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« L'autre moli-méme ...

 Etre humain = « méta-organisme » :

— Bactéries

— Archeées

— Virus

— Eucaryotes :
 Levures, champignons
 Protozoaires
o ... Cellules humaines

Homo sapiens, une espece hybride (P. Sansonetti)
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Mostly microbes?
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Un bond technologique pour un boom scientifique

+ Acces a I'incultivable (incultivé) PublfQed
« Human Microbiome »
. o Results by year -
= 1000 especes bactériennes / individu 2015: 5104

En majorité : non cultivées
&

= Description : grace aux technigues « culture-indépendantes »

Gros projets européens et USA
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Un bond technologique pour un boom scientifique

ABI 3730x] 1-2 Mb/day lllumina GA lix

ABI SOLiID
SEQUENCAGE MASSIF
\’E—IZ_— lon Torrent minION
454 GS FLX + llumina HiSeq 2000 (25007) T5i B o
0.6Gb/23hr run G600 Gb/11day run

- Nb important de séquences (profondeur de sequencage)
- Traitement de plusieurs échantillons simultanément (multiplexage)
- Facteur limitant : capacité d’analyse des donnees (T)
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Cent mille milliards de bactéries

Organ / Part of the Typical Volume (ml) Order of
digesting system concentration of magnitude
bacteria (1) bound for
(number/ml bacteria number
content)
Colon 1011 420490 ) 1014
(large intestine)
Dental plaque 1011 <10 1012
Saliva 109 <100 1011
Skin <107 per cm? (3 1.9 m2(® 1011
Duodenum and 103-104
Jejunum (upper small
intestine) 400 ) 1011
[leum (lower small 108
intestine)
Stomach 103-104 250)-900 107
(6)
Lung 10°
Urinary Tract 10°-106

Sender et al., BioRXiv 2016
Charlson et al., PLoS ONE 2010
E 1765 INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016 Lewis et al., Front Cell Infect Microbiol 2013 7




Cent mille milliards de bactéries

Si le microbiote = organe

Anatomie (structure)
.|.

Fonction

Méthodes ?
Biais ?
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Structure du microbiote

 Qutil le plus utilise : « 16S »

— Gene universel: chez toutes les bacteries “
(NB : 18S ou ITS chez les fungi)

— Suffisamment conserve pour permettre : _%:'

» Une amplification | _

« Un alignement fiable T st

— Suffisamment variable pour permettre l'affiliation taxonomique
(« who's who? ») et 'analyse phylogénétigue

- Choix des amorces pour amplifier le gene ARNr 16S : crucial
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Structure du microbiote

« Composition : le « who's who » du microbiote

= Description aux différents rangs taxonomigues

— - —0—
Domain Phylum Class Order Family Genus Species

- L’appreéciation d’un microbiote peut changer en
fonction du niveau d’analyse taxonomique.
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Microbiote intestinal : variabilité interindividuelle moderée

au niveau des phyla
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" Beta Protechacteria ® Delta Proteobacteria 8 Epsilon Protecbacteria u Ganmwna Proteobacteria
Spirochaetes " Synergistetes Tenerlcutes " Verrucomicrobia
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Nam YD, Jung MJ, Roh SW, Kim MS, Bae JW (2011) Comparative Analysis of Korean Human Gut Microbiota by Barcoded Pyrosequencing. PLoS ONE 6(7): €22109.
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Microbiote intestinal : variabilité interindividuelle
importante au niveau des familles
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B Corlobacteriaceae B Bacteroldaceae B Porphyromonadaceas ® Prevotellacease
u Clostridiaceas B Eubacteriaceas B | achnospiraceae B Oscillospiraceae
= Ruminococcaceas = Veillonellaceas = Fusobacteriaceae u Alcaligenaceas
“ Enterobacterlaceae

Nam YD, Jung MJ, Roh SW, Kim MS, Bae JW (2011) Comparative Analysis of Korean Human Gut Microbiota by Barcoded Pyrosequencing. PLoS ONE 6(7): €22109.
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Structure du microbiote

« Composition : le « who's who » du microbiote

= Description aux différents rangs taxonomiques

Domain Phylum Class Order Family Genus Species OTUs

t TTTI

= Niveau supplementaire : Operational Taxonomic Unit

= Groupe d'individus dont les sequences 16S (« reads »)
sont similaires a au moins 97%

= Espece moleculaire

E 1755 INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016 13




Structure du microbiote

« Composition : le « who's who » du microbiote

= 2 articles sur le microbiote intestinal (modele murin)
= Article 1: 74 OTUs repréesentent 90% des sequences

= Article 2: 30 OTUs ... = __
- Probléme = surestimation des OTUs gt I“HI""uu-u-.---_,\-.-.--,-----:1___\_,_v\\_\v
—> surestimation de la biodiversité

= |ntrinseque au séquencage qui introduit des erreurs

-> Neécessité : maitrise du « pipeline »
bioinformatique
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Structure du microbiote

Cell Systems
eyl dentificabon were Known pathofens, e ing Geospatial Resolution of Human and Bacterial

", = . ants thad tedhead 1o e ol Farsima Diversity with City-Scale Metagenomics
o COMPOSILION : [ e et o e e oy Pt | ;

= De la peste dans le métro new-yorkais ! &
—> Probleme = affiliation taxonomigue hasardeuse
= Yersinia spp. =2 Y. pestis ...

—> Connaitre les limites du 16S en fonction des groupes
taxonomiques. _

*— &—Pp—Nf—<e
Domain Phylum Class Order Family Genus Species
(20 (320 (74) (123) (203) (259) (57)
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Structure du microbiote

* Richesse et biodiversité : des indices !

» Richesse : nombre d’'OTUs par échantillon
= Bjodiversité : nombre d'OTUs et leur abondance relative

= Estimateurs de la richesse : courbes de rarefaction, Chao-1
Estimateurs de la biodiversité : Shannon, Simpson

+ indices augmentent, + la diversité est forte

= indices d’a-diversité : intrinseque a chaque échantillon

B-diversité = comparaison des echantillons entre eux
= Indice de Bray-Curtis (dissimilarité), Unifrac (phylogénie), ...

g 1755 INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016 16
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Du microbiote structurel

au fonctionnel

WGS 16S (ITS)

.—.—.—. ®- S ——a
Dam in P mily Ge pe Domain Phylum Class Order Family Genus Species

nus Species
(4) [ ] [3]] [4?] (102} (226‘} 632) 2) (32)  (74) (123) (203) (259) (57)

Shotgun PCR-
sequencing sequencage
METAGENOMIQUE f:_ METAGENETIQUE
Information complete % > Information parcellaire
Acces a tous les genes Taxonomie uniquement
ex.16S, résistance (résistome) ... Bactéries ou fungi

Taxonomie + Fonction

Acces a tous les ADN/ARN :

Bactéries et fungi et virus ... et eucaryotes
Effort de sequencage +++

E 1755 INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016 u 18




Modus operandi

Multi-OMICS

Current techniques for human microbiome profiling

Human microbiome sample
= -, - e
* oG T @

P ——

Emerging methods

Human microbiome sample
- -— .
* oG - v
L N 'Y K

g ——| - . g N
Major ecological
STRUCTURE [gett=s v FONCTIONS
Extract DNA
Which organisms are - — = > What are the functions of How does the community
present? —_— the community? respond to its environment?
Amplify 165 rRNA gene == Extract RNA, protein, and small molecules
by PCR and sequence = = T__—' —— Sequence total DNA J

== — 8 g 8

v B - £

Bin similar sequences e g L .

into OTUs i 5 = 5

* s o AT § &

=
“= NCBI

Compare sequences to

Compare OTUs to
reference genomes

databases

vy \

-

8 GATTACA
E GATTACA
2 GATTTCA
= GATTTCA

oTu

Phylogenetic view of

Identify OTUs in sample and
community composition

relative frequencies
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Identify microbial sequences, variants, and
pelymerphisms in sample

Compare sequences _ BLAST Reverse Mass Metabualite
to databases @ @ transcribe  Spectroscopy prefiling
Bimghmpm 1 | I | I
—-I-Hln--\—

£
i

——rmegulation
——flux
——|nteraction
Functions
lentify interactions between expressed genes, proteins

Identify genes, pathways, and
and metabalic products in sample

relative frequencies in sample
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Microbiome : ecologie
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Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria

PC2 (4.4%)

_____________________________

« Spécialisation de niches »

21



Microbiote intestinal : 3 phyla majoritaires

30-40%

, eriaceas Phylum Proteobacteria <79
3 enterotypes 1%

(Arumugam et al., Nature 2011)

Roseburia

JPAD.2

Q

5 | ef Xl

dium coccoides
sier XIa

Phylum Actinobacteria) ] -594




Microbiote cutané : I'art de la variation

1. Variations Spatia|es Grice et al. Science 2009; 324:1190

Zones humides (glandes sudoripares)
=Staphylococcus
=Corynebacterium

Zones seborrheéiques (glandes sébacees)
=Propionibacterium

Zones seches
=Bactéries a Gram negatif
g =Différents phyla bactériens

10

Subject 395

| o 00009
2facteurs: 2 \/griations temporelles 3+ 44 P4
Hote ;" ;" 9DRIDD

+

Environnement 3. Variations inter-individuelles
E 17¢s INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016
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Ecologie du mycobiome

66 genres
184 especes

____________________

Candida

Clados po rrum Vagina Mukherjee, Nature Reviews Gastroenterology
T : & Hepatology 12, 77-87 (2015)

Saccharomyces |, Facteur limitant : bases
BB o] Autres — | ... de données insuffisantes 24




Ecologie du virome

Bactériophages

Virus eucaryotes
|

\J

{

ROle dans la dynamique des colonisations bactériennes/fungigues

BB Lien avec le genome de I'hote 5



Microbiome, Virome & Mycobiome : un tout

* |nteractions multiples

Host Genome

Environnement

E 17¢s NI, Lille, du 7 au 9 juin 2016
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Le microbiote, une affaire d’equilibre

Infection and Disease

Pathogenic

Host Metabolism

Adeiay ‘suonuaniajul

Perturbations, Injury,
Trauma, Genetic Disposition

Host-Microbiota Interactome
o=, PATHOLOGIE = DYSBIOSE 57




EX. Dysbiose du microbiote pulmonaire

» Modification de la structure + diminution de P'a-diversité

. N I.--' p ~
B Actinobacteria b Asthmatic lung The microbicta of

[0 Bacteroidetss patisntz with asthmea iz

B e . e . .

B e e, \2@ i || Maladies chroniques

[ Cther ] af Strepeococci (Firmicutes). . . .

B P \ pulmonaires (hyper-inflammation)

.

3

(' Healthy lung A (= COPDlung The microbiota of

patiznts with SOFD iz
_ characterized by an
outgrowth of the phylum
— Proteobaoteria and an
inoreaze in the proportion
of Streptocooci and
L Staphylococci (Firmioutes).

AN
“d Cystic fbrosis lung

‘*\ZQ::;T:?::M’M I T/, 2] Unesignature
:Hththnhu:r:fﬁ:u s o . N L . .
k_ o == | microbienne

caracteristique
Sains” de chaque
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En conclusion

o Le microbiote en maladies infectieuses

— Un ceil neuf :
« Contamination - colonisation par un microbiote endogene (ex. ITU)
« De nouveaux pathogenes parmi les non-cultivées ?
 Des especes dont il faut prendre soin (infectiologue et écologue !)

— Qutil diagnostique, pronostique, de suivi (medecine
personnalisée)

— Outil pour les essais cliniques (stratification des patients)

— Qutil d’évaluation des traitements antibiotiques (impact
ecologique = critere de choix)

g 1755 INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016 29




En conclusion

L« M|cro lome science needs a
of scepticis

21 AUGUST 2014 | VOL 512 | NATURE | 247

BT 175 ONI, Lille, du 7 au 9 juin 2016
1% A8



Merci pour votre attention

Tullis, Nature June 2016




Définitions

Microbiote Métagenome Microbiome

& Mapiiofy metaboddes & Hodl metsbbhlis
B M pllenn otih B Hist paieesn

Whiteside et al., 2015 mature Beviews | Uty
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Le microbiote fonctionnel

« Comparaison du microbiote digestif entre individus

a Bacterial phylum

g

Approche taxonomique

80
&
®
2
$e 16S
B Other .g
M Protecbacteria _5:
Actinobacteria ;3;
B Bacteroidetes
B Firmicutes
0

a5 S PSS E P
< '\‘.\v\o‘\ SEXS \"\éds\"-’:\'\o S wet

y 5
LA 2L AR \'"’\"’c"‘?g"\Q PO EEEE

BL W M 2 Approche fonctionnelle
= s (voies métaboliques)
mG M | E

Figure 2, Conservationof baterial enes despt asomomic arion
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Microbiotes et VIH

« Microbiote intestinal VIH+ :

-> Etudes observationnelles contradictoires
* Diminution de I'a-diversite ?
« Remplacement des Bacteroides par Prevotella ?
 Dyshiose moins importante chez les patients sous ARV
* Bacteroidaceae & Lactobacillales : effet protecteur contre baisse CD4

 Microbiote oral VIH+

— Diminution des Streptococcus

— Augmentation des Prevotella (marqueur inflammation ?)
« Microbiote pulmonaire VIH+

— Diminution de I'a-diversité et augmentation de la -diversité
— Augmentation de Tropheryma whipplei ?

g 1755 INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016 34




Structure du microbiote

« Composition : tout est relatif

= Un nombre fixe de « reads » générés par séguenceur
= Ex. MiSeq (lllumina®) : 1 run = 20 millions de reads

= En NGS : pas de quantification absolue possible -
abondance relative (fréquence du nb de séquences de tel taxon)
= Pour de la quantification absolue : gPCR

» Le «core-microbiote » : notion de prévalence sous-jacente

= Définition la plus appliquée : présence d'un taxon dans au moins 50%
des échantillons.

g 1755 INI, Lille, du 7 au 9 juin 2016 35




Microbiotes et VIH

« Microbiote intestinal VIH+ :

-> Etudes observationnelles contradictoires
* Diminution de I'a-diversite ?
« Remplacement des Bacteroides par Prevotella ?
 Dyshiose moins importante chez les patients sous ARV
* Bacteroidaceae & Lactobacillales : effet protecteur contre baisse CD4

 Microbiote oral VIH+

— Diminution des Streptococcus

— Augmentation des Prevotella (marqueur inflammation ?)
« Microbiote pulmonaire VIH+

— Diminution de I'a-diversité et augmentation de la -diversité
— Augmentation de Tropheryma whipplei ?
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