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CONSULTATION NUTRITION

Explorer le microbiote par séquencage métagénomique

Les scientifiques pressentent limportance des microbiotes sur la santé humaine et animale. Explorer ces
flores est extrémement utile pour la médecine et la nutrition. Ici aussi, on parle d'écologie, de symbiose, de
biodiversité et de respect de I'équilibre. Découvrez les méthodes utilisées pour dévoiler les habitants de notre

planéte « CORPS ».

Attention | ¢a vole haut |

Le Microbiote

Qu flore est dune extréme complexité : composé essentiellement de bactéries mais également d autres microorganismes comme des
archées, des protozoaires, des champignons. .. Tout dépend de sa situation : intestin, peau, certains orifices. . .
Ne serait-ce qu'au sein du systeme digestif, la composition varie beaucoup.

Esophagus pH <4.0

Bactéroides, gemello, Megasphaera,
Pseudomanas, Prevotella, Rothia sps,
Streptococcus, Veillonella

Colon ph <5-57

Bacteroides, Clostridium, Prevotella,
Porphyromanas, Eubacterium,
Ruminococcus, Streptococcus,
Enterobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Peptostreptococcus,
Fusobacteria

Cecum pH 5.7

Lachnospira, Roseburia, Butyrivibrio,
Ruminococcus, Fecalibacterium,
Fudobacteria

Stomach pH <4.0

Streptococcus, Lactobacillus, Prevotello,
Enterococcus, Helicobacter pymori

Small intestine ph 5-7

Bacteroides, Clostridium, Streptococcus,
Lactobacillus, Protecbacteria,

Enterococcus

Source : Jandhyala SM, Talukdar R, Subramanyam C, Vuyyuru H, Sasikala M, and Reddy DN. Role of the normal gut microbiota. World Journal
of Gastroenterology. 2015, 21(29): 8787-8803

Remarque : les archées produisent du méthane dans le
microbiote, ce qui a pour conséquence de ralentir le fransit
intestinal.

Notre microbiote serait responsable dune partie des variations
inter-individus : [étudiier et mieux le comprendre pourrait permettre
de grandes avancées scientifiques. Or, le microbiote humain
est caractérisé par une fraction culfivable limitée (30 % dans
le tractus gastro-intestinal daprés Hayashi, 2020). En d'autres
termes, il estimpossible den cultiver une partie en laboratoire afin
de létudier. Pour en apprendre davantage sur sa composition,
il faut nécessairement aborder la fraction non-cultivable. Pour
cela, on réalise des inventaires par approches moléculaires.

Il existe plusieurs méthodes pour caractériser le microbiote.

Méthode 1 : ciblage par ARNr 165

Cette méthode est généralement appliquée lorsque aucune
information n'est disponible sur la colonie que lon veut
étudier. Le principe est de cibler un certain pourcentage de
microorganismes pour lesquels on amplifie le signal pour mieux
pouvoir les détecter. Pour celo, on utilise une région spécifique
du génome qui code pour TARNr 16S (Acide Ribonucléique
ribosomique) car elle est conservée dans tous les génomes et
quon la refrouve chez les bactéries et les archées. On pourait
choisir dautres ARN comme le 23S ou 5SS car eux aussi sont bien
conservés, mais la bangque de données de séquences du 165
est avjourdhui la plus développée. De plus, lidentification est
fiable et représentative : les résultats obtenus par sequencage
du géne 16S sont similaires & ceux obtenus avec le génome
entier.
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CONSULTATION NUTRITION

Remarque : selon les étres vivants, on utilise différents marqueurs.
Chez les eucaryotes par exemple, on utilise TARNr 18S
(protozoaires) ou ITS (champignons). Pour les virus, qui sont de
petite taille, on filtre la solution cellulaire avec un tamis trés fin &
plusieurs reprises pour ne garder que les virus.

LARN 16S est composé de 1500 nucléotides, formant une
séquence contenant des régions varicbles et des régions

conservées. Les régions variables n'ont pas de rdle fonctionnel
important et peuvent évoluer sous leffet de mutations. Les
régions conservées, quant a elles, permettent de créer des
amorces universelles pour amplifier les régions & analyser car ce
sont des régions identiques chez toutes les bactéries. On peut
ainsi faire des amorces d'amplification puis pratiquer une PCR
(Reaction en chaine par polymérase).

188 1DNA gene
vt V2, Vi vd v B N B A .
= Ti T R
P g 3 2
x
Variable rogion —_— Amplcor

Une fois que lamorce a été déterminée, les étapes de la PCR
sont les suivantes : dénaturation, hybridation et élongation. C'est
en répétant ce cycle x fois que 'on va pouvoir multiplier [amorce
et donc lamplifier. A chague cycle, un brin JADN en donne 2 :
amplification est donc exponentielle, n cycles donnent donc
2n-1 molécules d’ADN.

Amorces
spécifiques

W

Dénaturstion

Température

72°C
|

Hybridation

Matrice d'ADN extrait 3
partir de prélévements|

Cycle répété X fois

Temps

Source : Biomnigene fr

Quelle est la nécessité damplifier ? Cela permet de révéler
seulement les micro-organismes que fon veut analyser, sans
contamination par dautres sources. Normalement on trouve
99 % de bactéries pami tous les micro-organismes présents
mais le contenu peut, par exemple, étre enrichi en cellules de
[hote (épithéliales ou immunitaires) qui masguent le signal. C'est
le cas, par exemple, pour le microbiote nasal. Sans amplifier,
on analyserait donc notre ADN et pas celui du microbiote,
ce qui nest pas leffet recherché. Méme si, pour le microbiote
intestinal, environ 99 % sont des bactéries du microbiote et
non des cellules de Ihote, on préféere quand méme amplifier
car la composition peut évoluer : & titre dexemple, si on a des
diarhées, les cellules épithéliales peuvent occuper une plus
grande part des microorganismes présents et masquer le signal.
Cest donc une question pratique.

Linconvénient de cette méthode est quelle est assez imprécise
quant aux bactéries analysées. Par exemple, S. thermophilus est
une bactérie présente dans le yaourt (elle fermente le lait) qui
a évolué avec le temps pour sadapter & [écosysteme laitier.
S. salivarius est une bactérie du méme genre donc proche

Source : Consortium HMP

évolutivement, mais toutefois, différente. On pense que c'était &
[origine une bactérie du microbiote oral qui se serait retrouvée
dans le lait puis adaptée. Ces deux especes ont des sequences
quasi identiques a 100 % pour le 165, dou la difiiculté a les
différencier.

Q Mex Tolal Query E  Per.
Score Score Cover value Ident

Streptococcus stran ATCC 10256 789 3948 100% 00  100.00%

Wy
w ' Streplococcus salivarius strain NCTC8618 784 4704 100% 00 9977%
- ‘ €] Streptococcus salivarius strain NCTC8618 genome assembly, chromosome: 1
. 784 bits(424) 0.0 426/427(99%) 0/427(0%) Plus/Plus.
Streptococcus thermophilus dein  kiesigorie T
HHH \HII]HIHI\HHHH\HHHHHHHIH]IHHHHHH
Sbjct 15213  TAGGGAAT TGGGGGCAAL CCTGACC (GLGTOAGTGAAS 15272
2] va Query 61 TTTTCGEATCGTAMGCTCTETTGTAMGTCAAGANC GEGTGTGAGAGTGE: 120
(L] \HEIHIIHHHHHH\HHHH HIHIH HHH\HHH
sbjct 15273 TTTTCGGEATCGTAARGCTCTGTTGTAAGTC AGAGT 66 15332
query 121 180
HHH \HIIHIIHHHHHH\HHHHHHHIIHIHHHHHH
shict 15333 CIGTOACOGTAGLTIALL COTAACTACTES 15392
Query 181 mr\LmL(u.:\l.u.llmz(:.amrnrvm..mmn.\u GAGCGUAGGCGGTTTGATAA 240
LLLLELETRELnn HHHHH\HHHIHHIHII[ IHHHHHH
sbjct 15393 GTAGGTCCCGAGCGTTGTCCOEATT TATTGHGCGTAARGCGAGLHS 15452
Query 21 GTCTOAGTTAMGOCTGTEGCTCARC CATAGTICECT 300
‘ HHI\ \HiliHIHHHHHH\HHHHHHHII\'IHHHHHH
sbjct 15453 15512
ery 301 360
HHH \HIIHIIHHHHHH\HHHIHHIHII\ IHHHHHH
sbjct 15513 CCATGTGTAGCGGTGA 15572
Query 361 ACCEETEECOAMGLGOCTCTCTEETC TATAA: GGCTCOGAMGLGTGGGEA 420
5 HHI\ \HEHHIHHHHH\HHHHIHHIHII! IHHHHHH
Strepmmctussahvanus shict 1mz HSSISTNIAN el
Query 421 l‘vlh.ﬁlr\ a27 1
i 1 1 i
soict 156 Sl 1563 * Quasi 100% identiques!

Cela devient problématique car on peut révéler des
microorganismes mais - sils sont frop proches - on ne pourra pas
les separer. Une autre limite est que cette méthode ne permet
pas de quantifier les microorganismes : on peut seulement savoir
lesquels sont présents. Si on voulait le savorr, il faudrait compléter
cette technique avec un suivi par fluorescence pour mesurer le
nombre d'amplicons (fragments dADN amplifiés). Enfin, cette
méthode permet seulement d'amplifier TADN dune bactérie ou
autre micro-organisme, pas de savoir si ce demier est vivant ou
mort car méme mort, son ADN peut étre intact.

Méthode 2 : Métagénomique globale

Cette méthode est utilisée lorsque [on veut analyser llintégralité
dun génome dfin de voir toutes les différences quil pourait
avoir avec un autre génome. Pour ce faire, on séquence
aléatoirement différents microorganismes présents : in fine, c'est
donc le contenu global du génome que lon étudie. Si lon
considére guune bille = 1 géne, il faudrait en moyenne 3 000
firages pour voir toute la diversité du microbiote.

Le probleme en métagénomique, cest gquon ne sait pas
combien il existe despéces et combien il y a de génes par
espece : on avance a tatons.
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CONSULTATION NUTRITION

Un des paramétres clés de cette méthode est le choix de la
profondeur de séquencage. Plus on va rédliser de séquencages
de parties de microbiote, plus leffort pour retrouver les
microorganismes présents sera faible. De la méme facon que
pour les pixels dune image : plus il y en g, plus la résolution
est bonne et plus on arive & déterminer ce que représente la
photographie.

s

1 génome bactérie
~3 000 000 bases
~3 000 génes

%
il

=

=
S

w

W,

1 génome humain 1 métagénome
~2,9 Gigabases (Gb) ?7Gb
~25 000 génes ?génes

Exemple: GEnomes S.

vt VIR By
" ’ W Sy,
salivarius vs S. thermophilus \ /
P S. thermophilus i,
ATCC19258 iy
~2000 génes/protéines alignées sur o
. salivarius NCTC 8618
< 2
-
-
Percent proteln sequence identity =
99.999.599.5 99 98 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10 € =
=1
= * Quand on explore tous les génes des
= deux génomes, on trouve des régions =
3 spécifiques a chaque espéces =
::

* Plusonadegénes,
plus précise est la
détection d’'une espece < &
et de ses fonctions 7 3

Wi y
it | i

Legende :
En bleu = séquences trés identiques entre deux bactéries (comme 16S)
En rouge = séquences qui different - En blanc = pas de géne correspondant

Le choix de la méthode dépend des microbiotes auxquels
on sintéresse. Par exemple, le microbiote pulmonaire contient
beaucoup deucaryotes donc il est difficile de voir [écosysteme :
on priviegie la méthode 16S. Au contraire pour le microbiote
infestinal, on peut priviegier lapproche métagénomique
globale car il est intéressant de connaifre entiérement la
composition du génome pour voir des différences au niveau
de la souche. Contrairement & la premiere méthode, celle-ci
permet de quantifier les microorganismes et donc de déterminer
la composition en termes de proportion. Une autre application
de lapproche métagénomique est le cas de la consommation
de probiotiques via [alimentation : le sequencage global est un
moyen de distinguer les bactéries commensales (hdtes habituels
d'un organisme) de celles que on vient dingérer.

En termes de codt, la méthode globale est plus chére que
la méthode de ciblage car elle demande d'analyser tout le
génome et pas seulement une partie. Cependant, comme elle
est de plus en plus utilisée, notamment pour mieux comprendre le

microbiote intestinal, son colt diminue progressivement pour se
rapprocher de celui de la méthode par ciblage.

Chague écosysteme possede sa complexité : on obtient des
signaux des micro-organismes commensaux mais  aussi - des
microorganismes de environnement, cachés sous le premier. Si
on a un effet seuil, on peut se dire que lorsque on voit limage
de ce qui est le plus abondant, alors ce microorganisme aura un
réle majeur. Néanmoins, il existe des cas ou un pathogéne peut
étre présent en faible abondance mais avoir un effet néfaste
conséquent.

Le microbiote vaginal est moins complexe et la profondeur du
séquencage nest pas la méme. On note entre une dizaine et une
cinquantaine despéces différentes dans le microbiote vaginal
alors quil y en a plusieurs centaines dans le microbiote intestinal.
De plus, il est plus simple, et plus facile & observer. Cependant,
simple ne veut pas dire que les espéces ne sont pas proches.
On peut avoir différentes especes de lactobacilles, rendant leur
identification difficile. Dans ce cas, la méthode 16S ne permet
pas de les distinguer.

Outils de sequencage

Les outils de séquencage ont évolué avec le temps et on a
vu se développer plusieurs générations de séquenceurs. Les
séguenceurs de deuxieme génération permettent un débit trés
important et une grande possibilité de résolutions (nombre de
séquences). Les seéquenceurs de troisieme génération équivalent
& du temps réel, sont beaucoup plus rapides et la longueur
des séguences fragmentées est plus importante que ce qui est
possible avec les séquenceurs de deuxieme génération.

Pour évaluer les avantages et les inconvénients de chague
technologie, on utilise un mix de micro-organismes bien connus
et on les compare. Ce fravail a été effectué par le Dr. Mircea
Podar (Oak Ridge National Laboratory) avec un mix synthétique
contenant 71 especes microbiennes (archées et bactéries). 4
séquenceurs ont été compares (voir résultats ci-dessous).

Temps de Nombre de Taille Taille moyenne
ségquencage  séquence cumulée des séquences Pourcentage
& (heure) (Million) (Gb) (nt) moyen d'erreur
llumina HiSeq 3000 96 20,917 3,032 144,97 0,08
MIX 71 lon S5 24 28,517 4,138 145,16 0,24
é N Minion RS 48 0,389 1,701 4363,86 9,52
PacBio Sequel Il 96 0.525 54 10289.61 0.22

Avec les séquenceurs de deuxieme génération (llumina HiSeq
3000 et lon $5), on obtient beaucoup plus de séquences mais
elles ne sont pas trés longues. De plus, les séquenceurs de 2nde
génération sont les plus utilisés donc leur coUt est de moins en
moins élevé. Les pourcentages moyen derreur des séquenceurs
de 2nde génération et du PacBio sont tres faibles. Par contre,
le Nanapore (3eme génération) fait beaucoup plus derreurs. Le
meilleur séquenceur est celui qui propose le meilleur compromis
entre la taille de ségquences maximum et le moins dereurs : le
séquenceur PacBio Sequel |l est une révolution car son débit
est important et il permet dobtenir des ségquences trés longues.
Lévolution dans les ségquenceurs a permis une baisse
considérable des colts de séquencage. Il y a 20 ans, il fallait
débourser pres de 100 milions de dollars pour séquencer un
génome. Cela ne colte plus que 1000 dollars aujourdhui.
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CONSULTATION NUTRITION

20012002 2003 2004 2005 2006 2007

Projet MetaHIT (2010)

- - -
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Ce projet financé par la Commission européenne entre 2008 et 2012 avait pour but [obtention dun catalogue de génomes
permettant de reconstituer la cartographie de tous les génomes dans le monde.

Catalogue MetaHIT: une référence pour
explorer le microbiote humain

Bucsriges wwiornr
pri e
o

OUR
OTHER
GENOME

——— General function - At I |
== Transiation - J [
Amino acids - E =
DNA - L =
Unknown = S ':‘—
Ervalope - M Il
Carbohydrates - G B~
Energy - C =
Transcription - K -
Coenzymes - H =
Nucleotides - F =
Inorganic - P =
Protein tumover - O =
Lipids - | &=
Signal transduction - T A
Secretion - U =
Cell cycle - D |
Defence- V =
Second metabolites - O L
Cell motility - N
RNA - A
Chromatin - B |
Extracellular - W |
Nuclear structure - Y |
Cytoskelston - Z |

= Rare minimal genome

= Rare minimal metagenome

= Frequant minimal ganome

= Frequent minimal metagenome |

£ 2 B 8 &8 E B &
iDDDDDDD
*x £ E ¥ F ¥ ¥

* En2010:3,3M de génes reconstruits avec124 échantillons fécaux [Qin et al, Nature, 2010]
+ Laplupart provenant d'organismes inconnus avec des fonctions inconnues

http://ae 2bm.org/wp-content/uploads/2019/10/Blottiere-AEBBM-1 2-sept-201 9. pdf

Pour celo, la méthode suivie était proche de celle dun puzzle : tout
commence par le regroupement des génomes par sequences
similaires (génes, opérons...) puis la constitution de paqguets
permettant la quantification des génomes. On effectue cela
juste pour un métagénome (un seul étre humain) dans un premier
temps, puis on létend & sa famille, son entourage, la France,
etc. Ainsi, on peut obtenir une grande quantité dinformations
permettant de compléter le catalogue. Lobjectif principal de

1 Echantillon

métagénomique
= Million de sé

Paquet de fi &
>100 000 génes

Paquet de génomes.
> 100 génomes

ce projet était détablir des corélations entre les génes du
microbiote intestinal humain et [état de santé qui héberge ce
microbiote.

La plupart des genes du catalogue avaient une fonction
inconnue en 2010. Certains étaient associés & la formation
des acides aminés, des lipides... Mais on ne connaissait pas
la maijorité. Depuis, beaucoup defforts ont été effectués et la
population étudiée est de plus en plus importante et diverse.
Au départ, beaucoup de génomes étudiés étaient ceux
de Finlandais, mais auvjourdhui, on en compte plus de 400,
provenant de 26 pays dEurope.

On a pu observer de grandes disparités entre les microbiotes
de la population européenne et de ceux dautres populations.
Par exemple, une population de chasseurs cueilleurs possede
un microbiote frés divers et donc plus riche que celui des
européens. |l en est de méme lorsgu'on séquence des génomes
de microbiotes de populations Sud-Américaines, Africaines,
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CONSULTATION NUTRITION

dOceéanie. .. Au-dela des differences culturelles, la diversité de maladies et des régimes alimentaires peut également apporter une
richesse et une composition différente.

Lavancée de la création des différents catalogues jusqu'a ce jour est décrite ci-dessous :

Création des catalogues de ey
génes microbiens

50rats
[Pan etal, GigaScience]

1300 humains 500 poulets
[Qin et al, Nature] 300 P“"ls [Huang etal, Mimbiume‘
400 humains 200 souris [Xiao et al, Nat Biotech)
124 humains  [iielsen etal, Nature Biotech] [ino et ol Nat Biotech]
[Qin et al., Nature]
o
genes
2010 2013 2014 2015 2016 2018

Lapproche métagénomique n'est pas réalisée que chez les Hommes, mais aussi chez les animaux délevage comme la sours, le
porc et le poulet (dont le microbiote freés complexe en nombre de microorganismes détectés). Chez les animaux de compagnie
apparaissent les mémes problémes que chez les Hommes : digestion, inflammation, etc. D'ailleurs, on voit ces problemes progresser
quasiment de la méme maniére. Lobjectif est davoir un catalogue trés diversifie.

D'autres projets de recherche sont en cours, comme celui cherchant & obtenir la composition du microbiote de 100 000 individus
francais afin daméliorer les connaissances.

Actuellement il y a un projet de coffre-fort de la biodiversité microbienne intestinale pour sauver les espéces microbiennes qui sont
menacées de disparition. Cela est important car, souvent on ne connait pas les fonctions des microorganismes et elles pourraient
étre trés utiles.

Exemple dtilisation chez une population danoise :

Une étude sest intéressée au lien entre microbiote et santé au sein dune population danoise, mais aussi aux fonctions de ce
microbiote. Les principales observations sont, qu'au cours du temps, les individus qui avaient peu de génes dans leur microbiote ont
pris plus de poids. On peut se demander si avoir un microbiome pauvre est lié a lobésité. Une richesse microbienne élevée permet
en général détre en meilleure santé. Par « richesse », on entend « nombre de génes différents que [on observe, lié a la biodiversité
». C'est un bon indicateur pour savoir si le microbiote est favorable ou plus & risque, et pour savoir si un individu doit faire l'objet
dune vigilance plus accrue.

Exemple analyse quantitative du microbiote
intestinal d’'une population danoise

4
= $ — A (n=292) ® 3
Obese (n=160)
é 50 —_ Ncn-obfa’:ae{n:tlﬂ) g 2
zw / S 1
£ P Low gene count (LGC) \ \ High gene count (HGC) = -
b " 5 °
2 i -1 BLGC
B HGC
04 -2
0 200 400 600 800 1,000 1,200 Lean Oboso

Gene number (all reads) (x107)
* Individus avec une faible (LGC) ou forte richesse  + Aprés 9 ans, les individus
génétique microbienne (HGC) obéses LGC gagnent plus de
poids que les HGC.
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CONSULTATION NUTRITION

On a constaté guune faible diversité de genes était liee a une faible production de butyrate, métabolite frés important. De plus,
on constate dans ces conditions une dégradation du mucus (qui est alors plus fin). Comme une de ses fonctions est de servir de
barniere vis-a-vis des pathogenes, le fait quiil soit altéré permet d'ouvrir la voie & des micro-organismes pathogénes potentiellement

inflammatoires et qui augmentent le stress oxydatif.

Exemple analyse fonctionnelle du microbiote
intestinal d’une population danoise

.
| Chezindividus LGC:

* Réduction des espéces

productrices de butyrate Gﬁ

‘I + Dégradation accrue du mucus

4+ Augmentation de la réponse

au stress oxydatif

Quverture :

Quel est votre groupe intestinal ? Cette question pourrait étre
posée dans le futur au méme fitre que notre groupe sanguin. Des
chercheurs du Laboratoire européen de biologie moléculaire
(EMBL) & Heidelberg, en Allemagne ont en effet découvert que
les bactéries qui colonisent nos intestins constituent, en fonction
des individus, trois écosystemes différents nommeés daprés le
nom du microbe le plus représenté (Bacteroides, Prevotella
ou Ruminococcus). Comme pour les groupes sanguins ces
frois entérotypes sont indépendants de traits tels que lage, le
sexe, [origine ethnique ou lindice de masse corporelle. Cette
découverte ouvre de nombreuses perspectives thérapeutiques
: elle va aider la communauté scientifique & comprendre les
différences defficacité des traitements selon les individus ou
méme de prédire [opparition de certaines maladies, notamment
les pathologies chroniques inflammatoires du tube digestif, &
partir de lanalyse de la flore intestinale.

Merci & Mathieu Almeida - Chargé de recherche bio-
informaticien & Metagenopolis. || a effectué une thése sur
[analyse du microbiote alimentaire nommée « Caractérisation
de flores microbiennes intestinale humaine et fromageére par
méthode de métagénomique quantitative », puis il sest intéressé

Sources :

au microbiote humain. Metagenopolis est un institut crée en
2013 sous tutelle de IUniversité Paris-Saclay et de IINRAE avec
pour objectif de caractériser le microbiote humain et en définir
son réle, mais également de proposer des standards pour les
différentes méthodes d'analyse du microbiote.

Nos travaux a MGP

Technologies

Routy et al. Science,
me and epithelial

cancer immu rapy

20 Gopalakrishnan et al
Science,
melanoma cancer
immunotherapy

Metabolic disorders

2012: Qin et al. Nature, Type |

robiome and

qgut microbiome alterations in
v <

t al. Nature, Accurate

in microbiome
analysis

2016: Pedersen et al. Nature,
Microbiome & insuline resistance

2011: Arumugam et al.
Nature, Enterotypes
2013: Cotillard et al. Nature,

Impact of diet on gut

markers

2019: Cox et al
Gastroenterology, Low
FODMAP Diet in
Inflammatory Bowel Disease
patients

Antibiotic resistance

2019: Ruppé et al. Nature
Microbiology, Prediction of
the intestinal resistome

: Qin et al. Nature, The
eference catalogue
3: Sunagawsa et al. Nature
Methods, Universal
genetic markers

2014: Li et al. Nature Biotech,
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