b.  Travaux et financement envisages

Parmi les deux propositions précédemment citées (chap. lll § Il.1.a), il serait
judicieux d’opter pour l'intégration de métadonnées d’échantillons dans la base de
données développée par la mission GAMeR sous le format MongoDB. Effectivement,
cette derniere est déja unifiée et fonctionnelle sous ce format (Figure 19). Outre le
développement de champs supplémentaires dans cette base de données gérée par la
mission GAMeR, il sera aussi nécessaire de faire évoluer les procédures de soumission
vers un transfert des métadonnées des échantillons en plus des contrdles d’ADN déja en
place (Annexe 13). Il est envisagé de faire financer ce projet AcSaMe par les plateformes
SCA, ESV et/ou ESA (chap. lll §1l.1.a) nouvellement crées et supportées par les
autorités frangaises en vue d’implémenter la génomique pour la surveillance (Annexe 4).



Effectivement, la centralisation des métadonnées d’échantillons et des données
génomiques rentrent dans le cadre des activitts de ces plateformes
d’épidémiosurveillance (SCA, ESV et ESA) ayant pour objectif « d’optimiser les actions
et les codts de la surveillance, par un partage de ressources, de compétences et d’outils »
(Annexe 4).
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https://openapi-portal.efsa.europa.eu/ http://sas-vp-Isdb1:3000/
¥ énome
T efS a nalyse Collaborateurs
[ ] odclisation
i EXCEL
European Food Safety Authority iIsque
Résultats Métadonnées Résultats ‘
analytiques épidémiques analytiques mongo X g
Développeurs en bioinformatique Analystes en bioinformatique
ACCESS

10§ i 4 0§

-  Metadonnées

épidémiques
)%
Métadonnées épidémiques J

)
®,

=aiije =aiije =aiije =aiije

Résultats
analytiques

(

analytiques

R
R‘
Résultats analytiques J

Figure 19: Interface de programmation (API) de PEFSA fournissant des
métadonnées et résultats analytiqgues aux développeurs en bioinformatique versus
base de données génomiques gérée par la mission génome analyse modélisation
risque (GAMeR) qui n’intégre pas actuellement de métadonnées épidémiques pour
les analystes en bioinformatique

1.2 Projet de référence : Evaluation des déterminants de non-diminution
de I'incidence de Salmonella Enteritidis dans le cadre de I’application de |la
génomique aux filieres aviaires (Projet ADONIS)

Sous le nom de « assessing determinants of the non-decreasing incidence of
Salmonella Enteritidis » (ADONIS), le project de référence ADONIS vise a comprendre
quels sont les déterminants génomiques expliqguant 'augmentation de la prévalence du
seérovar Salmonella Enteritidis dans les filieres des poules pondeuses en Europe.

[I.2.a. Contexte scientifique

D’aprés le rapport sur les zoonoses en 2016, la tendance a la baisse des cas de
salmonellose dans l'union européenne (UE) a atteint un seuil [89]. L'EFSA et TECDC
s’accordent a dire que depuis 2014 les cas infectieux de Salmonella Enteritidis chez
’'homme dans I'UE ont augmenté de 3% et que la prévalence chez les poules pondeuses
est passeée a cette période de 0,7% a 1,21% [89]. En 2016, Salmonella Enteritidis
représentait 59% des cas de salmonelloses contractées dans 'UE sur un total de 94 530
cas humains de salmonelloses [89], probablement associées a la consommation d'ceufs,
de produits a base d'ceufs et de viandes de volailles [137, 138]. L’augmentation depuis
2014 de la prévalence de Salmonella Enteritidis dans les filieres des poules pondeuses
dans 'UE (Figure 20) [139], pourrait étre en lien avec des variations génétiques des
souches responsables de I'expansion clonale d’'une lignée présentant par exemple des
aptitudes a la colonisation, la réplication, la résistance et/ou la virulence.

-~




[I.2.b.  Travaux et financement envisages

Financé par les états membres de I'EU et piloté par le «rijksinstituut voor
volksgezondheid en milieu » (RIVM), le projet ADONIS est organisé en plusieurs taches,
dont l'une en génomique est a la charge du « statens serum institut » (SSI) en
collaboration avec 'ANSES et le « panstwowy instytut weterynaryjny » (PIWET). Dans le
cadre de la tache en génomique, jai soumis avec mon responsable Michel-Yves Mistou
un projet en 2019 visant a appliquer I'outil microbial-GWAS récemment développé par la
mission GAMeR [102] sur la base de nos compétences dans ce domaine [99, 128].
L’objectif associé serait d’identifier s’il existe des génes accessoires ou variants du
coregenomes (SNPs et InDels) pouvant expliquer 'augmentation depuis 2014 de la
prévalence de Salmonella Enteritidis dans les filiéres de poules pondeuses dans 'UE
(Figure 20) [139]. Les ovo produits étant fortement suspectés d’étre a I'origine [137, 138]
des cas humains de salmonelloses a Salmonella Enteritidis dans 'UE [89], je propose de
conduire ces travaux sur une collection d’environ 400 génomes provenant des collections
du LSAL et ou des archives internationales en libre acces de données NGS. Le
recrutement d’un(e) étudiant(e) en master financé(e) par le LSAL pour développer
I'environnement Conda de I'outil microbial-GWAS [102], a été programmé, ainsi que le
financement d’'un(e) collégue postdoctorat pour supporter le projet ADONIS.
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Figure 20 : Evolution dans I'union européenne (2008 et 2016) de la prévalence dans
la filiere des poules pondeuses (%) et des notification de cas humains (pour
100 000) de Salmonella enterica spp. enterica sérovar Enteritidis [89]

I1.3. Projet de recherche : Evaluation a I’échelle génomique des sources
hydriques a l'origine des TIAC a Salmonella dans l'union européenne
(Projet FowaBoSa)

Le project de recherche « food and water-borne Salmonella » (FoWaBoSa) compte
comparer les proximités géenétiques des génomes de Salmonella issus de l'eau de
surface, en particulier 'eau d’irrigation, et d’aliments potentiellement contaminés par cette
derniere en Europe ou en France.

[I.3.a. Contexte scientifique
II.3.a.i.  Pathogene alimentaire en Europe

Salmonella est une bactérie intestinale et comporte des sérovars présentant des
profils d’adaptation aux animaux multi- (généralistes) ou mono-hétes (specialistes). Il a



déja été démontré que le serovar multi-hétes Enteritidis a donné naissance aux lignées
aviaires Gallinarum et Pullorum [101], et que le serovar multi-hétes Typhimurium a
conduit a I'apparition de lignées contemporaines spécialisées pouvant s’implanter dans
des hbtes d’élevages [140]. Les Salmonella généralistes semblent donc étre a 'origine
de l'apparition de lignées spécialisées responsables de pathologies animales. Par
ailleurs, Salmonella est actuellement la premiére cause de cas infectieux groupés
humains d’origine alimentaire en France, ainsi que la seconde cause des épidémies
humaines d’origine zoonotique dans 'UE en 2015 [88], 2016 [89] et 2017 [87], derniére
Campylobacter. En Europe, les épidémies humaines d’origine hydrique (c.a.d. eau
potable du robinet ou de puits) ont majoritairement été attribuées a des norovirus,
d’autres caliciviruses, des E. coli productrices de Shiga toxines ou des Campylobacter en
2015 [88], 2016 [89] et 2017 [87]. Néanmoins, aucune épidémie humaine causée par
Salmonella n’a été associée officiellement a des origines hydriques entre 2015 et 2017
(Figure 21).
I.3.a.ii. Pathogéne alimentaire d’origine hydrique aux Etats-Unis

D’aprés le « centers for disease control and prevention » (CDC), 53% des TIAC aux
Etats-Unis ont été causées par Salmonella de 2006 & 2017 [141]. Environ 32% de ces
dernieres ont été associées a la consommation de denrées contaminées [141]. Les
investigations associées suggerent que I'eau d’irrigation est a la fois une source de
contamination des denrées et un véhicule de transport de cette bactérie pathogéene [141].
Apres I'excrétion intestinale par un héte animal, Salmonella peut persister dans I'eau de
riviere, de lacs et d’étangs, qui sont des sources majeures d’irrigation [141]. Salmonella
peut aussi s’internaliser dans un h6te secondaire végétal comme la tomate, contourner
son systéme immunitaire et le coloniser [142]. Aux Etats-Unis, plusieurs TIAC ont
effectivement été attribuées aux sérovars Newport dans des tomates (2005) [143] et
SaintPaul dans des poivrons (2008) [144] contaminés par I'eau d’étangs utilisés pour
lirrigation. D’autres TIAC a Salmonella aux Etats-Unis ont été soupconnées d’avoir été
causées par des souches des sérovars Thompson (2010, 2012, 2013), Enteritidis (2013)
ou Javiana (2012) présentant des profils génétiques identiques a des isolats d’eau de
surface d’étangs [145] (Figure 21).

[1.3.a.iii.  Origine hydrique potentielle des TIAC en Europe ou en France

L’absence de TIAC humaines a Salmonella attribuées a des origines hydriques en
Europe entre 2015 et 2017 [87-89], ainsi que la multitude de TIAC aux Etats-Unis
attribuées a des sérovars issus de l'eau d’irrigation [143-145], peuvent refléter des
différences dans les chaines de production agroalimentaires et/ou dans les systémes
d’investigations des TIAC (Figure 21). Bien que les études en génomique sur les
Salmonella d’origine animale [101, 102] et alimentaire [96, 98, 100] soient nombreuses,
les rares études sur les Salmonella d’origine hydrique n’intégrent pas de génomique
[146]. Sur la base des compétences de la mission GAMeR en reconstruction
phylogénomique [96, 97, 99, 101, 102, 104, 118, 120, 128] et assignation de génomes a
des évenements épidémiques [92], nous souhaitons mettre en lumiere quelles sont les
proximités génétiques des génomes de Salmonella issus de I'eau potable (c.a.d. eau du
robinet, eau de puits), d’'eau de surface (c.a.d. riviéres, lacs, étangs) et d’aliments
potentiellement contaminés par cette derniere en Europe ou en France.

[1.3.b.  Travaux et financement envisagés

Sous le pilotage de la mission GAMeR, le projet FoWaBoSa est construit en
collaboration avec les laboratoires Eau de Paris, le Laboratoire d'hydrologie de Nancy
(LHN) qui est le LNR « eaux destinées a la consommation humaine, eaux minérales
naturelles et eaux de loisirs - biologie », ainsi que I'unité SEL du LSAL qui gére une base
de données dédiée a Salmonella a travers l'outil : « application pour la centralisation et
le transfert de données dédiées a ['épidémiosurveillance opérationnelle des
laboratoires » (ACTEOLab) [147]. A date, cette base ACTEOLab comporte des milliers



de souches d’origines alimentaire et animale, 60 souches de Salmonella isolées
d’alimentation hydrique humaine et environ 5 000 souches d’écosystemes hydriques. En
discussion actuellement, la sélection des isolats d’intérét se fera sur la base des
collaborations des laboratoires Eau de Paris, du LHN en tant que LNR et du LSAL, afin
de construire un plan d’expérience équilibré sur les variables zones géographique,
origine du prélevement et date d’isolement. Une attention particuliére sera aussi apportée
aux archives internationales en libre acces de données NGS, comme par exemple
Enterobase qui comporte 226 231 enregistrements de Salmonella en date du 20 ao(t
2019, dont 22 562 présentent des données NGS attachées. La soumission de ce projet
FoWaBoSa est envisagée aux appels a financement ANSES de sujet de doctorat avec
un laboratoire extérieur a 'ANSES.
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Figure 21 : Situations contrastées entre le pathogéne alimentaire Salmonella en
Europe (2015-2017) et le pathogene alimentaire Salmonella d’origine hydrique aux
Etats-Unis (2005-2013)
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« Un expert est une personne qui a fait toutes les erreurs
qui peuvent étre faites dans un domaine tres étroit »

Niels Bohr
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DISCUSSION

En lien avec les objectifs qui lui ont été confiés, la mission GAMeR (chap. | § lll), a
initié des développements analytiques en génomique (Tableau 3) et la construction d’'un
réseau Linux de traitement de données génomiques (Figure 10) depuis 2014 en appui
pour le LSAL (chap. Il 8ll). La présente discussion concerne les investissements en
bioinformatique (disc. 8 1), ainsi que l'accessibilité aux métadonnées épidémiques
(disc. 8 Il), nécessaires a I'harmonisation de la génomique des pathogenes d’origine
alimentaire (disc. § Ill) dans un soucis de faible impact environnemental (disc. § IV).

l. Investissements en capacités de stockage, ressources de calcul et
compétences en bioinformatique

Sans prendre en compte les caractéristiques des processeurs, les capacités de
stockage et les ressources de calcul de I'institut anglais PHE (intro. 8 1.4 : stockage de
1700 TB et calcul sur 656 cores distribués en 34 nceuds avec 5,4 TB de RAM), sont
respectivement 23 et 2-4 fois supérieures a celles de la mission GAMeR (chap. 1 8 1l.1.b :
stockage de 74 TB et calcul sur 340 cores distribués en 7 nceuds avec 2,4 TB de RAM).
Ces différentiels de capacités de stockage et ressources de calcul expliquent donc en
partie que sur une période similaire de 6 ans, incluant environ 2 ans de développements
et 4 ans d’application, PHE a pu atteindre un total de 52 590 génomes assemblés
(intro. 8 1.4). Par apposition, la mission GAMeR a réalisé 6 339 génomes assemblés en
5 ans d’existence (Figure 11). L’augmentation du nombre de génomes traités par la
mission GAMeR pourra donc se faire a la condition sine qua non d’investir dans les
capacités de stockage et ressources de calcul, avec une priorité pour le stockage qui est
actuellement saturé a hauteur de 89% en date du 31 juillet 2019. Tout comme PHE,
'augmentation de la charge salariale dédiée aux développeurs informatiques dans la
mission GAMeR (chap. | 8§ 1ll.1) est une étape nécessaire a I'implémentation de I'analyse
de données en génomique bactérienne (intro. § 11.4). Dans la sphére des entreprises
privées, Chan Zuckerberg, la femme du fondateur de Facebook, développe actuellement
une société BioHub visant a combattre les maladies infectieuses a I'échelle mondiale
(Adresse web 8). Cette société BioHub ne dévoile pas son plan d’'investissement en
matériel, mais pourra assurément compter sur le savoir-faire en gestion de données
massives de la société Facebook. Les spheres publiques et privées ont donc le méme
objectif d'implémenter la génomique et devraient unir leurs ressources bioinformatiques.

Il. Accessibilité aux métadonnées épidémiques pour les développeurs
et analystes en bioinformatique

L’EFSA a derniérement rendu accessibles ses métadonnées aux développeurs par
la mise en place d’'une API (Adresse web 7). Pour remédier a 'absence d’accés aux
métadonnées épidémiques des échantillons traités par la mission GAMeR
(chap. Il 8 11.1), il serait d’'un intérét majeur d’intégrer ces derniéres a la base de données
génomiques développée par la mission GAMeR (Figure 10). Cette accessibilité aux
métadonnées épidémiques du LSAL permettrait d’envisager des développements
d’interfaces graphiques reliées a ces derniéres (Figure 19). D’ailleurs, 'TEFSA et 'TECDC
proposent aujourd’hui des outils de visualisation des données relatives aux pesticides
(Adresse web 9) et aux résistances aux antibiotiques (Adresse web 10). L’adjonction des
métadonnées épidémiques a la base de données GAMeR (Figure 10), notamment
géographique, permettrait aussi d’envisager le développement d’outils de visualisation
des prévalences des génotypes des genres bactériens a prendre en considération en
sécurité alimentaire. Ceci a d’ailleurs été proposé par le CDC (Adresse web 11) et Santé
Publigue France (Adresse web 12) qui ont mis a disposition leurs outils de visualisation
des données épidémiologiques.



lll.  Harmonisation de la génomique des pathogénes alimentaires
pour I'efficacité de la santé publique

La diversité des développements analytiques en génomique des pathogénes
d’origine alimentaire, a la fois dans la mission GAMeR (Tableau 3), mais aussi a un
niveau international (Tableau 1), est un aspect trés positif concernant 'augmentation des
connaissances. Néanmoins, les chevauchements de certains développements de
différentes équipes comme notamment les étapes d’assemblage et d’indentification de
variants (Tableau 1 et Tableau 3) devraient étre évités afin de minimiser le temps de
développement doutils analytiques existants. A c6té des comparaisons des outils
analytiques coordonnées par 'EFSA et 'TECDC [80], les initiatives en génomique des
états membres devraient s’orienter vers le développement d’outils présentant des
objectifs différents, afin de les combiner et améliorer plus efficacement le contrble des
pathogenes alimentaires.

IV. Impact environnemental majeur de la génomique

Tout comme nous l'observons a I'échelle de la mission GAMeR (Tableau 4), méme
si les colts du séquencage ont diminué drastiguement (intro. 8 11.1), les tailles des bases
de données internationales d’archives NGS augmentent inexorablement (intro. § I1.2).
Ceci engendre un déplacement de codts vers les capacités de stockage, les ressources
de calcul (disc. § I) et la charge salariale de développeurs et analystes en bioinformatique
(disc. § II). A 'heure de l'accord de Paris relatif au climat et au réchauffement climatique,
'augmentation exponentielle des capacités de stockage des données génomiques pose
donc question quant a sa pérennité écologique. Effectivement, les centres de données
(« data center ») accueillant ces dernieres ont une empreinte écologique non
négligeable, méme si des études de réutilisation des calories produites sont en cours
[148].

CONCLUSION

Comme demandé par le laboratoire qui m’accueille actuellement et stipulé dans les
textes de loi afférents, le présent mémoire décrit respectivement la mission GAMeR du
LSAL de 'ANSES et mon dossier de travaux accompagnés d'une synthése de mes
activités scientifiques, afin de mettre en exergue ma capacité a animer la recherche.
Outre I'exercice de compilation de mes travaux passés et présents, la rédaction du
présent mémoire visant a candidater a I'obtention de ’'HDR, m’a aussi permis d’accentuer
mon regard critique sur mes propres activités de recherche. Ceci m’a permis de
construire un programme de recherche visant a poursuivre ma participation a I'intégration
de la génomique des bactéries pathogenes alimentaires pour la santé publique moderne
en France, Europe et dans le monde. Mes activités de recherche sont internationales
entre la France, les Etats-Unis et le Canada, ainsi qu’originales en raison de I'innovation
des procédures analytiques les soutenants. Ces activités de recherche sont aussi larges
au regard de leurs domaines d’application (c.a.d. médical, environnemental et
alimentaire) et de leurs disciplines scientifiques (c.a.d. bactériologie, biologie moléculaire
et génomique). Ces travaux sont également communautaires au vu des collaborations
avec d’autres chercheurs et étudiants de tous niveaux. En conséquence, mes activités
de recherche ont participé et continueront & contribuer a I'amélioration de la santé
publique. Je souhaite dans le futur poursuivre mes travaux a I'’ANSES, participer
davantage a la vie de 'ED ABIES qui integre mes champs disciplinaires, ainsi que
continuer a encadrer des theses de doctorat en tant que directeur de these et étre
impliqué dans des jurys de thése en tant que rapporteur. Ce présent mémoire me permet
de soumettre ma candidature a I'obtention de ’'HDR sous I'égide de 'UPE, représentant
pour moi I'instance qui m’a permis d’obtenir mon doctorat.
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« Knowledge of languages is the doorway to wisdom »

Roger Bacon
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SYNTHESE EN ANGLAIS

The present manuscript entitled “The bacterial genomics in support of public health”
supports my candidacy to obtain the last French diploma called certification to manage
research (“habilitation a diriger des recherches: HDR”). Under the agreements of the
University Paris-Est and jury members, this HDR candidacy must be accompanied by a
HDR defence. More precisely, my HDR candidacy is based on the present manuscript
written in French describing my detailed CV (Annexe 1 et Adresse web 2), current position
(CHAPITRE 1: LIEU D’ACCUEIL), research career (CHAPITRE 1l: BILAN DE
CARRIERE) and future projects in bacterial genomics (CHAPITRE Il : PROGRAMME
DE RECHERCHE), as well as my published articles written in English (Adresse web 3).
My detailed CV is also accessible online in English (Adresse web 13) and | plan to perform
my HDR defence in English according to the supervisors of my HDR candidacy, Anne
Brisabois (Anses) and Michel-Yves Mistou (INRA). This synthesis of the present
manuscript will describe my host laboratory (synth. 8 I), career outcome (synth. § Il) and
future projects (synth. 8 IlI).

|. Host laboratory

Within the framework of the “French Agency for Food, Environmental and
Occupational Health & Safety” (ANSES) (synth.81.1), | am in charge of the
implementation of “next generation sequencing” (NGS) and “whole genome sequencing”
(WGS) tools for the laboratory for food safety (LSAL) (synth. § 1.2) in the context of the
team “Genome Analysis Modelling Risk” (GAMeR) (synth. § 1.3).

I.1. French Agency for Food, Environmental and Occupational Health and
Safety

ANSES was created on 1 July 2010 and is an administrative public establishment
accountable to the French Ministries of Health, Agriculture, the Environment, Labour and
Consumer Affairs. The government, stakeholders represented on its Board of
Administrators and labour unions can requests to ANSES in the fields of environmental
health, occupational health, food and nutrition, animal health and well-being and plant
health (Annexe 3). The ANSES Board of Administrators integrates the five colleges of the
Grenelle Environment round table, namely public authorities, social partners, professional
bodies, non-governmental organization and non-profit associations, as well as elected
officials. ANSES is organized in 9 reference and research laboratories located in France
close to the various sectors associated with their activities, including animal health and
well-being, chemical and biological food safety, as well as plant health (Figure 4).

1.2. Laboratory for food safety

Specialised in the biological (bacteria, viruses, parasites) and chemical hazards
(toxins, metals, pesticides, organic pollutants, histamine) which have an effect on food
safety and quality, the LSAL is located in Maisons-Alfort and Boulogne-sur-Mer. The
Maisons-Alfort site hosts 120 professionals in food safety and the Boulogne-sur-Mer site
includes members involved in the quality and hygiene of fishery and aquaculture
products. The LSAL fulfills ANSES’s missions based on activities related to surveillance,
reference and research (Figure 5). The LSAL is organized according to mandates of
European Union Reference Laboratory and National Reference Laboratory (Annexe 5).
More precisely, the LSAL develops methods for detecting, characterising and measuring
of hazards found in foods, analyses their causes and development factors in order to
monitor them and report the emergence or re-emergence of organisms and compounds.

[.3. Genome Analysis Modelling Risk

The GAMeR team was created non-officially in 2014 and officially in 2016 by Michel-
Yves Mistou in order to support the LSAL activities in bacterial genomics (Annexe 6).



Since 2015, | am in charge of the implementation of WGS tools, data and database
management within the transversal GAMeR team of the LSAL at ANSES (Figure 6). My
activities focus mainly on the implementation of (i) NGS exploited by the different units of
LSAL, (ii) open-source Linux networking systems, (iii) NoSQL-oriented database, and (iv)
post-NGS data processing through in-house developed workflows for variant calling, de
novo assembly, WGS-based subtyping (i.e. resistome, plasmidome) and statistical
analysis for outbreak investigation.

[l. Career outcome

My career outcome includes 27 studies constituted of my PhD manuscript obtained
the 28" February 2011 [115], submissions of patents in 2018 [91], a book chapter [116],
2 international publications where my contributions were acknowledged [96, 117], as well
as 20 international publications published as co-auteur or main authors [92, 94, 95, 97—
102, 118-128] and 2 under peer-reviewing [103, 104]. Excepted my PhD manuscript
[115], the submissions of patents [91], the book chapter [116] and the acknowledgements
[96, 117], these publications represent my contributions as last author [101, 102], first
author [92, 118, 120, 122-127] and intermediate author [94, 95, 97-100, 103, 104, 119,
121, 128]. All these international publications are accessible online (Adresse web 3) and
refer to my research studies during my Master degree [117, 127], PhD project [116, 122,
124-126], postdoctoral fellows [118—-121, 123] and current position [92, 94-104, 128]. My
open researcher and contributor identifier (ORCID) is 0000-0002-7480-4197 (Adresse
web 4). Since 2007, | am involved in NGS, WGS and microbial genomics in collaborations
with French, American, Canadian and European stakeholders (Tableau 2) focusing on
risk assessment related to human (synth. § 1.1) and animal (synth. § 11.2) health, as well
as environmental (synth. § I1.3) and food (synth. § 11.4) safety.

1.1. Human health

| have been involved in human health research project during postdoctoral fellows
between 2011 and 2015, funded by the “Fonds de recherche du Québec - Santé” (FRSQ),
in the international scientific environment of the Research Institute of McGill University
Health Center (Rl MUHC). | wrote three applications with my supervisor to obtain the
corresponding funding (grants #29836 and #26274). My main objectives were to develop
bioinformatics and molecular tools for Crohn’s disease diagnosis [123], investigation of
tuberculosis (TB) outbreaks [120] and population genomics studies [118] of TB in Inuit
communities (Canada). | collected human samples, managed and validated large-scale
genomic data (n=200, Miseq and PacBio) and statistically analysed the evolution and
impact of virulence factors by in vivo, in vitro [121] and in silico [119] models. The main
results from these postdoctoral fellows in Canada [118-121, 123] showed that the
Mycobacterium tuberculosis causing outbreaks in Inuit communities between 1990 and
2000 were introduced in the early 20™ century from Europe, perhaps European whalers
and explorers [118]. Because of a genomic profile lacking features of hypervirulence and
antibiotic resistance, we concluded that the ongoing TB outbreaks were likely due to host
or social factors conducive to transmission [118]. This collaborative postdoctoral studies
in Canada have been presented to different stakeholders from the scientific communities,
Inuit leaders, as well as provincial and territorial partners (Adresse web 13).

1.2. Animal health

| performed research studies related to animal health in a context of bovine
tuberculosis suspicion in livestock and lack of understanding of transmission mechanisms
of the environmental pathogenic bacteria Mycobacterium avium between human and
animal. These research studies related to animal health were carried out during my
Master degree in the bacterial zoonoses unit (UZB) of the laboratory for animal health
(LSAN) at ANSES and focused on bacterial phylogenetic reconstructions and adaptation
to animal hosts of M. avium by restriction fragment length polymorphism (RFLP) and
variable number tandem repeat (VNTR) [127]. In addition to my analytic and writing



contributions, | participated to the conception and funding application to the « veterinary
network of laboratories researching into improved diagnosis and epidemiology of
mycobacterial diseases » (VENoMYC) in collaboration with the French agricultural
research institute (INRA) (grant AFSSA-INRA #AIP P00297). The results of these
research studies showed that the subspecies of M. avium were adapted to specific hosts
including human, swine, bovine, avian, as well as wild and domestic animals [127].

1.3. Environmental safety

| performed my PhD project between 2007 and 2011 in collaboration with
laboratories from Paris-Est University (ParisTech) and the Virginia polytechnic institute
(VirginiaTech) in a context of surface and deep water restauration before 2015
(2000/60/CE) and effluent control (91/271/CE et 98/15/CE). During this project related to
environmental safety, | conceptualized and wrote purpose of my PhD project with my
supervisors to obtain the corresponding funding (grants PIREN-Seine, OPUR and
CRECEP-STEA). This PhD project aimed at collecting evidence of non-tuberculous
mycobacteria (NTM) in watersheds by bacteriology [126], molecular biology [125] and
genomics [122]. | collected samples from surface water, drinking water and soil, as well
as recovered data on microbial hazards (Mycobacterium, Escherichia and Enterococcus)
and concentrations of chemical parameters (metal, organic matter, pH, ions and
conductivity) in order to statistically compare their behaviours in watersheds [124]. | also
collected and compared molecular sequences and assembled genomes (n=28 from
NCBI) to provide specific and sensitive markers of Mycobacterium to control authorities
[122]. During this PhD in France and USA [116], | provided innovative microbiological risk
assessment analytical tools and results to the laboratory controlling water distribution
systems of Paris (Eau de Paris), wastewater treatment plants of the greater Paris
Sanitation Authority (SIAAP) and the epidemiology team of the national center for
mycobacteria (Public assistance Hospital of Paris: APHP). Based on molecular and
genomics tools, microbiological risk assessment of watersheds in Paris allowed to identify
main sources of mycobacteria [115].

1.4. Food safety

Within the objectives of my current position in the GAMeR team in LSAL
(synth. 8 1.3), we collect, analyse and interpret large amounts of genomic data
(synth. § 1l.4.a) through developing and documenting software (synth. §11.4.b) for
consistent metadata and genomic data processing, storage and management
(synth. 8§ 11.4.c) to ensure data format and standard outputs harmonization for research
projects in collaboration with LSAL units (synth. § 11.4.d) and projects coordinated by the
GAMeR team (synth. § 11.4.e).

lI.4.a. Funding and human resources

With the support of my supervisor Michel-Yves Mistou between 2015 and 2019, |
coordinated the setting up of the GAMeR team, screening and selecting candidates (i.e.
from 2 to 4 permanent scientists in 3 years). | applied for research funding (COMPARE
grant #643476, ANSES-INRA grant #Typautobac, EJP ADONIS grant #ADONIS and EJP
RaDAR grant#773830) and | manage the development by chairing internal meetings,
monitoring projects and tasks progress and employing annually between 2 and 4 students
in master, PhD and postdoctoral fellowships (Figure 17).

I.4.b.  Main genomic workflows

In collaboration with my GAMeR team (permanent colleagues Arnaud Felten and
Ludovic Mallet) and working groups from LSAL in ANSES, | prepared procurements for
acquisition of NGS data since 2015 (Tableau 4), as well as guidance documents to
support LSAL colleagues and projects’ partners on the submission of genomics data to
the GAMeR curated database (Annexe 13). In the collaborative and international scientific
ecosystem of the LSAL in ANSES, the GAMeR team ensures harmonization of data and



standard outputs of bacterial genomics developing and applying standardized workflows
for variant calling (i.e. the tool iVARcall2 : independent variant calling analysis) (Figure 8)
and de novo assembly (i.e. the tool ARTwork : assembly of reads and typing workflow)
(Figure 9). | collaborate also with other LSAL units to support WGS analyses through
guidance documents related to the ‘wet’ and ‘dry’ lab. | also participated to set up the
procedures for automated DNA extraction for NGS and implementation of a MiSeq
sequencer in LSAL, in addition to managing three proficiency tests organized by the
Global Microbial Identifier (GMI) between 2015 and 2017.

II.4.c. Computing and storage system

The GAMeR team contributed to the development of a structured process of
retrieving and combining data (i.e. metadata and genomic data) from different sources
(e.g. local and public repositories) into valuable and meaningful information, ensuring
quality, integrity and security of data flows and content. The GAMeR team also manage
domain users and synchronisation of our Linux system with the Windows system of
ANSES. With the support of the IT service of ANSES (Thomas Texier et Pierre-Yves
Letournel), NGS data produced by the Brain and Spine Institute (ICM) (Yannick Marie)
and scientific exchanges with the national genomic platform in ANSES (Yannick
Blanchard), the GAMeR team built a backup system of our storage (74 TB used at 78-
87% in February 2020) and computing systems (340 cores distributed through seven
nodes with 2.4 TB RAM) (Figure 10) (Ludovic Mallet). Since 2015, the GAMeR team has
managed the WGS (mainly illumina MiSeq, NextSeq and HiSeq) of around 1,000 bacterial
strains per year for a total of 6,000 bacterial genomes collected today in contexts of
European projects (Figure 11). Today, the GAMeR team is able to perform variant calling
(i.e. the tool iVARcall2) (Figure 8) and de novo assembly (i.e. the tool ARTwork) (Figure
9) for 96 bacterial genomes in 400 minutes. All this pre-processed genomic data is
available to the LSAL colleagues through the Linux network and MongoDB database
(Figure 11) or Windows graphical interface developed by the GAMeR team (internal
ANSES address: Adresse web 5) (Arnaud Felten, Kévin Durimel and Pauline Barbet).
With this pre-processed genomic data (internal ANSES address: Adresse web 6 on
Windows or « ssh -X ansesID@sas-vp-Isgwl » on Linux) the LSAL users can perform
more advanced analyses with the Linux network, the national Galaxy platform or other
international genomics platforms (Tableau 1). Through methodological and guidance
documents, the GAMeR team provides also training annually related to this Linux network
to stakeholders involved in data analysis and interpretation.

I1.4.d. Collaborative research projects

In partnership with PhD students and postdoctoral fellows, | have been involved in
microbiological risk assessment and manuscript writing for publications concerning
collaborative projects related to Salmonella serovar Derby in French avian and pig sectors
(Yann Sévellec) [96, 98, 100], Clostridium perfringens outbreaks in France Clostridium
(Abdelrahim Abakabir Mahamat) [97], Listeria monocytogenes persistence in food (Lena
Fritsch et Clémentine Henri) [94, 99] and seafood processing plants in France (Federica
Palma) [128], as well as Bacillus thuringiensis used as biopesticides in the French market
(Mathilde Bonis) [104]. In addition to these collaborative projects with PhD students and
postdoctoral fellows, | also contributed to other collaborative projects with colleagues from
other LSAL units (Sabrina Cadel-Six and Patrick Fach). These collaborative projects
allowed development of workflows aiming to estimate accuracy of molecular targets at
the genomic level (i.e. the tool GTEvaluator) [95] (Annexe 7) and support patent
applications related to specific and sensitive kmer detection (i.e. the tool GTFinder) [91]
(Annexe 8). The GAMeR is currently involved in the development of other tools related to
bacterial genomics (Tableau 3).



II.4.e. GAMeR research projects

Keeping up-to-date about WGS, | had a prominent role in ANSES as project leader
in developing and providing innovative approaches to assess microbiological risks related
to (i) outbreak investigations (i.e. the tool Pairwise-FBO) [92] (Figure 12 and Annexe 9),
(ii) identification of coregenome fixed variants and metabolic pathways (i.e. the tool
PhyloFixedVar) [101] (Figure 13 and Annexe 10), as well as (iii) association studies at
the pangenomic scale (i.e. the tool microbial-GWAS) [102] (Figure 14 and Annexe 11).
Firstly (i), | coordinated the COMPARE-funded project on outbreak investigation
benchmarking three non-parametric statistical tests (i.e. Kolmogorov-Smirnov, Wilcoxon
rank sum and Kruskal-Wallis) on six genomic features (i.e. SNPs with or without
recombination, genes, kmers, cgMLST and wgMLST alleles) to discriminate outbreak
cases from non-outbreak cases in collaboration with the Salmonella LSAL team and the
National Reference Center of Salmonella (i.e. Pasteur institute) [92]. Secondly (ii), |
coordinated a study which highlighted that adaptation as Salmonella serovars to animal
hosts was mainly driven by coregenome fixed variants related to the amino acid
metabolism [101]. Thirdly (iii), | supervised a PhD student (Méryl Vila Nova) in
collaboration with INRA based on Genome Wide Association Study (GWAS) and Gene
Ontology Enrichment Analysis (GOEA) workflows that the GAMeR team developed [102].
We showed in this study that the genetic and metabolic determinants of Salmonella
adaptation to animal sources have been driven by the natural feeding environment of the
animal, distinct livestock diets and environmental stimuli [102]. Animal-specific
physiological properties and anthropological activities for the livestock health protection
drove also Salmonella adaptation to animal sources (Figure 15 and Annexe 12) [102].
Outputs from these studies, can be used to feed source attribution models in order to
assess Salmonella risk through the food chain [102]. With publication objectives, |
continue currently to work for food safety focusing on antimicrobial resistance (AMR)
related plasmids (EJP RaDAR grant #773830) and genetic features explaining
Salmonella Enteritidis increasing in Europe since 2015 (EJP ADONIS grant #ADONIS).

lll.  Future projects

According to the LSAL organisation (synth. § 1.2), | propose to perform in a near
future projects in the fields of surveillance (synth. 8§ Ill.1), reference (synth. § I1l.2) and
research (synth. § II1.3).

lI.L1.  Surveillance project: Accessibility to LSAL epidemiological metadata
and integration in the genomic database developed by the GAMeR team
(Project AcSaMe)

Due to the related scientific context (synth. § 1ll.1.a), | propose to the surveillance
project « accessibility of sampling metadata » (AcSaMe) (synth. § 111.1.b).

I1l.1.a. Scientific context

Since 2019, the European Food Safety Authority (EFSA) proposes an Application
Programming Interface (API) to provide access to food safety data to developers
(Adresse web 7). The implementation of a genomic database in LSAL by the GAMeR
team, nicknamed GAMeRdb (Tableau 3 et « stokage bio » de la Figure 10), is currently
not linked to epidemiological metadata concerning the samples submitted to the GAMeR
team (Annexe 13). This situation slow down the application of tools developed by the
GAMeR team (Tableau 3). Because the epidemiological metadata of the LSAL are not
harmonized into a single format (i.e. R dataframes, Excel spreadsheets, Access data
base, paper records), it seems suitable to records epidemiological metadata into the
GAMeRdb in parallel to the NGS samples submitted for pre-processing (Figure 19).
Indeed, the GAMeRdb is already harmonized into a single MongoDB format and linked
to a computing cluster (Figure 10). This unified Linux network would allow requests of



genomic and epidemiological data at the same time in order to build instantaneously
dataframe form advanced statistical analyses (e.g. Bash or Python languages).

lll.1.b. Plan and funding

The project AcSaMe would include to create new fields in the GAMeRdb dedicated
to epidemiological metadata (internal ANSES address: Adresse web 5) and to modify the
procedures of NGS sample submission to the GAMeR team (Annexe 13). We plan to
support this project AcSaMe with three epidemiological surveillance platforms in France,
namely animal health epidemiological surveillance (ESA), sphere of action of the plant
health epidemiological surveillance (ESV) and food chain surveillance platforms (SCA)
(Annexe 4). The epidemiological surveillance platforms have to centralize epidemiological
metadata and genomic data, as well as “optimize activities and the cost of surveillance
by pooling resources, skills and tools” (Annexe 4).

ll.2. Reference project: Assessing determinants of the non-decreasing
incidence of Salmonella Enteritidis (Project ADONIS)

Due to the related scientific context (synth. § 111.3.a), | propose to the reference
project « assessing determinants of the non-decreasing incidence of Salmonella
Enteritidis » (ADONIS) (synth. § 111.3.b).

I1l.2.a. Scientific context

According to the report about zoonoses in 2016, the decreasing trend of
salmonellosis cases is currently stable in European Union (EU) [89]. The EFSA and
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) emphasize that the
infectious human cases of Salmonella Enteritidis in EU, increased of 3% since 2014 with
prevalence in layer hens increasing from 0,7% a 1,21% at the same period [89]. In 2016,
Salmonella Enteritidis represented 59% of salmonellosis cases in EU for a total of 94 530
human salmonellosis cases [89], probably associated to the consumption of eggs, egg-
based products and poultry meats [137, 138]. The increasing of prevalence of Salmonella
Enteritidis in layer hens from EU since 2014 (Figure 20) [139], may be explained by
genetic mutations promoting the clonal expansion of lineages through aptitudes for
colonization, replication, resistance and/or virulence.

1.2.b.  Plan and funding

The project ADONIS is supported by the EU member states and managed by the
“rijksinstituut voor volksgezondheid en milieu” (RIVM) and organized in different working
packages (WP). Through a collaboration between ANSES, “statens serum institut” (SSI),
"panstwowy instytut weterynaryjny” (PIWET), | am more precisely involved in the working
package 4 (WP4) dedicated to Salmonella genomics. Together with my supervisor
Michel-Yves Mistou, we proposed a project in 2019 aiming to apply the tool Microbial-
GWAS recently developed by the GAMeR team [102] based on our skills in this discipline
[99, 128]. The objective is to identify mutilations (i.e. genes, SNPs and InDels) associated
with the increasing of incidence of Salmonella Enteritidis in layer hens in EU since 2014
(Figure 20) [139]. Because the egg-based products are suspected to be associated [137,
138] with the human salmonellosis cases in EU [89], | propose to lead the WP4 of the
ADONIS project based on a collection of 400 genomes of Salmonella Enteritidis from
LSAL collection and/or international archives. In the context of this WP4, we plan to recruit
a Master student to package in conda the tool microbial-GWAS [102] and postdoctoral
fellow to collect data and support the advanced genomic analyses.



I1.3. Research project: Evaluation at the genomic scale of hydric sources
causing Salmonella foodborne outbreaks in European Union (Project
FoWaBoSa)

Due to the related scientific context (synth. § 111.3.a), | propose to the reference
project « food and water-borne Salmonella » (FoWaBoSa) (synth. 8 111.3.b).

I11.3.a. Scientific context

The generalist serovars of Salmonella (i.e. multi-animal host) seems to be the origin
of specialist serovars of Salmonella (i.e. mono-animal host) (e.g. Gallinarum and Pullorum
from Enteritidis [101] of specific contemporary lineages from Typhimurium [140]).
Otherwise, Salmonella is the first cause of grouped human infections from food origin in
France, as well as the second cause of human outbreaks from zoonotic origins in EU in
2015 [88], 2016 [89] and 2017 [87], after Campylobacter. In Europe, the human outbreaks
of hydric origins (i.e. tap water, water well) have mainly been associated with norovirus,
other caliciviruses, Shiga-toxin-Producing Escherichia coli or des Campylobacter in 2015
[88], 2016 [89] and 2017 [87]. Nevertheless, human outbreaks caused by Salmonella
have never been associated to hydric origins in EU between 2015 and 2017 (Figure 21).
This situation is completely different in USA. According to the « centers for disease control
and prevention » (CDC), 53% of foodborne outbreaks (FBOs) in USA have been caused
by Salmonella from 2006 to 2017 [141]. Around 32% of these FBOs have been associated
to consumption of contaminated foods [141]. The associated investigations suggest that
irrigation water is a source and vehicle of pathogenic bacteria [141]. After animal
excretion, Salmonella can persist in surface water, lakes and ponds, which are major
sources of irrigation [141]. Salmonella can also internalize itself into secondary vegetable
hosts like tomato and colonize it bypassing immune system [142]. In USA, several FBOs
have been attributed to serovars Newport in tomato (2005) [143] and SaintPaul in pepper
(2008) [144] contaminated by water from ponds used for irrigation. Because of similar
genetic profiles, other Salmonella FBOs in USA have been suspected from hydric origins,
especially for the serovars Thompson (2010, 2012, 2013), Enteritidis (2013) or Javiana
(2012) [145] (Figure 21). Based on the aptitudes of the GAMeR team to reconstruct
phylogenomic histories [96, 97, 99, 101, 102, 104, 118, 120, 128] and assign genomes
to FBOs [92], we plan to estimate genetic proximities between Salmonella genomes from
water for human consumption (i.e. tap water, well water), surface water (i.e. rivers, lakes,
ponds) and food potentially contaminated by hydric origins in Europe or France.

[11.3.b.  Plan and funding

The GAMeR team plan to manage the project FoWwaBoSa in collaboration with the
laboratories Eau de Paris, the Nancy Laboratory for Hydrology as National Reference
Laboratory for “water for human consumption, natural mineral water from springs and
recreational water”, as well as the LSAL unit “Salmonella and Listeria) which is in charge
of a Salmonella epidemiological database called ACTEOLab [147]. Today, this database
ACTEOLab includes several thousands of strains from food and animals, 60 strains from
water for human consumption and 5 000 strains from hydric ecosystems. We plan also to
use the international archives of NGS data (e.g. 226 231 Salmonella records in
Enterobase the 20" August 2019 including 22 562 records with associated NGS data) to
build a genome dataset balanced in terms of geographical origins. We plan to submit this
project FoWaBoSa to ANSES funding calls in collaboration with external laboratories.



« Si chaque découverte entraine plus de questions qu’elle
n’en résout, la part d’inconnu s’accroit a mesure que nos
connaissances augmentent »

Pierre Vathomme

Mémoire d’HDR : La génomique bactérienne en appui a la santé publique Page 86 sur 126



ANNEXES

Annexe 1 : Curriculum Vitae détaillé

Mes activités de recherche vont de la microbiologie conventionnelle aux techniques génomiques, et me permettent
d'appliquer ces compétences en microbiologie alimentaire, évaluation des risques environnementaux, contrfle
d'infections zoonotiques et santé publique.

ETAT CIVIL

Adresse personnelle : Appartement 44, 22 rue Eugéne Renault, 94701 Maisons-Alfort (France).
Adresse professionnelle : ANSES-LSAL-GAMeR, 14 rue Pierre et Marie Curie 94701 Maisons-Alfort (France).
Contacts personnelles : +33 (0) 6 61 90 04 52, nicolas.radomski.phd@gmail.com.
Contacts professionnels : +33 (0) 1 49 77 27 53, nicolas.radomski@anses.fr.
Citoyenneté : Citoyen francais, résident permanant au Canada, vivant en concubinage.
Langues : Francais (maternelle), anglais (lu, écrit, parlé), allemand (lu).

Site internet : http://www.nicolas-radomski.net

ORCID : https://orcid.org/0000-0002-7480-4197

DISCIPLINES/SPECIALITE et COMPETANCE PARTICULIERES

Biologie cellulaire, biologie des populations et écologie, biologie des organismes.

Microbiologie alimentaire, évaluation des risques environnementaux, contrdle d'infections zoonotiques.
Microbiologie conventionnelle, biologie moléculaire, génomique bactérienne.

Génomique bactérienne, statistique, bioinformatique.

FONCTION ACTUELLE

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES).
Laboratoire de sécurité des aliment (LSAL).

Mission génome analyse modélisation risque (GAMeR).

Chargé de projet recherche en génomigue bactérienne.

PARCOURS PROFESSIONNEL

2015 Chargé de projet recherche en génomique bactérienne - Agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES), Laboratoire de sécurité des aliment (LSAL) -
Mission génome analyse modélisation risque (GAMeR) - Maisons-Alfort, France :

Implémentation du séquengage haut débit, construction d’'un réseau Linux de traitement et stockage
des données, formation Linux aux équipes du laboratoire, génomique bactérienne (détection de
variations génétiques, assemblage de novo, mécanismes moléculaires de virulence et d’adaptation aux
hétes, épidémiologie moléculaire, étude d’association, antibiorésistance, mobilome), recrutement et
intégration d’étudiants et collégues tous les 6 mois - M.Y. Mistou (INRA-ANSES).

2015 Assistant en enseignement - Ecole des ponts ParisTech (ENPC) - Parcours d’ingénieur - Marne-la-
(1 mois) Vallée, France :

Théories en génomique bactérienne, utilisation de lignes de commandes sur Linux, paramétrage de
programmes, exécution de programmes, organisation de taches bioinformatiques successives -
F.S. Lucas (LEESU).

2011-15 Postdoctorat - Institut de recherche du centre de santé de l'université de McGill (Rl MUHC) - Montréal
(43 mois) QC, Canada :
Installation de logiciels et programmes de gestion de laboratoire en analyses statistiques, analyses
phylogéniques, comparaisons de séquences et de génomes, gestion de données de séquengage haut
débit, détection moléculaire et quantification de pathogénes mycobactériens durant des infections
expérimentales, développement et application de successions de programmes pour des projets de
séquencage haut débit d’épidémiologie moléculaire de la tuberculose - M.A. Behr (Rl MUHC).

2007-11 Doctorant - Ecole des ponts ParisTech (ENPC) - Laboratoire eau environnement et systémes urbains
(39 mois) UMR MA-102 (LEESU) - Marne-la-Vallee, France :

Installation de laboratoires de bactériologie et biologie moléculaire, harmonisation des méthodes
d’'isolement mycobactérien dans des échantillons environnementaux, développement de méthodes de
guantification par PCR en temps réel, génotypage d’isolats par multilocus sequencing analysis (MLST)
et comparaison de génomes pour améliorer des cibles moléculaires - R. Moilleron, F.S. Lucas (LEESU).
2008-10 Assistant en enseignement - Licence analyse biologique et biochimique (ABB) et master microbiologie

appliquée et génie biologique (MAGB) aux université Paris-Est de Créteil (IUT UPEC) et Paris Diderot
(Paris-Sud) - Créteil et Orsay, France :
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(160
heures)

2010
(3 mois)

2007
(6 moais)

2006-07
(6 mois)

2006
(6 mois)

2005

(2 mois)

2005
(2 mois)

2002-04
(2 ans)

2002
(2 mois)

Chargé de cours, travaux pratiques et travaux dirigés sur la classification, I'identification et la
caractérisation de microorganismes pathogénes (Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
Pseudomonadaceae, Micrococciaceae, Streptococcaceae, Mycobacteriaceae, Nesseriaceae) pour des
étudiants de licence et master - F. Odelin (IUT UPEC), C. Rousseau (IUT UPEC), C. Sola (Paris-Sud).

Stagiaire doctorant - Institut polytechnique de Virginie - Département de biologie (VirginiaTech) -
Blacksburg VA, USA) :

Etude des mycobactéries non-tuberculeuses dans un bassin versant de Virginie par PCR en temps réel,
transfert d'une méthode de quantification par PCR en temps réelle des mycobactéries dans des
échantillons environnementaux, rédaction d’un chapitre de livre - Falkinham Il J.O. (VirginiaTech),
R. Moilleron (LEESU), F.S. Lucas (LEESU).

Stagiaire en master - Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) - Unité de zoonoses
bactériennes (UZB) - Maisons-Alfort, France :

Diversité génétique de Mycobacterium avium d’origines humaine et animale par variable number of
tandem repeats et mycobacterial interspersed repetitive unit (VNTR-MIRU) et restriction fragments
length polymorphism (RFLP) - M.L. Boschiroli (UZB).

Chargé de projets - Institut Pasteur de Lille - Centre de typage moléculaire (IPL-CTM) - Lille, France :
En charge d’audits (Qualité et sécurité), supervision de projets de typage de Listeria monocytogenes
par sérotypage, ribotypage et pulsotypage - J.P. Vincent (IPL-CTM).

Stagiaire en maitrise - Institut Pasteur - Centre de typage moléculaire (IPL-CTM) - Lille, France :
Organisation de la gestion informatique de souchiers de Listeria monocytogenes caractérisé par
sérotypage, ribotypage et pulsotypage - J.P. Vincent (IPL-CTM).

Technicien de laboratoire - Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) - Laboratoire
de sécurité des aliment (LSAL) - Boulogne sur mer, France :

En charge d’analyses : total volatile acid base, Kjeldhal, microbiologie normalisée, random amplified
polymorphism DNA (RAPD), polymerase chain reaction (PCR) - G. Bourdin (LSAL).

Stagiaire en licence - Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments : AFSSA - Laboratoire de
sécurité des aliment (LSAL) - Boulogne sur mer, France :

Etude de la croissance de Listeria monocytogenes dans du saumon par tests de croissance a différentes
températures - G. Bourdin (LSAL).

Technicien hygiéniste - Institut Pasteur de Lille, service de microbiologie et hygiéne alimentaire (ILP-
SERMHA) - Caen, France :
En charge de prélevements (eau et aliments), audits hazard analyses critical control point (HACCP),

interprétation des résultats d’analyse microbiologiques, contrdle de la qualité des huiles - J.P. Vincent
(IPL-SERMHA).

Stagiaire en dipldme universitaire et technologique - Université de Caen - Equipe de recherche en
physico-chimie et biotechnologie (ERPCB) - Caen, France :

Etude de la fermentation de Pseudomonas putida et développement du dosage de sucres et dérivés
acides par high performance liquid chromatography (HPLC) - D. Corroler (ERPCB).

DIPLOMES

2007-11

2006-07

2004-06

Doctorat en sciences et techniques - Université Paris-Est (UPE), Ecole des ponts ParisTech (ENPC)
(Champs sur Marne, France) - UMR MA-102 Laboratoire eau environnement et systémes urbains
(LEESU) :

Installation de laboratoires de microbiologie, veille bibliographique, développements analytiques et
applications sur matrices réelles, rédaction de publications scientifiques et de rapports d’activités,
communication en congrés internationaux et nationaux, enseignement, bactériologie, biologie
moléculaire, bioinformatique, tests paramétriques et non-paramétriques.

Master en santé publiqgue (4®m¢/86), mention qualité et gestion des risques sanitaires et
environnementaux, spécialité sécurité alimentaire - Université de Lille (Loos, France) - Institut lillois
d’'ingénierie de la santé (ILIS) :

Evaluation des risques chimiques et microbiologiques, référentiels qualité, management.

Titre d’ingénieur maitre, maitrise (62™/33) et licence (9¢m¢/34) en biotechnologies et bioindustries -
Université du littoral céte d’opale (ULCO)- Institut universitaire et professionnelle en qualité des procédés
agroalimentaires et halieutiques (IUP QPAH) :

Microbiologie et physico-chimie analytique, biologie moléculaire, fermentation, génie des procédés,
analyse de composantes principales, modéles prédictifs.




2000-02 Dipléme universitaire et technologique en génie biologique (10m¢/28), option industries alimentaires
et biologiques (IAB) - Université de Caen - Institut universitaire et technologique (IUT) en génie biologique
(GB) de Caen (Caen, France) :

Chimie, microbiologie, biologie moléculaire, physiologie, histologie, statistique fondamentale.

2011-14

2013

FORMATIONS QUALIFIANTES

Qualification aux fonctions de maitre de conférences des universités (Paris, France) : Section 65
biologie cellulaire (N°14265227300, 05/02/2014), Section 67 biologie des populations et écologie
(N°12267227300, 08/02/2012), Section 68 biologie des organismes (N°12268227300, 26/01/2012).

Certificat de sélection du Québec (Montréal, Canada) : CNP 4122 Assistant d'enseignement et
recherche postsecondaire (N°C0005780756, 23/04/2013).

2018
(4 jours)
2018
(3 jours)
2017-2018
(6 jours)
2015-2019
(6 jours)
2017
(3 jours)
2017
(2 jours)
2006-2019
(14 ans)

AUTRES FORMATIONS

Langage Python (Bordeaux, France) : CNRS Formation

Principes de programmation, codage itératif et objet, codage collaboratif, applications BioPython.
Bases de données et langage SQL pour non-informaticiens (Paris, France) : ORSYS
Modéle de la base de données, principales et fonctions SQL, développements de requétes SQL.
Statistique et langage R (Maisons-Alfort, France) : Ecole de 'ADN

Méthodes avancées de traitement des données, représentations graphiques complexes.
Phylogénie moléculaire (Maisons-Alfort, France) : BioSciences and Co

Modeles d’évolution, maximum de vraisemblance, modéles Bayésiens, horloges moléculaires.
Encadrement de doctorants (Maisons-Alfort, France) : Adoc Métis

Analyse des risques, gestion des co-encadrements, comités de suivi, intégrité scientifique.
Risques biologiques, flux et alertes (Maisons-Alfort, France) : ANSES

Nomenclature des risques en laboratoires, procédures d’'urgence, extinction d’'incendie, secours.

Bioinformatique : gestion de donnée (Bash, Python), base de données (SQL, XML), site web
(Dreamweaver, Nvu), taxonomie (Bionumerics, BioEdit, MEGA, Best, MrBayes, RAXML, 1Q-Tree),
statistique (R, JMP, Statgraphics), conception d’amorces et sondes moléculaires (AllellD, Becon
designer), comparaison de génomes (SPAdes, MinH, MeDuSa, GapCloser, FastQC, Integrated
Genome viewer, Burrows-Wheeler Aligner, Bowtie 2, Genome Analyser Tool Kit, Picard, Samtool,
UnifiedGenotyper, HalotypeCaller, MycoHit).

2018-2019
(24 mois)

2016-2019
(36 mois)

2015-2019
(41 mois)

2014-15
(14 mois)

CONCEPTION, REALISATION ET CONDUITE DE PROJETS DE RECHERCHE

Programmes de recherche (Maisons-Alfort, France) : Collaboration européenne (plusieurs pays) du
projet ‘risk and disease burden of antimicrobial resistance’ (RaDAR, one health european joint project
(EJP), grant #773830) - Participation aux conception et réalisation - Base de données exhaustives de
plasmides complétement assemblés, description des populations de plasmides bactériens (Articles en
cours).

Programmes de recherche (Maisons-Alfort, France): Collaboration nationale (ANSES et INRA)
concernant le projet ‘Méthode automatique de typage bactérien par pangénome et variants alléliques a
partir de séquencgage a haut débit’ (grant #Typautobac) - Conception, soumission et réalisation - Etudes
d’association et ontologie de génes a I'échelle pangénomique, décryptage de I'adaptation a I'héte de
Salmonella sur la base de données de séquengage haut débit (2 Articles).

Programmes de recherche (Maisons-Alfort, France) : Collaboration européenne (plusieurs pays) des
working package 4 et 7 financées par le projet ‘collaborative management platform for detection and
analyses of re-emerging and foodborne outbreaks in Europe’ (COMPARE, Horizon 2020, grant
#643476) - Participation aux conception et réalisation - Installation du séquencage haut débit et de la
génomique bactérienne, développement d’'un outil d’assemblage de novo (ARTwork), développement
d'un outil d’identification de variants du coregénome (iVARcall2), installation d’'un réseau Linux
d’analyse et stockage de données, formation Linux des collegues du laboratoire, application a
Salmonella, Listeria, Clostridium, Bacillus et Staphylococcus (9 Articles).

Subventions postdoctorales (Montréal, Canada) : Collaboration institutionnelle (plusieurs laboratoires
de l'institut) financée par I'institut de recherche du centre de santé de I'université de McGill (Rl MUHC)
(9 000 $ CAN net) et des fonds de recherche en santé Québec (FRQS) (30 000 $ CAN net) dans le
cadre du projet ‘Tuberculosis in Nunavik’ (grant #29836) - Participation aux conception, soumission et
réalisation - Installations et développements d’analyses en génomique bactérienne, décryptage de
I'évolution de Mycobacterium tuberculosis causant des épidémies dans le Nunavik au Canada (2
Articles).




2011-13
(29 mois)

2007-11
(39 mois)

2007
(6 mois)

Subventions postdoctorales (Montréal, Canada) : Collaboration institutionnelle (plusieurs laboratoires
de Tlinstitut) financée par linstitut de recherche du centre de santé de [l'université de McGill
(50 250 $ CAN net) et des fonds de recherche en santé Québec (FRQS) (60 000 $ CAN net) dans le
cadre du projet ‘Tuberculosis in Nunavik’ (grant #26274) - Participation aux conception, soumission et
réalisation - Installations et développements d’analyses en génomique bactérienne, développement
d’outils pour diagnostiquer la maladie de Crohn, décryptage de la perte de virulence de Mycobacterium
tuberculosis (2 Articles).

Allocation doctorale et monitorat d’enseignement (Marne-la-Vallée, France): Collaboration
nationale (LEESU, ENPC, Eau de Paris, APHP) financée par I'Ecole des ponts ParisTech (65 139 € net)
et l'université Paris-Est de Créteil (UPEC) (6 640 € net) dans le cadre du projet ‘Sources des
mycobactéries non-tuberculeuses dans les bassins versants’ porté par le ‘programme interdisciplinaire
de recherche sur I'eau et I'environnement du bassin de la Seine’ (PIREN-Seine), I'observatoire des
polluants urbains (OPUR) et la ville de Paris (grant #CRECEP-STEA) - Conception, soumission et
réalisation - Développement de méthodes bactériologique et moléculaire, identification des sources de
Mycobacterium dans I'environnement, comparaison de génomes pour améliorer les cibles moléculaires
(5 Articles).

Allocation de stage de master (Maisons-Alfort, France) : Collaboration nationale (INRA et AFSSA)
financée par le ‘veterinary network of laboratories researching into improved diagnosis and
epidemiology of mycobacterial diseases’ (VENoMYC), 'INRA and 'AFSSA (grant #AIP P00297) -
Réalisation - Description de la diversité génétique par typage moléculaire conventionnel, association de
la spécificité d’hote de Mycobacterium avium (1 Article).

COLLABORATIONS ET PARTENARIATS SCIENTIFIQUES

Période Recherche de partenaires  Etablissement de partenariats Montage de conventions
2015-2019 Partenariats pour developper INRA-ANSES (M.Y. Mistou) Convention ANSES-INRA
(5 ans) des analyses en génomiques |\ ra (M. Mariadassou) Typautobac (Méthode automatique
appliguées a Salmonella, ) de typage bactérien par
Listeria,  Staphylococcus, NRA (H. Chiapello) pangénome et variants alléliques a
Bacillus et Clostridium INRA (P. Velge) partir de séquencage a haut débit)
2011-2015  partenariats pour étudier des RIMUHC (M.A. Behr) Institut de recherche du centre de
(5ans)  épidémies humaiines de M.B.Reed (RI MUHC) santé de luniversit¢ de McGill
Mycobacterium tuberculosis VirginiaTech (J.0. Falkinham) (RI MUHC) et fonds de recherche
dans le Nunavik Paris Sud (C. Sola) en santé Québec (FRQS)
2007-2011 . Programme interdisciplinaire de
(5 ans) Partenariats pour étudier les LEESU (F. .Lucas, R. M0|Ileron) recherche sur l'eau et
sources des mycobactéries Eau de Paris (L. Moulin) I'environnement du bassin de la
non-tuberculeuses dans les CNR Mycobactéries (E. Cambau) Seine (PIREN-Seine) et
bassins versants AFSSA-UZB (M.L. Boschiroli) observatoire des polluants urbains
(OPUR)
CONTACTS DES REFERENCES
Dr Michel-Yves Mistou INRAE-ANSES
Dr Mahendra Mariadassou INRAE Dr Emmanuelle Cambau AP-HP
Dr Héléne Chiapello INRAE Dr Maria Laura Boschiroli ANSES-UZB
Dr Philippe Velge INRAE Dr Joseph O. Falkinham 1 VirginiaTech
Dr Marcel A. Behr RI MUHC Dr Franck Biet INRAE-UR1282
Dr Michael .B. Reed RI MUHC Dr Cécile Rousseau IUT UPEC
Dr Christophe Sola Paris Sud Francoise Odelin IUT UPEC
Dr Régis Moilleron LEESU Dr Graziella Bourdin ANSES-LSAL
Dr Francoise Lucas LEESU Jean-Pierre Vincent IPL-CTM-SERMYA
Dr Laurent Moulin Eau de paris Dr David Corroler ERPCB




ENCADREMENTS D’ETUDIANTS

- . . - Thématique Taux .
Période Niveau Mois  Stagiaire Nat. (Ecole - Université) (%) Articles
2017-2019 PhD 36 Méryl FR Génomique bactérienne 100 1
Vila Nova (Ecole Doctorale ABIES)
2019 Master 2 6 Marie-Noel LB Phylogénie des Salmonella 100 0
Mansour (Chimie alimentaire - St. Joseph de Beyrouth)
2018 Master 2 6 Kévin FR Etude d’association large de génomes 100 1
La (Biologie Informatique - Paris Diderot)
2018 PhD 12 Lena DE Bioinformatique et rédaction 20 1
Fritsch (Ecole Doctorale ABIES)
2017-2018 PhD 48 Abakabir- TD Bioinformatique appliquée a Clostridium 40 1
Mahamat (Ecole Doctorale ABIES)
2017-2018 PhD 36 Yann FR Bioinformatique appliquée a Salmonella 40 3
Sévellec (Ecole Doctorale ABIES)
2016 Master 2 6 Méryl Vila FR Algorithme de détection de variants fixés 100 1
Nova (Génomique Inform. Mathém. Santé - Paris
Saclay)
2015 Licence 2 1 Audrey FR Littérature sur les taux d’évolution 100 0
Artignan (Génétique Humaines - Univ. College de
London)
2013-14 PhD 24 RobynS. CA Phylogeénie et identification de SNPs 20 2
Lee (Epidémiologie - Université McGill)
2014 Master 1 6 Trevor CA Gestion des données haut-débit 15 0
Tarakjian (Epidémiologie - Université McGill)
2013 Master 1 6 Andrei RO Méthode de détection de Leifsonia 40 0
Dan (Epidémiologie - Université McGill)
2012 Licence 1 3 Jeremy CA Extraction d’ADN mycobactériens 10 0
Dabor (Epidémiologie - Université McGill)
2011 Médecine 24 Louis FR Travaux en laboratoire 10 1
Kreitmann (Médecine - Université de Lille)
2010 Master 1 6 Yacine AG Quantification de Mycobacterium 80 0
Boudali (Sciences Génie Env. - Université Créteil)
2009 Master 2 6 Laetitia FR Quantification de E. coli et Enterococcus 20 1
Betelli (Sciences Génie Env. - Université Créteil)
ANIMATION DE LA RECHERCHE
Co-organisation de séminaires
Période Laboratoire - Institut Sujet Fréquence
Débat autour de la bioinformatique et de la
2015-19 GAMEeR - LSAL - ANSES génomique (DEBUG) ouvert en interne et externe 3-4 mois
de l'agence
Séminaire de laboratoire sur le avancées des
2011-15 Behr Lab - R MUHC travaux de différentes unités de recherche de 2-3 mois
linstitut
Représentant des doctorants, en charge des
2007-11 LEESU - UMR MA102 séminaires de doctorant et rapports de conclusions 3-4 mois

des conseils de laboratoire

Appartenance a des sociétés savantes

Société francaise de bioinformatique (SFBI).

Société chimigue américaine (ACS).

Société francaise de microbiologie (SFM).

Société francaise de mycobactériologie (MycoClub).
Association frangaise d’écologie microbienne (AFEM).




Organisation de comités de thése

Membres des deux comités de theése de la doctorante Méryl Vila Nova (2017 et 2018) :
Pr. Héléne Chiapello (INRA, Unité de mathématiques et informatique appliquées, Toulouse).
Arnaud Felten (ANSES, Génome analyse Modélisation risque, Maisons-Alfort).

Valentin Loux (INRA, Plateforme de bioinformatique MIGALE, Jouy-en-Josas).

Pr Philippe Velge (INRA, Infectiologie et santé publique, Nouzilly).

Pr Daniel Wilson (John Radcliffe Hospital, Microbiology department, Oxford).

Membre de jurys de thése de Doctorat

Année Role Etudiant en thése Université Sujet de thése

Adaptation génomique de

2019 Examinateur Damien Richard Université de La Réunion o S
Xanthomonas citri pv. citri
. . Université de Toulouse Ill - Dynamiques d’évolution de Listeria
2018 Examinateur Franck Cerutti Paul Sabatier monocytogenes
Membre de comités de thése de Doctorat
Période Nombre Etudiant en thése Université Sujet de these
Diversité génomique de
2017-2018 2 Maéllys Kevin Paris-Est (UPE) Francisella tularensis d’origine

humaine et animale

Critique éditorial pour des journaux scientifiques

Microbial Genomics (1 éval. depuis 2019).

Frontiers in Microbiology (2 éval. depuis 2018).

Infection, Genetics and Evolution (1 éval. depuis 2015).

Environmental Science and Technology (1 éval. depuis 2014).

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease (2 éval. depuis 2014).

PloS One (5 éval. depuis 2013).

Journal of Clinical Microbiology (12 éval. depuis 2012).

Applied and Environmental Microbiology (4 éval. depuis 2011).

Journal of Environmental Science and Health (2 éval. depuis 2011)

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (2 éval. depuis 2011).
Letters in Applied Microbiology (5 éval. depuis 2011).

Journal of Applied Microbiology (2 éval. depuis 2011).

Journal of Medical Microbiology, section Clinical Microbiology and Virology (2 éval. depuis 2010).

SEJOURS DE COURTE DUREE DANS DES LABORATOIRES DE RECHERCHE

2010 Subvention de mobilité internationale (Marne-la-Vallée, France) : Collaboration internationale (Ecole
(3 mois) des ponts ParisTech et institut polytechnique de virginie) financée par I'université Paris-Est (5 000 € net)
dans le cadre du projet ‘Sources des mycobactéries non-tuberculeuses dans les bassins versants’ -
Conception, soumission et réalisation - Transfert technologique d’'une méthode de quantification
moléculaire de Mycobacterium dans I'environnement (1 Chapitre de livre).

PARTICIPATION A DES CONGRES COMME AUDITEUR

Printemps des territoires : 6 juin 2019 a Paris (France).

Genome microbial identifier #11 (GMI) : 18 au 20 mars 2018 & Genéve (Suisse).

Pathobiome 2018 : 18 au 20 mars 2018 a Ajaccio (France).

Genome microbial identifier #10 (GMI) : 15 au 17 mai 2017 a Cabo San Lucas (Mexique).

Genome microbial identifier #11 (GMI) and Food and Agriculture Organization : 24 au 27 avril 2016 & Rome (ltalie).
Pathobiome 2015 : 24 au 26 juin 2015 & Maisons-Alfort (France).

ENSEIGNEMENTS

Année Niveau Nature Discipline Volume (eq. TD)
2015 Ingénierie TP-TD Workflow bioinformatique 16 h
2010 Licence TP-TD Microbiologie médicale 64 h
2009 Master Cours Outils analytiques en épidémiologie 3h
2009 Licence TP Microbiologie générale 64 h

2008 Licence TP Microbiologie générale 30h




VALORISATION DE LA RECHERCHE

Publications internationales

Douarre P.E., Mallet L., Radomski N., Felten A. and M.Y. Mistou. Analysis of COMPASS, a new comprehensive
plasmid database. 2020, under submission.

Bonis M., Felten A., Payraud S., Dijoux A., Mallet L., Radomski N., Mistou M.Y., Firmesse O., Hennekinne J.A. and
S. Herbin. Characterization of Bacillus thuringiensis isolates associated to Foodborne Outbreaks in France from 2007
to 2017. 2020, under submission.

Palma F., Brauge T., Radomski N., Mallet L., Felten A., Mistou M.Y., Brisabois A., Guillier L. and G. Midelet-
Bourdin. Dynamics of mobile genetic elements of Listeria monocytogenes persisting in ready-to-eat seafood
processing plants in France. 2020, BMC Genomics, 21(1): 130, doi: 10.1186/s12864-020-6544-x (IF 2017 : 3.730).

Vila Nova M, Durimel K., La K., Felten A., Bessiéres P., Mistou M.Y., Mariadassou M. and N. Radomski. Genetic
and metabolic signatures of Salmonella enterica subsp. enterica associated with animal sources at the pangenomic
scale. 2019, BMC Genomics, 20(1): 814, doi: 10.1186/s12864-019-6188-x (IF 2017 : 3.730).

Radomski N. T, Cadel-Six S. T (f equal contribution), Cherchame E., Felten A., Barbet P., Palma F., Mallet L.,
Le Hello S., Weill F.X., Guillier L. and M.Y. Mistou. A simple and robust statistical method to define genetic
relatedness of samples related to outbreaks at the genomic scale - Application to retrospective Salmonella foodborne
outbreak investigations. 2019, Frontiers in Microbiology, 10(2413): 1-13, doi: 10.3389/fmicb.2019.02413 (IF 2017 :
4.019).

Abakabir Mahamat A., Radomski N., Delannoy S., Djellal S., Lenegrate M., Hadjab K., Fach P., Hennekinne J.A.,
Mistou M.Y. and O. Firmesse. Large-scale genomic analyses and toxinotyping of Clostridium perfringens implicated
in foodborne outbreaks in France. 2019, Frontiers in Microbiology, 10(777): 1-14, doi: 10.3389/fmicb.2019.00777 (IF
2017 : 4.019).

Sévellec Y., Felten A., Radomski N., Granier S.A., Le Hello S., Petrovska L., Mistou M.Y. and S. Cadel-Six. Genetic
diversity of Salmonella Derby from poultry sector in Europe. 2019, Pathogens, 8(2): piiE46,
doi: 10.3390/pathogens8020046 (IF 2019 : 3.520).

Fritsch L., A. Felten, F. Palma, J.F Mariet, N. Radomski, M.Y. Mistou, J.C. Augustin and L. Guillier. Insights from
genome-wide approaches to identify variants associated to phenotypes at pan-genome scale: Application to
L. monocytogenes ability to grow in cold conditions. 2018, International Journal of Food Microbiology, 291(16): 181-
188, doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2018.11.028 (IF 2017 : 3.451).

Sévellec Y., M.L.Vignaud, S.A.Granier, R.Lailler, C.Feurer, S.L.Hello, M.Y Mistou and S. Cadel-Six
(acknowledgment L. Guillier and N. Radomski). Polyphyletic nature of Salmonella enterica serotype derby and
lineage-specific host-association revealed by genome-wide analysis. 2018, Frontiers in Microbiology, 9(891): 1-13,
doi.org/10.3389/fmicb.2018.00891 (IF 2017 : 4.019).

Sévellec Y., S. A. Granier, N. Radomski, A. Felten, S. Le Hello, C. Feurer, M. Y. Mistou and S. Cadel-Six. Complete
genome sequence of Salmonella enterica subsp. enterica serotype Derby, associated with the pork sector in France.
2018, Microbiology Resource Announcements, 7(12): e01027-18, doi: 10.1128/MRA.01027-18 (IF 2017 : 1.180).

Felten A., M. Vila Nova, K. Durimel, L. Guillier, M.Y. Mistou and N. Radomski. First gene-ontology enrichment
analysis based on bacterial coregenome variants: insights into adaptations of Salmonella serovars to mammalian-
and avian-hosts. 2017, BMC Microbiology, 17(222): 1-20, doi.org/10.1186/s12866-017-1132-1 (IF 2015 : 2.960).

Henri C., P. Leekitcharoenphon, H.A. Carleton, N. Radomski, R. S. Kaas, J. F. Mariet, A. Felten, F. M. Aarestrup,
P. G. Smidt, S. Roussel, L. Guillier, M.Y. Mistou and R.S. Hendriksen. An assessment of different genomic
approaches for inferring phylogeny of Listeria monocytogenes. 2017, Frontiers Microbiology, 8(2351): 1-13,
doi.org/10.3389/fmicb.2017.02351 (IF 2016 : 4.076).

Felten A., L. Guillier, N.Radomski, R.Lailler, M.Y.Mistou and S. Cadel-Six. Genome Target Evaluator
(GTEvaluator): a workflow exploiting genome dataset to measure the sensitivity and specificity of genetic markers.
2017, PLoS ONE, 12(7): e0182082, doi: 10.1371/journal.pone.0182082 (IF 2015 : 4.411).

Lee R.S. T, N. Radomski T (f equal contribution), J.F. Proulx, I. Levade, B.J. Shapiro, F. Mcintosh, H. Soualhine,
D. Menzies and M.A. Behr. Population genomics of Mycobacterium tuberculosis in the Inuit. 2015, Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, PNAS, 112(44): 13609-13614,
doi: 10.1073/pnas.1507071112 (IF 2014 : 9.674).

Wang J., F. McIntosh, N. Radomski, K. Dewar, R. Simeone, J. Enninga, R. Brosch, E.P. Rocha, F.J. Veyrier and
M.A. Behr. Insights on the emergence of Mycobacterium tuberculosis from the analysis of Mycobacterium kansasii.
2015, Genome Biology and Evolution, 7(3): 856-870, doi: 10.1093/gbe/evv035 (IF 2013 : 4.532).

Lee R.S. T, N. Radomski T (T equal contribution), J.F. Proulx, J. Manry, F. McIntosh, F. Desjardins, H. Soualhine,
P. Domenech, M.B. Reed, D. Menzies and M.A. Behr. Re-emergence and amplification of tuberculosis in the
Canadian Arctic. 2015, Journal of Infectious Diseases, pii(jiv011): 1-10, doi: 10.1093/infdis/jiv0O11 (IF 2013 : 5.778).




Domenech P., A. Rog, J. Moolji, N. Radomski, A. Fallow, L. Leon-Solis, J. Bowes, M.A. Behr and M.B. Reed. The
origins of a 350-kilobase genomic duplication in Mycobacterium tuberculosis and its impact on virulence. 2014,
Infection and Immunity, 82(7): 2902—-2912, doi 10.1128/1A1.01791-14 (IF 2012 : 4.074).

Radomski N., A. Roguet, F.S. Lucas, F.J. Veyrier, E. Cambau, H. Accrombessi, R. Moilleron, M.A. Behr and
L. Moulin. atpE gene as a new useful specific molecular target to quantify Mycobacterium in environmental samples.
2013, BMC Microbiology, 13(277): 1-12, doi: 10.1186/1471-2180-13-277 (IF 2012 : 3.104).

Radomski N., L. Kreitmann, F. Mclntosh and M.A. Behr. The critical role of DNA extraction for detection of
mycobacteria in tissues. 2013, PLoS ONE, 8(10): e78749, doi: 10.1371/journal.pone.0078749 (IF 2012 : 3.703).

Radomski N., L. Betelli, R. Moilleron, S. Haenn, L. Moulin, E. Cambau, V. Rocher, A. Goncgalves and F.S. Lucas.
Mycobacterium behavior in wastewater treatment plant, a bacterial model distinct from Escherichia coli and
enterococci. 2011, Environmental Science & Technology, 45(12), 5380-5386, doi: 10.1021/es104084c (IF 2009 :
4.630).

Radomski N., F.S. Lucas, R. Moilleron, E. Cambau, S. Haenn and L. Moulin. Development of a real-time qPCR
method for detection and enumeration of Mycobacterium spp. in surface water. 2010, Applied and Environmental
Microbiology, 76(21), 7348-7351, doi: 10.1128/AEM.00942-10 (IF 2009 : 3.686).

Radomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron and F.S. Lucas. Comparison of culture methods for
isolation of nontuberculous mycobacteria from surface waters. 2010, Applied and Environmental Microbiology,
76(11), 3514-3520, doi: 10.1128/AEM.02659-09 (IF 2009 : 3.686).

Radomski N., V.C. Thibault, C. Karoui, K. de Cruz, T. Cochard, C. Gutiérrez, P. Supply, F. Biet and M.L. Boschiroli.
Genotypic diversity of Mycobacterium avium subspecies from human and animal origins, studied by MIRU-VNTR
and 1S1311 RFLP typing methods. 2010, Journal of Clinical Microbiology, 48(4), 1026-1034,
doi: 10.1128/JCM.01869-09 (IF 2009 : 4.162).

Graziella Midelet-Bourdin, Stéphanie Copin, Guylaine Leleu and Pierre Malle (acknowledgment Céline Sart, Mylene
Gobert, Nicolas Radomski and Rémi Cappelaere). Determination of Listeria monocytogenes growth potential on
new fresh salmon preparations. 2010, Food Control, 21(10), 1415-1418,
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2010.03.009 (IF 2010 : 2.812).

Publications nationales

Radomski N. Sources des mycobactéries non-tuberculeuses dans les bassins versants. Thése de doctorat en
sciences et techniques de l'environnement. Soutenance : 28 février 2011 sous la direction de Régis Moilleron -
Université Paris-Est (UPE), doi: 10.13140/2.1.3436.6401 (http://www.theses.fr/15836869X).

Communications orales

Douarre P.E., Mallet L., Radomski N., Felten A. et M.Y. Mistou. Global analysis of beta-lactams resistant plasmids
(EN): 15¢ congres national de la société francaise de microbiologie (SFM): 30 septembre au 2 octobre 2019 a Paris
(France).

Vila Nova M., Durimel K., La K., Felten A., Bessieres F., Mistou M.Y., Mariadassou M. et h*N. Radomski.
Adaptation to animal sources of Salmonella enterica subsp. enterica at the pangenomic scale (EN): Food Safety
WGS: 26 au 28 mars 2019 a Paris (France) et IWBBIO: 9 au 10 mai 2019 a Grenade (Espagne) et JOBIM : 2 au 5
juillet 2019 a Nantes (France).

kRadomski N., Cadel-Six S., Cherchame E., Felten A., Barbet P., Vignaud M.L., Mallet L., Le Hello S., L. Guillier et
M.Y. Mistou. A simple and robust statistical method to define genetic relatedness of samples related to outbreaks at
the genomic scale - Application to retrospective Salmonella foodborne outbreak investigations (EN): COMPARE
general meeting (Work packages WP4 et WP7): 27 février au 01 mars 2019 a Lyngby (Danemark).

kFelten A., M. Vila Nova, K. Durimel, L. Guillier, M.Y. Mistou et N. Radomski. Metabolic processes mainly impacted
by fixed coregenome variants during adaptations of Salmonella serovars to mammalian- and avian-hosts (EN):
COMPARE meeting (Work packages WP4 et WP7): 22 au 23 mai 2018 a I'institut Robert Koch de Wernigerode
(Allemagne).

Radomski N., S. Cadel-Six, E. Cherchame, S.L. Hello, L. Guillier et M.Y. Mistou. Foodborne outbreak (FBO)
investigations: Is there a faster method than growing a tree? (EN): COMPARE general meeting (Work packages
WP4 et WP7) : 28 février au 2 mars 2018 a Lyngby (Danemark).

hRadomski N. Développements Bioinformatiques : Génomique bactérienne a 'ANSES et premiers résultats
COMPARE sur Salmonella Typhimurium en France (EN) : Réunion générale COMPARE (Work packages WP4 et
WP?7) : 1 au 2 mars 2017 a Rotterdam (Pays-Bas).

*hRadomski N. R.S. Lee et M.A. Behr. Inférence de I'évolution in natura de Mycobacterium tuberculosis pendant un
siécle de transmissions (EN) : Phylogénie Intégrative du 1°" Congrés "Réseau de Systématique / Muséum national
d'Histoire naturelle" (R-Syst / MNHN) : 12 au 14 septembre 2015 in Versailles-Grignon (France).




Radomski N., R.S. Lee et M.A. Behr. Evolution de Mycobacterium tuberculosis pendant un siécle de transmissions
(EN) : DEBUG-5 de I'agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail : 10
septembre 2015 a Maisons-Alfort (France).

h*Radomski N., R.S.Lee, J.F.Proulx, F.MclIntosh, H. Soualhine, P. Domenech, M. Reed, D.Menzies, et
M. A. Behr. Diversité, évolution et distribution de Mycobacterium tuberculosis au Nunavik (EN) : Centre international
sur la tuberculose de McGill ;: 18 juin 2014 a Montréal (Canada).

kRadomski N. et M.A. Behr. Identification a 'aveugle de SNPs par séquencage haut débit de génomes : Description

d’épidémie(s) de tuberculose chez les Inuits (EN) : Centre international sur la tuberculose de McGill : 15 janvier 2014
a Montréal (Canada).

kRadomski N. et M.A. Behr. Le role critique de I'extraction d’ADN pour la détection des mycobactéries dans les
tissues (EN) : 1¢ Journée annuelle des jeunes chercheurs du centre international sur la tuberculose de McGill : 19
juin 2013 & Montréal (Canada).

Radomski N. Ecologie, Physiologie, Evolution, Epidémiologie et interactions hote-bactérie d’Actinobacteria
pathogénes majeures: Les mycobactéries (FR) : Séminaire de laboratoire a UMR 7267 Ecologie et biologie des
interactions, Equipe microbiologie de I'eau de I'université de Poitiers : 14 mai 2013 a Poitiers (France).

hRadomski N. et M.A. Behr. Quantification de Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP) dans des tissues :
extraction d'ADN, PCR en temps-réel versus méthode de culture (EN) : 5ém réunion Canadienne annuelle sur MAP :
11 au 13 octobre 2012 a Banff (Canada).

Radomski N. Ecologie, physiologie, évolution, et interactions hotes-pathogene d'Actinobactéries majeures : Les
mycobactéries : Séminaire de laboratoire a UMR 5557 Ecologie microbienne de l'université Claude Bernard (FR) :
22 mai 2012 a Lyon (France).

*Radomski N., L. Betelli, R. Moilleron, S. Haenn, L. Moulin, E. Cambau, A. Pruden, J.O. Falkinham I, V. Rocher,
A. Goncalves, et F.S. Lucas. Sources et comportements des mycobactéries non-tuberculeuses dans les bassins
versants (FR) : Congrés du programme Interdisciplinaire de recherche sur I'eau de la Seine : 7 au 9 février 2011 &
Paris (France).

*Mouchel J.M., J. Passerat, K. Ouattara, P. Servais, S. Ayrault, C. Priadi-Rianti, C. Gourlay, E. Uher, [...], J. Eurin,
F. Alliot, A. Desportes, C. Bourges, M. Chevreuil, G. Varrault, Y. Louis, C. Lorgeoux, et N. Radomski. La riviére a la
traversée de la ville : le temps de pluie dans l'agglomération parisienne (FR): Congrés du programme
interdisciplinaire de recherche sur I'eau de la seine : 7 au 9 février 2011 a Paris (France).

*Radomski N., S. Haenn, R. Moilleron, F.S. Lucas, E. Cambau, et L. Moulin. Développement de méthodes de
guantification des mycobactéries non-tuberculeuses dans I'eau de la Seine par bactériologie et biologie moléculaire
(FR) : Congrés du programme interdisciplinaire de recherche sur I'eau de la Seine : 27 au 28 janvier 2010 a Paris
(France).

*Radomski N., V. Thibault, C. Karoui, K. De Cruz, T. Cochard, C. Gutiérrez, P. Supply, F. Biet, et M.L. Boschiroli.
Diversité génétique de souches de Mycobacterium avium spp. d’origines humaine et animale par caractérisation
MIRU-VNTR et 1IS1311 RFLP (EN, FR) : 30¢me congrés annuel de la société européenne de mycobactériologie : 5
au 8 Juillet 2009 a Porto (Portugal) et 11¢me Journée de mycobactériologie de langue francaise : 15 au 16 octobre
2009 a Bandol (France).

Radomski N., F.S. Lucas, E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, et R. Moilleron. Etude des sources des mycobactéries
atypiques dans le bassin de la Seine a Paris (FR) : Congrés de I'association francophone d’écologie microbienne :
Méthodes de culture des bactéries non-cultivables : 16 au 17 Juin 2008 a Banyuls (France).

*Gourlay-Francé C., S. Ayrault, M. Chevreuil, A. Da Silva, J. Eurin, P. Labadie, F. Lucas, [...], N. Radomski,
V. Rocher, P. Servais, E. Uher, G. Varrault et J.M. Mouchel. Contamination microbiologique et chimique en Seine a
la suite d'un rejet urbain de temps de pluie (FR) : Congrés du programme interdisciplinaire de recherche sur I'eau de
la Seine : 5 au 6 février 2009 a Paris (France).

* Actes de congrés (n = 8). 4 Invitations dans des congrés internationaux (n = 9). # Prix de congrés (n = 1).
Communications affichées

Palma F., Brauge T., Radomski N., M.Y. Mistou, A. Brisabois, L. Guillier et Midelet-Bourdin G. Eléments génétiques
mobiles a travers les complexes clonaux de Listeria monocytogenes contaminant les industries de transformation
des produits de la mer en France (EN) : Réunion générale COMPARE (Work packages WP4 et WP7) : 27 février au
01 mars 2019 a Lyngby (Danemark).

Vila Nova M., K. La, A. Felten, K. Durimel, P. Bessieres, M.Y. Mistou, M. Mariadassou et N. Radomski. Adaptations
aux hoétes de serovars de Salmonella enterica spp. enterica décryptées par la premiére étude d’association
génomique implémentant les génes accessoires et variants du coregénome (EN) : 16 au 18 mai 2018 a Genéve
(Suisse).

*Felten A., M. Vila Nova, K. Durimel, L. Guillier, M.Y. Mistou et N. Radomski. Premiére analyse d’enrichissement
d’ontologie de génes basée sur des variants du coregénome bactérien : A travers I'adaptation des mammiféres et




aviaires aux sérovars de Salmonella (EN): Journées ouvertes en biologie, informatique et mathématiques (JOBIM) :
3-6 juin 2017 a Lille (France) et Bioinformatiques des algorithmes aux applications (BIATA) : 1 au 5 ao(t 2017 a
St. Petersburg (Russie).

*y*Radomski N., R.S.Lee, F.Mcintosh, P.Domenech, M. Reed, D.Menzies et M.A. Behr. Evolution de
Mycobacterium tuberculosis dans la natura: Cas unique du Nunavik, Québec (EN) : Initiatives pour la santé
mondiale, Club de la faculté McGill : 3 novembre 2014 a Montréal (Canada).

Felten A., L. Guillier, N. Radomski, M.Y. Mistou, R. Lailler, et S. Cadel-Six. Genome Target Selector : Estimation de
la spécificité et sensibilité¢ de cibles moléculaires basée sur des séquences de génomes bactériens (EN) : 11éme
Réunion international sur les marqueurs épidémiologiques microbiens (IMMEM XI). Navigation des génomes
microbiens. Une conférence ESCMID - ESGEM : 9 au 12 mars 2016 a Estoril (Portugal).

*h#Lee R.S., N. Radomski, J.F. Proulx, J. Manry, F. Mcintosh, F. Desjardins, H. Soualhine, P. Domenech, M. Reed,
D. Menzies et M.A. Behr. Réémergence et amplification de la tuberculose dans I'Arctique Canadien (EN) : Initiatives
pour la Santé Mondiale de la faculté McGill : 3 novembre 2014 & Montréal (Canada).

hLee R.S., N. Radomski, F. Mcintoch, F. Desjardins, H. Soualhine, J.F. Proulx, D. Menzies et M.B. Behr. Le
séquencage complet de génomes révele des épidémies multiples de TB dans un village Canadien (EN) : La 18éme
conférence de l'union des régions Nord-Américaines « Plus forts ensemble pour stopper TB » du laboratoire a la
clinique : 27 février au 1°" mars 2014 a Boston (USA).

*jLucas F.S., N. Radomski, A. Roguet, E. Cambau, R. Moilleron, M.A. Behr, et L. Moulin. Les méthodes de
détection pour I'étude des mycobactéries non-tuberculeuses dans les systémes aquatiques sous pression du
changement global (EN) : Congrés EMBO SAME13 : 8 au 13 septembre 2013 a Stresa (ltalie).

Moulin L., S. Haenn, S. Dubrou, J.L. Gaillard, N. Radomski, E. Cambau, B. Welté, et M. Joyeux. Etude de la
diversité des mycobactéries atypiques du systéme de distribution de I'eau (FR) : 27¢me congres annuel sur I'eau de
Eau de Paris : 24 au 28 février 2012 a Paris (France).

*jRadomski N., E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, R. Moilleron, et F.S. Lucas. Détection des mycobactéries non-
tuberculeuses dans I'eau de surface : Comparaison des méthodes de culture (EN, FR) : 30 congrés annuel de la
société Européenne de mycobactériologie: 5 au 8 juillet 2009 a Porto (Portugal) et 11¢™¢ Journée de
mycobactériologie de langue francaise : 15 au 16 octobre 2009 & Bandol (France).

*jLucas F.S., N. Radomski, E. Cambau, L. Moulin, S. Haenn, et R. Moilleron. Quantification des mycobactéries
non-tuberculeuses dans I'eau de surface (FR) : Développement de cibles moléculaires : congrés annuel de la société
Européenne de mycobactériologie : 5 au 8 juillet 2009 a Porto (Portugal).

*Radomski N., S. Haenn, R. Moilleron, F.S. Lucas, E. Cambau, et L. Moulin. Développement d’'une méthode de
biologie moléculaire pour quantifier les mycobactéries non-tuberculeuses dans 'eau de surface (FR) : Congrés du
Programme Interdisciplinaire de Recherche sur 'Eau de la Seine : 5 au 6 février 2009 & Paris (France).

* Actes de congrés (n = 8). }§ Invitations dans des congres internationaux (n = 6). # Prix de congrés (n = 2).

Chapitre d’ouvrage

Radomski N., R. Moilleron, F.S.Lucas and J.O. Falkinham Ill. Challenges in environmental monitoring of
pathogens: Case study in Mycobacterium avium (2011) Current Research, Technology and Education Topics in
Applied Microbiology and Microbial Biotechnology (In.), A. Méndez-Vilas (Ed.), (2), 1551-1561.

Brevets

Cadel-Six S., A. Felten, P. Fach, L. Guillier, N. Radomski, M.Y. Mistou et R. Lailler. ANSES - Laboratoire de sécurité
des aliments (Unité SEL / Mission GAMeR / Plateforme IdentyPath). Algorithme de sélection de kmers sensibles et
spécifique a I’échelle génomique et vérification des cibles moléculaire par PCR haut débit pour identifier les sérovars
de Salmonella. 2018 (en cours d’examen).

Récompenses

2014 Prix de congrés (Montréal, Canada): Centre international sur la tuberculose de McGill :(Oral,
18/06/2014) et initiatives pour la santé mondiale (Poster, 03/11/2014).

2012 Thése de doctorat classée parmi les 48 meilleurs de 2011 (Paris, France) : Institut des sciences et
technologies (ParisTech), Université Paris-Est (UPE).




Annexe 2 : Liste des établissements pouvant établir des relations conventionnelles
avec I’agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement
et du travail (ANSES)

Agence de l'environnement et de la maitrise de I'énergie

Agence nationale de sécurité des médicaments et des produits de santé
Agence nationale pour I'amélioration des conditions de travalil

Bureau de recherches géologiques et minieres

Caisse centrale de la mutualité sociale agricole

Centre international de recherche agronomique pour le développement
Centre national de la recherche scientifique

Centre scientifique et technique du batiment

Institut national de recherche en sciences et technologies pour I'environnement et
I'agriculture

Commissariat a I'énergie atomique et aux énergies alternatives

Ecole des hautes études en santé publique

Ecole nationale vétérinaire de Maisons-Alfort

Ecole nationale vétérinaire de Toulouse

Ecole nationale vétérinaire, agroalimentaire et de l'alimentation, Nantes-Atlantique

Institut d'enseignement supérieur et de recherche en alimentation, santé animale,
sciences agronomiques et de I'environnement

Institut de recherche pour le développement
Institut des sciences et industries du vivant et de I'environnement
Institut francais de recherche pour I'exploitation de la mer

Institut francais des sciences et technologies des transports, de 'aménagement et des
réseaux

Institut national du cancer
Institut national de la recherche agronomique

Institut national de recherche et de sécurité pour la prévention des accidents du travail
et des maladies professionnelles

Institut national de la santé et de la recherche médicale
Institut national de I'environnement industriel et des risques
Institut de radioprotection et de slreté nucléaire

Institut Pasteur

Laboratoire national de métrologie et d'essais

Office national de I'eau et des milieux aquatiques

Santé publique France
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Annexe 3 : Organigramme hiérarchique de I’agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail

(ANSES) au 1°" avril 2019

Agence comptable
Cyril POIGNARD

Roger GENET
Directeur général

Directrice cabinet : N.

Chef cabinet : Marthe-Louise BOYE

Pole Affaires générales

Agathe DENECHERE
Directrice générale adjointe

Mission Hygiéne,
Sécurité, Sareté
Emilien BROUSSAL / Sylvie ZINI

Direction de la Qualité

et de I'Audit interne
Directrice :
Céline MARCOU-CHERDEL

Mission Appui

au Pilotage Stratégique
Cathenne RIGOULOT / Céline CHATEAU

Direction
des Ressources Humaines
Directrice : Isabelie TILLY-BECKER

Direction

des Affaires juridiques
Directrice : Manuelle VERTOT

Direction de I'’Administration
et des Finances
Directeur : Sébastien TAUPIAC

Direction Technique
et Informatique
Directeur : Pleme-Yves LETOURNEL

Poéle Produits Réglementés

Frangoise WEBER
Directrice générale déléguée

Direction de I'Evaluation
des Produits Réglementés

Directrice :
N.

Direction des
Autorisations de Mise
sur le Marché
Directrice :
Marie-Chnistine DE GUENIN

Agence Nationale
du Médicament Vétérinaire

Directeur :
Jean-Piemre ORAND

Pole Sciences
pour 'Expertise

Pr Gérard LASFARGUES
Directeur général délégué

Mission Sciences sociales,
Expertise et Société
Benoit VERGRIETTE

Direction des alertes
et des vigilances sanitaires
Directnice : Juliette BLOCH

Direction du financement
de la recherche
et de la veille scientifique
Directrice : Armelle DEGEORGES

Direction de I'évaluation
des risques
Directeur : Matthieu SCHULER

Pole Recherche
et Référence

Gilles SALVAT
Directeur général délégué

Direction de la Stratégie
et des Programmes
ir: N CANIVET
Laboratoire de Fougéres
Directeur : Pascal SANDERS

Laboratoire Hydrologie Nancy

Directeur : Jean-Frangois MUNOZ
Laboratoire de Lyon

Directeur : Laurent LEMPEREUR

Lab. Ploufragan-Plouzané-Niort
Directeur : Nicolas ETERRADOSS!

Lab. Rage & Faune Sauvage
Dirednice: Elodie MONCHATRE-LEROY

Lab. de santé animale
de Maisons-Alfortetde Dozulé
Directeur : Pascal BOIREAU

Lab. Santé des Végétaux
Directeur : Philjppe REIGNAULT

Lab. Sécu. Aliments MA/Boulogne
Directeur : Laurent LALOUX

Laboratoire de Sophia-Antipolis
Directeur : Richard THIERY
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Annexe 4 : Plaquette de présentation des trois plateformes d’épidémiosurveillance et de leurs acteurs sous I'égide du ministére des
solidarités et de la santé et du ministere de I'agriculture et de I'alimentation

La plateforme d’épidémiosurveillance en santé animale couvre tout danger\

\

sanitaire ayant ou pouvant avoir un impact sur la santé animale et/ou
la santé publique (zoonoses), et pour lequel une surveillance est

souhaitable ou requise chez les animaux, a I'échelon de tout
ou partie du territoire national. Cela concerne les animaux ‘
d’élevage, de compagnie ou de sport, ainsi que |a faune sauvage. '
Depuis sa création fin 2011, la Plateforme ESA a été mobilisée sur les '

Trois plateformes
d'épidémiosurveillance

épizooties qui ont touché le pays (par ex. maladie de Schmallenberg, fiévre
catarrhale ovine, influenza aviaire hautement pathogéne), les dangers sanitaires
enzootiques (par ex. tuberculose bovine) ou qui le menacent (par ex. peste porcine
africaine). En 2018, une vingtaine de dangers sanitaires faisaient partie de programme
d’activité de la Plateforme ESA dans différentes filieres de production (ruminants,
porcs, volailles, abeilles). Une veille sanitaire en santé animale est opérationnelle | « Une seule santé »

‘\\depuis 2013 et met en ligne un bulletin hebdomadaire de veille. l

Membres des trois plateformes d'épidémiosurveillance

SCA Platform ‘

Ces plateformes rassemblent, dans un mode d’organisation public-privé a gouvernance
partagée, 'ensemble des acteurs impliqués dans la surveillance des dangers sanitaires :
Etat et représentants de ses délégataires pour cette mission, organismes d'appui
scientifique, instituts techniques agricoles, représentants des agriculteurs et des
professionnels des filieres de production, de transformation, de distribution et de
restauration. Le partenariat public-privé permet d’optimiser les actions et les colts de
la surveillance, par un partage de ressources, de compétences et d'outils dans un
objectif commun de protection de la santé animale, végétale et humaine.

anses L}

D @cirad

< Gos
i ‘

ESV Platform
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La surveillance des dangers sanitaires, microbiologiques et chimiques, et la mise en
ceuvre de dispositifs de détection rapide d’émergences doivent étre menées de
maniére harmonisée et coordonnée entre les trois domaines, tant les similarités sont
importantes et les interactions nombreuses, direc via I'envir t et via
les aliments. La nécessaire mise en de i es et de compé e
contribue ainsi a construire une stratégie nationale pour |'épidémiosurveillance en
phase avec le concept One Health (« Une seule santé »).

’ A cette fin, une organisation inter-plateformes a été instaurée afin de
favoriser les synergies et la continuité dans les collaborations entre

4

Développer une culture collective commune aux différents domaines, sur des
notions et concepts transversaux par nature (concept One Health, qualité des
données, etc.).

Les objectifs de cette organisation sont :

Identifier les problématiques sanitaires nécessitant la mise en ceuvre de dispositifs
de surveillance intégrée entre les différents domaines.

Mettre en oeuvre les collaborations nécessaires sur ces problématiques
transversales évaluation des dispositifs de surveillance, développements
d’indicateurs sanitaires de 'amont a l'aval, production de tableaux de bord partagés
de la situation sanitaire, etc.

Mutualiser des développements technologiques, de procéder & des partages
d’expérience, a des transferts de savoir-faire, de compétences, ou de technologies.

l Une cellule de coordination inter-plateformes, rassemblant les équipes
de coordination des trois plateformes, a été constituée pour décliner et mettre
en ceuvre ces différents objectifs.

Le champ d'action de la plateforme d'épidémiosurveillance en %
végétale couvre potentiellement tout danger sanitaire ou

Potetorme phénomeéne phytosanitaire ayant ou pouvant avoir un impact
ESV sur [|'état sanitaire des végétaux, et les effets non
intentionnels des pratiques agricoles sur I'environnement. Elle

mobilise les acteurs de la surveillance en appui aux responsables de
dispositifsde surveillance sur des sujets méthodologiques (structuration des

plans de surveillance officielle suite au nouveau réglement européen sur la santé
des végétaux), I'amélioration des bilans sanitaires annuels et des thématiques
sanitaires d'intérét prioritaire pour la surveillance (en 2019 : Xylella fastidiosa,
nématode du pin, dépérissement du vignoble). Des groupes de travail techniques
et multi-partenaires sont constitués sur ces différents sujets. Une équipe
opérationnelle mixte Inra-Anses apporte un appui scientifique et technique a ces

travaux et se chargera d’activités transversales (site web et travaux exploratoires
pour une veille sanitaire internationale par exemple). /

La plateforme de surveillance de la chaine alimentaire inclut tous les
stades de la chaine alimentaire et tous les dangers (biologiques,

chimiques ou physiques) susceptibles d'étre présents dans

Platelorme les denrées d'origine animale et végétale, et pouvant
SCA représenter un risque pour I'Homme. L'alimentation
animale est également incluse dans le périmétre de la

plateforme. Dans une approche fondée sur la collaboration, les

interactions et le consensus, la Plateforme SCA mobilise des acteurs de

la production, de la transformation et de la distribution, ainsi que de la santé
humaine. Des groupes de travail sont actuellement constitués pour ceuvrer a
'optimisation de la surveillance des Salmonella en filiére fromage au lait cru, ainsi
qu'al’amélioration des dispositifs de surveillance des Salmonella tout au long de la
chaine (GT Ondes), et notamment a I'abattoir avec la mutualisation des résultats
d’autocontrdles. La Plateforme SCA ouvrira prochainement des travaux sur la veille

sanitaire intemationale, sur la surveillance des dangers chimiques et dangers

microbiologiques autres que Salmonella, ainsi que sur la qualité des données de
surveillance en transversalité avec les deux autres plateformes.
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Annexe 5: Mandats de laboratoire national de référence (LNR : cercle blanc) et
laboratoire de référence de l'union européenne (LRUE : cercle noir) des sites
Maisons-Alfort (MA) et Boulogne-sur-Mer (BsM) du laboratoire de sécurité des
aliments (LSAL) organisé en départements, unités et missions transversales (")

Mandats de LNR (o) et LRUE (o) dans les équipes

Unités ou Missions

Départements (lieu)

Salmonella
Staphylocoques a
coagulase positive

Listeria
monocytogenes
Vibrio
Botulisme aviaire

Anisakidae
Antibiorésistance

Pesticides

(alimentaires)
Pesticides
(monorésidus)
Métaux lourds
Biotoxines marines

Histamine

Unité Salmonella,

E. Coli, Listeria (MA) °
Unité

Staphylocoques, o

Bacillus, Clostridies °
(MA)

Unité Laboratoire
central des services o o
vétérinaires (MA et * *

BsM) T

Contaminants Unité Virus
microbiologiques entérigues (MA)
des aliments  ission identification
et typage des o o
agents pathogénes ° °
MA) T
Mission
antibiorésistance o o o o o
MA) T
Mission génome
analyse o o
modeélisation risque ° °
MA) T

Unité bactériologie

et parasitologie des
produits de la péche o o o
et de 'aquaculture

(BsM)

Unité physico-chimie

des produits de la

péche et de
l'aquaculture (BsM)

Unité biochimie des

produits aquatiques
(BsM)

Produits de la
péche et de
'aquaculture

Unité pesticides et

. biotoxines marines o o o
Contaminants (MA)
chimiques des L
aliments Unité (?Iements
traces métalliques et o
minéraux (MA)
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Annexe 6 : Note d’organisation de la mission génome analyse modélisation risque
(GAMeR) - LSA-NO-0023 - LSA-MM-0001 - Manuel Qualité A

anses L}

|

Note d’organisation

Organisation fonctionnelle de

la mission « Genome Analyse Modélisation Et Risque »

W NRE

données omiques.

ORGANISATION FONCTIONNELLE ....
MODE DE FONCTIONNEMENT .........
ORGANIGRAMME FONCTIONNEL.....

Entité émettrice La.zboratoire.de Sécurité des Aliments
Sites de Maisons-Alfort et de Boulogne-sur-Mer
o Réorganisation de la mission Mod AQR, de ses APPROBATION

Nature de la modification L, , L

activités et de sa dénomination. Date : 12/02/2016
11:53:48

Personnel du laboratoire

Diffusion pour application Laurent LALOUX
Direction des laboratoires (DL)

Sommaire
OBJECTIFS DE LA MISSION

1. Objectifs de la mission

RN

La mission rassemble des compétences dans la mise en ceuvre des méthodes bio-
informatiques et statistiques d'analyse des données omiques associée a une expertise dans le
domaine de la modélisation du risque microbiologique dans les aliments. Ses objectifs sont
rassemblés ci-dessous sans ordre de priorité.

1 - Accompagner les composantes du laboratoire dans leurs projets de détection, typage et
caractérisation des microorganismes pathogénes alimentaires fondées sur l'analyse des génomes.

2 - Faire évoluer les modéles utiles a 'appréciation de |'exposition des consommateurs aux
dangers microbiologique, a l'attribution des sources, a la relation dose-réponse. Intégrer les

Anses
LSAI - LSAn

NOTE D'ORGANISATION GAMeR LSA-NO-0023
(LSA-MM-0001 - Manuel Qualité A)

Révision

01

12

Date

12/02/2016

Seuls la version informatique et les exemplaires en diffusion contrélée font foi.
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3 - Développer une recherche de haut niveau dans le domaine de la génomique/transcriptomique
des bactéries pathogenes alimentaires, a travers le support des projets portés dans les équipes du
laboratoire et en définissant son propre programme de recherche.

4 - Faire diffuser I'expertise en analyse des données omiques au sein du laboratoire par des
actions d'animation et de formation. La mission pourra également contribuer aux actions au niveau
national initiée par la plate-forme nationale de séquencgage. Assurer la veille technologique dans
ses domaines de compétence.

2. Organisation fonctionnelle

La mission est intégrée au département des contaminants microbiologiques des aliments et est
dirigée par le chef de ce département. Elle est sollicitée par I'ensemble des composantes du
laboratoire (départements, unités, missions, plate-forme) a travers une fiche projet.

La mission maintien des liens étroits avec la plateforme nationale de séquengage de
Ploufragan afin d'optimiser les ressources humaines et techniques en bio-informatique a I'agence,
mais également pour |'utilité¢ des échanges entre experts. Elle s'attachera a participer activement a
un réseau Anses si d'autres bio-informaticiens devaient rejoindre I'agence.

Elle s'implique dans les actions d'animation scientifique du groupe DEBUG sur le site de
Maisons-Alfort.

Elle contribue et participe a |a réalisation de I'analyse quantitative des risques mise en place au
sein de groupe de travail ou de saisine coordonnée par la DER. Son intervention pour les activités
de référence (LNR, LRUE) ou les saisines s'effectuent sous la coordination du chef de la mission
« coordination de la référence ».

| 3. Mode de fonctionnement

La mission travaille en mode projet. Une fiche est remplie par le porteur du projet. Une réunion
permet d'évaluer les moyens techniques, humains a mettre en ceuvre et de définir le niveau
d'implication de la mission ainsi que I'horizon temporel des projets.

La mission est impliquée dans des projets portés par au laboratoire ou a 'Anses mais peut
également développer des partenariats

La mission est composée de quatre scientifiques, la publication scientifique représente une
valorisation essentielle de ses activités. Le potentiel de valorisation des projets par les
publications constitue un critére important a prendre en compte dans les phases initiales de
discussion avec les porteurs de projet. On échangera également sur |'éventuelle présence des
membres de la mission comme auteurs.

Une réunion des membres de la Mission est organisée bimensuellement.

4. Organigramme fonctionnel
Cf. organigramme GAMeR

Anses NOTE DORGANISATION GAMeR LSA-NO-0023 Révision | 01
LSAI - LSAn (LSA-MM-0001 — Manuel Qualité A) Date 120212016

Seuls la version informatique et les exemplaires en diffusion contrélée font foi.
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Annexe 7 : Outil « genotype evaluator » (GTEvaluator) développé par la mission
génome analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du laboratoire de sécurité
des aliments (LSAL) pour estimer la justesse (spécificité et senbilité) de cibles
moléculaires a I’échelle génomique [95]

. list of genomes (FASTA files)
target list @ with their associated sub-group

GTSelector

Matrix: for each genome
1 if target is present, otherwise 0

:ﬁIeName group L1A-B nheA |
IBa:illus_cereus_AH187.fasta Bacillus_cereus 0 0
IBa:illus_cereus_DI?.fasta Bacillus_cereus

0
IBa:iIIus_cereus_FM'.'—?E.fasta Bacillus_cereus 1
Bacillus_cereus_G9842.fasta Bacillus_cereus 1
Bacillus_thuringiensis_MC28.fasta Bacillus_thuringiensis 0
0
1
1

GTSelector_matrixMaker
Pattern finder (EMBOSS fuzznuc)

Bacillus_thuringiensis_Bt407.fasta Bacillus_thuringiensis
IBa:illus_thuringiensis_HD—??l.fasla Bacillus_thuringiensis
Bacillus_thuringiensis_HD-789.fasta  Bacillus_thuringiensis

GTSelector_statistic
Compute Se/Sp and distance

T
_______________________ -+
| Bacillus_thuringiensis \ e *y

| target Se Sp distance} i

| nheA 0619 087 0.4026 | wels 4

I L1A-B 0.81 0.609 0.4347 ! f + +

|
|
|
|
target Se Sp distance }

'L1A-B 0.391 0.19 1.0134}
\theA 0.13 0.381 1.0677 |

|
|
| Bacillus_cereus
|
|
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Annexe 8 : Outil « genotype finder » (GTFinder) développé par la mission génome
analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du laboratoire de sécurité des
aliments (LSAL) pour identifier des kmers caractéristiques (spécifiques et
sensibles) de sous-ensembles de génomes [91]

o @O O

clustermg
I extraction of
represenlatlve k-mers

15t step
redundancy filtration

— 80%id ——G, \\ e T——
unmapped non-targeted
SIS /\.x >
" Gb ol /’

P B  specific k-mers

mapped o
k-mers targeted -mers
- /\ m

2m step
specificity filtration

9
/“

totally specific
and sensitive
k-mer

3 step
sensitivity filtration

sensitive k-mers

k-mers
=0

—— 98% id —— — G,

‘:'... ..,77 \

o I. - ——

E '-‘..;.:.’f ........ > —/\_ targeted
ai= — / genomes most sensitive
Qe k-mer
"o
= A = .
£ 5 __/—\ — G combinations
= £ —

£

£ S
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Annexe 9 : Outil (A) « Pairwise foodborne outbreaks » (Pairwise-FBO) et principe
statistique (B) développés par la mission génome analyse modélisation risque
(GAMeR) au sein du laboratoire de sécurité des aliments (LSAL) pour assigner des
génomes a des toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) sur la base de tests
non-parameétriques (Kolmogorov-Smirnov, Wilcoxon-Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis) comparant les différences par pairs de SNPs (avec ou sans
recombinaisons : SNP-1 et SNP-2), genes, kmers et alleles (cgMLST et wgMLST)
[92]

Genomes
A (g)

@

% E I _SNPS'_I SNPS‘? Accessory genes kmers Alleles \
£ E (including (excluding (orthologous) (Jacquard) (cgMLST or wgMLST)
O recombination events) recombination events)

[ % L T | T || T l
_ . , “iVARCall2’ ‘Roary’ v , R g

S e iVARCall2 +¢ClonalFrameML’ +‘roary_to_pairwise’ QuickPhylo Bionumerics

= e -

sz & - -

ERy B8ie. C 2 o ° e .

= _ s Dy, s Dy D; . @ By Paz e

= &E‘ L — | @ o0, B D D ) DL, Dy Doy Das 9 DL, Diz " Do " Duri Dan

= °= o @ Gor G Y Ot e G G o 0 o X G

© 1 |

‘matrix2association’
<~
TR [ }
Z 8 o P g P o P g P o P
£ = 9 Pz 92 P2 9 Pz g: P2 9: Pz
a® df — O Ps 95 Ps 9 P g Ps 95 Py
s 7 - g . . . P
Z = Lo P . . P
" = 9 Pn G Pn 9% Pn G P % P
[ =]
null hypothesis HO with « risk
B = the tested strain is related to the outbreak
(i.e. absence of significant differences)
I
2, Wilcoxon Kolmogorov Kruskal-
_ 'lf% outbreak test set rank-sum -Smirnov Wallis
gl %%}‘ (ie. TS) (i.e. median values) (i.e. distributions) (i.e. mean ranks)
‘?»c,o

g2 OC‘J, genome g3: outbreak 2

p > o (HO conserved)

(positive control: C+)

> absence of significant differences

> genome g3 is considered as related to the outbreak

= o=
— LN

6 1 9 p < a (HO rejected)
g 2 7 = presence of significant differences
\ J => genome g5 is considered as unrelated to the outbreak
nomes g1 92034526 4 8



Annexe 10 : Outil « Phylogeny fixed variants » (PhyloFixedVar) développé par la
mission génome analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du laboratoire de
sécurité des aliments (LSAL) afin d’identifier les variants du coregénome (SNPs
and InDels), homoplastiques ou non-homoplastiques, fixés aux nceuds de
inférence phylogénomique d’une population clonale ou panmictique, puis les
voies métaboliques principalement enrichies par « gene ontology enrichment
analysis » (GOEA) [101]

Input:

@ annotated variants
@ phylogenetic inference

@ PhyloFixedVar @ GetGOxML @ EveryGO
O O
Identification of GOSlimer_XML
groups at each node GO-term DB Gration GOWalker

Enrichment analysis

Selection of Se and Sp GOxML
variants Prokaryotic GO-terms .
GOView

Identification of homoplastic Graphical representation
variants s




Annexe 11 : Outil « microbial genome wide association study » (microbial-GWAS)
développé par lamission génome analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du
laboratoire de sécurité des aliments (LSAL) afin d’identifier les mutations (génes
accessoires et variants du coregénome provenant d’événements de
recombinaisons homologues ou non) associées a un trait phénotypique binaire
dans une population clonal ou panmictique par « genome wide association study »
(GWAS) [102]

Input:

List of annotated variants
List of variants without
recombination events

Annotations of each
genomes

. Reference genome

Phenotype file ﬁ
@ Phylogenomic tree

~ @ binary @ panGWAS @ coreGenVarNb
Gene absence / presence >

@ List of variants l—

FJ[EJ

Eo

ey

VariantoGene()
Number of variants per gene

Main()
Gemma execution @ overlmpacted
VCFtoBinary() Functions() phyper()
microbial-GWAS Convert VCF file in to Population structure Genes over impacted by
binary file correction, association and variants
formatting

View() .

Clustering representation COI‘I‘IpI'EdRESUltS
AllResults()
Summarizes all GWAS
related results in a single
table




Annexe 12 : Outil « fast gene ontology enrichment study » (fastGOES) développé
par lamission génome analyse modélisation risque (GAMeR) au sein du laboratoire
de sécurité des aliments (LSAL) afin d’identifier les voies métaboliques
principalement enrichies par « gene ontology enrichment analysis » (GOEA) [102]

Input:
E directed acyclic
°b9 graph

idmapping

gene |IDs from sample

gene |IDs from
universe

%
@ map @ trimv @ enrich

map.mksubset() trim.mksubset() enrich.launchGOEA()
Subset of gene identifiers Retains prokagotlc and Wrap enrich.R
manageFiles.sh non-obsolete GO-terms

Gene identifiers — GO- from the obo file

Akl trim.trim() enrich.R
. rim.trim Counts GO-terms in sample
@ fastGOEA ' mg&py functions > Retains prokazoﬁc and > and universe and perform

erms — sample non-obsolete GO-terms the hypergeometric test
GO-terms — universe from sample and universe
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Annexes

Annexe 13: Procédures de soumission d’échantillons a la mission génome
analyse modélisation risque (GAMeR) mises en place entre 2014 et 2019 pour
appliquer le séquencage haut débit, 'assemblage de novo et l'identification de
variants de génomes bactériens

Genome
anses \._) Procédures NGS LSAL 2019 @ﬁaﬁ.’:’m
Demandeur Correspondant  Secrétariat GAMeR ICM

Protocole MAPA

Accord du chef d'U
avec avis d’urgence*® Priorité Trello
Mail d’intention LSAL Prép. lignes tableau
Nom de projet
Extraction des ADNg
Controle qualité
Gel
Fluorimétrie
Spectrométrie
Tableau NGS MAPA*

Verrouillage lignes plaq
Numéro de plaque Maj Trello
Demande de devis*

Devis
Commande
Bon de commande
Autorisation envoi
Pas d’envoi sans bon
de commande validé
Envoi coursier*
Plaque Mail Presta
Bon de commande
Accuse
Protocole externe + Séquencage*

Accord du chef d'Ul

avec avis d’'urgence* Priorité Trello
Nom de projet

Tableau NGS externe

Récupération FTP*
Intégration stockage*
Archivage devis
Enregistrement

Qualiac ‘service fait’
Controle données
Artwork
Insertion Base
Notification

Correspondants NGS : Deborah Merda (SBC), Maroua Sayeb (SEL), Emeline Cherchame (SEL)
IDs et noms de projets : alphanumeériques (AZ, az, 09, _), sans accent, sans espace, maximum 16
caracteres. Le caractéres - (tiret) est déconseillé pour la suite des analyses. Interdictions (feuille 2) ?!1. »'(}=+
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Accord Chef d’Unité

Mail du chef d'U
Contenu: un bon pour accord, le nom du projet, le nombre d'échantillons, et le statut d'urgence siil
y alieu. Destinataires: membres GAMeR + demandeur + correspondant NGS.

Tableau NGS MAPA

Les données de controles des extractions d'ADNg sont enregistrées dans I'onglet ‘Controls’ du
fichier NGS_MAPA.xIsx qui est unique et incrémenté en échantillons.

Les images de gels sont stockées dans le dossier NGS_gels au format .jpg et nommeées
« NuméroGel_InitialesOpérateur_DateExtractionAAA.MM.JJ_commentairePerso » ( <100 Ko par
fichier). Le numéro de gel DOIT étre sur 3 chiffres, avec Os si besoin. Ex: 003_CK_2019.02.21_test.jpg

Contréle qualité et spécifications du partenaire de séquencage

Spécifications du partenaire de Séquen;age - Méthode de mesure des ratios de pureté de I'’ADN :
- Contenant des échantillons : Plaques de 96 puits ou Spectrométrie
tubes - Pureté de I'ADN & 260/280 nm requise : Proche de 2.0
- Eluant requis de reconstitution de I'ADN : Eau -Pureté de I'ADN & 260/230 nm requise : Proche de 2.0
- Méthode de mesure de la concentration en ADN: - Preuve sur gel de I'intégrité de I'ADN extrait : Requis
Fluorimetrie - Modalités d’expédition des échantillons : Echantillons
- Quantité d’ADN minimale requise : 50ng réfrigérés et expédition
- Concentration d’ADN minimale requise : Pas de par voie postale
prérequis - Procédure de récupération des données : ftp

Devis commande

* un numéro de plaque est assigné dans NGS_MAPA xIsx
+ Demande de devis émise au partenaire MAPA contenant gels + tableau compressés
* Une commande est formulée dés réception du devis

Envoi coursier

L'unité envoie par la poste (4°C) au partenaire de séquencage du MAPA a ladresse suivante
accompagnés du bon de commande incluant les numéros de plaque et de devis. Llenvoi doit étre
accompagné d’un mail a Yannick Marie en demandant un accusé de réception

Pour Yannick Marie - Marché Anses MAPA-16A000026 - Plateforme de Génotypage-Séquencage -
Institut du Cerveau et de la Moelle épiniére (ICM) - Hopital de la Salpétriére - 47 boulevard de
I'Hopital - 75013 Paris.

AUCUNE PLAQUE NE DOIT ETRE ENVOYEE SANS BON DE COMMANDE

Séquengage 2-32 échantillons 5-10 jours 96-192 échantillons 10-15 jours

FTP et intégration

Intégration stockage : incorporation des reads dans le systéme soit dans le dossier
« MAPA » soit « externe ». Dans MAPA, créer un sous-dossier portant le nom de
plaque (1 seul dossier par plaque). Dans externe, créer un dossier de la date au
format AAAA.MM.JJ

Un script réutilisant le tableau NGS (MAPA ou externe) et le dépots de reads sera
développé.
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« Les gens font rarement ce en quoi ils croient. Ils font
ce qui est convenable, puis ils regrettent »

Bob Dylan
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RESUME

En vue d’'une affiliation a I'école doctorale agriculture, alimentation, biologie,
environnement, santé (n°0581), le présent mémoire a été rédigé en vue de I'obtention de
I'habilitation a diriger des recherches auprés de l'université Paris-Est, université dans
laquelle j'ai obtenu mon doctorat et enseigné la microbiologie.

En application de la loi du 26 janvier 1984 sur I'enseignement supérieur et de I'arrété
du 23 novembre relatif a I'habilitation a diriger des recherches, cette derniere
« sanctionne la reconnaissance du haut niveau scientifigue du candidat, du caractere
original de sa démarche dans un domaine de la science, de son aptitude a maitriser une
stratégie de recherche dans un domaine scientifique ou technologique suffisamment
large et de sa capacité a encadrer de jeunes chercheurs ». D’aprés l'arrété du 25 mai
2016 relatif a la formation doctorale, un chercheur ayant une habilitation a diriger des
recherches a le droit de participer a la désignation du directeur de son I'école doctorale,
examiner comme rapporteur des travaux de thése de doctorat et étre responsable de

'encadrement d’une ou plusieurs théses de doctorat.

Les découvertes de la microscopie au XVII¢™e siécles, les travaux en bactériologie
et parasitologie au XIXé™e siécle, I'essor de la biologie moléculaire au XX®Me siécle, ainsi
que la révolution des disciplines omiques au XXI™¢, ont permis a la microbiologie d’aider
a résoudre une succession de crises sanitaires qui ont frappé '’humanité depuis le
néolithique jusqu’a nos jours. La crise sanitaire contemporaine est fortement liée a la
nécessité de nourrir 9,7 milliards d’humains d’ici 2050 selon I'organisation des nations
unies. Pour cette raison, les gouvernances en santé publique nationale, continentale et
internationale d’aujourd’hui se basent sur les technologies les plus avancées, notamment
le séquencage de génomes complets, pour contrdler et prévoir les épidémies, ainsi
qu’apporter des solutions de protection aux populations.

Docteur en science et technique et 'environnement de I'école des ponts ParisTech
en 2011, jai réalisé ma thése de doctorat a l'université Paris-Est de Créteil en
collaboration avec les laboratoires Eau de Paris, I'assistance publique hopitaux de Paris
et I'institut polytechnique VirginiaTech aux Etats-Unis. Entre 2011 et 2014, jai mené ma
recherche comme postdoctorant a l'institut de recherche du centre de santé de
luniversité de McGill au Canada. Depuis 2015, je mets en place la génomique
bactérienne dans le cadre de la mission « génome analyse modélisation risque » du
laboratoire de sécurité des aliments de I'agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du travail.

Mon environnement de travail orienté vers une numérisation globale des données
de santé publigue nécessaire a l'implémentation de la génomique par les acteurs
concernés est en adéquation avec ma carriére personnelle orientée vers 'amélioration
continue des pratiques analytiques dans les différents domaines d’application de la
microbiologie. Je propose donc dans ce mémoire un programme de recherche visant a
apporter des solutions en sécurité alimentaire sur la base de mes travaux alliant la
bactériologie, la biologie moléculaire et la génomique bactérienne.

Dans le contexte actuel d’'une crise sanitaire de I'alimentation et d’une révolution
technologique dans le domaine du séquencage, I'obtention d’une habilitation a diriger des
recherches me permettra de poursuivre I'implémentation de la génomique bactérienne
en sécurité alimentaire via des collaborations nationale et internationale, des recherches
de financements, des encadrements de thése de doctorat, des valorisations de mes
travaux et des animations de la recherche.



