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L'homme est un €tre hybride
(P. Sansonetti)

* Cellules humaines
+

e Bacteries,

* Archaea

* Virus

* Fucaryotes : parasites (demodex, acariens),
champignons




Ratio bactéries des microbiotes /Cellules
humaines

2~ colon bacteria (bact)
]

Bacterial cells (B)
dominated by

Human cells (H)
dominated by
red blood cells (RBC)

1972 estimate (Luckey, Am. J. Clin. Nutr.)

Used all gastrointestinal (G

ract volume

1 ~1010

(V,,~1L) x (n,,_~10" cells/L)

B _ ~10
H ~10"
\“ ¢ Y f sforer
2016 estimate (Current study)
=4x10"
B (V“m =0.4L) x (n,.. =10 cells/L)
.g- = =1

(Vyioos *5L) X (0, =5x10" cells/L)

=3x10"

Senders et al, Cell 2106




Table 1: Bounds for bacteria number in different organs, derived from bacterial concentrations and

volume.

Organ / Part of the Typical Volume (ml) Order of
digesting system concentration of magnitude

bacteria (1) bound for

(number/ml bacteria number
content)
Colon 101 420+90 (2) 1014
(large intestine)
Dental plaque 10 <10 1012
Saliva 10° <100 101
Skin <107 per cm? (3) 1.9 m2 (4 1011
Duodenum and 103-104
Jejunum (upper small
intestine) 400 5 1011
[leum (lower small 108
intestine)
Stomach 103-10¢4 2506)-900 107
(&)

(1} Except for skin, concentrations are according to (Berg, 1996)

2] See derivation is section below.

(31 Skin surface bacteria density is taken from (Leyden et al., 1987)

4] Total skin surface is taken from (Sacco et al., 2010)

51 Volume of the organs of the gastrointestinal tract is derived from weights taken from
(Eve, 1966) by assuming content density of 1.04 g/ml (Snyder et al., 1975).

(6] Higher value is given in (Schiller et al,, 2005]

Senders et al, bioRxiv, 2016



- Quelles sont les méthodes pour
déterminer la composition des microbiotes

- Composition des microbiotes

- Comment évolue le microbiote au cours
de la vie

- Role physio-pathologie du microbiote
intestinal



- Quelles sont les méthodes pour
déterminer la composition des microbiote
la métagénomique ciblée



Méthodes d'exploration des
microbiotes

» Cultures bactériologiques : Culturomics

* Méthodes moléculaires :
— Métagénomique ciblée sur un gene : ADNr 16s
— Métagonimique globale ou « shogun »



La culturomic

Fig. 2: The culturomic workflow.
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Nombre de différentes bactéries et archées isolées au cours
des études de culturomique

Present work

»
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LES AVANTAGES ET LIMITES
de la culturomic

Sensibilité 10% CFU /g de selles
Apprécie mieux la diversité

Description de nouvelles especes a étudier

Temps travail long, fastidieux et (plusieurs
centaines de conditions de culture de milieux
et des conditions) = finalement couteux



Méthodes d'exploration des
microbiotes

» Méthodes moléculaires :
— Métagénomique ciblée sur un gene : ADNr 16s



Métagénomique ciblée
ADNr16S = 16S profiling
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Métagénomique ciblée les différentes
étapes

Echantillon microbiote =——p % Extraction ADN

|

™ | Amplification amorces
= « Universelles 16S »

\
| . J Librairie,

T multiplexage
Séquencgage au débit

Analyse bioinformatique
Alignement, détermination d’'OTU
Analyse statistique




Simpson evenness index (E)

Mode de Conservation des Echantillons

peut influencer les résultats
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Méthodes d'extraction d ADN

 ’ADN humain constitue une source de
contamination qui diminue les rendements

d’extraction d’ADN Bactérien

e Méthode commune

— Gram Positif ou Archea (plus résistant aux actions
enzymatiques) nécessite action mécanique

— Gram - ou Archée ont une paroi qui résiste a des enzymes
et nécessite une action mécanique supplémentaire

Introduire des témoins positifs et négatifs



Amplification de ADNr16S

 Séquences cibles pas strictement conserveées utilisation de
position dégénérée donc pas suffisamment discriminant pour
identifier jusqu’au niveau des especes

Etant donné les étapes d’extraction et
d’amplification :

‘abondance observée des taxons ne reflete
nas la quantité de bacteéries initiales des
oacteries

— Clostridium (15 opérons)
Klappenbach et al. , Applied Environ Microbiol 2000



Sensibilité des méthodes d’étude du microbiote intestinal
(d’apres Ruppé et al.)

108-10™ UFClg selles

10>-108 UFC/g selles

102-10°UFClg selles

Bgctéries
multlrésistantes

16S profiling
Métagénomique shotgun

Culture



Composition du microbiote intestinal sujet sain

Arumugam et al, Nature, 2011
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Acquisition du microbiote du nouveau-né a I'enfance et
les facteurs impliqué sa diversité

Fetus Newborn/Lactation Weaning

f.\

4

Formula Milk
Bacteroides t

Vaginal C-section
Lactobacillus t | Staphylococcus t
Prevotella 1 |Corynebactt e
Sneathia 1

=

Jop)0 O

Allergology Intermational 66 (2017) 515-522




Microbiote intestinal

* Ecosysteme dynamique, sa composition varie
au cours du temps en fonction :
— Facteurs endogenes
e Génétiques ou épigénétiques
— Facteurs exogenes

* Changements de régime alimentaire
* Prise de médicaments ex : antibiotiques

Grande capacité a revenir a sa composition initiale
apres une perturbation : capacité de reésilience



Figure 1: The composition of the bacterial, fungal and viral
microbiota at distinct body sites.
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Le Microbiote cutané

- Bactéries

- Archaea

- Champignons : Malassezia furfur
- Virus

- Acariens (demodex

- Etude est complexe :
- Autant de microbiote que de niches
- Dépend des conditions zones séborrhéiques (glandes
sébacées),zone humides (glandes sudoripares), zones séches

Phylum et genres dominants :
- Actinobacteria : Propionibacterium et Corynebacterium

- Firmicutes : Staphylocoques




Microbiote cutané en fonction des zones
(A : zone séborrhéique , B : zone humide, C :zone seche)
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Méthodes d'exploration des
microbiotes

« Méthodes moléculaires :

— Métagonimique globale ou « shogun »



Métagénomique globale : « shotgun »
principe
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Métagénomique globale

e Séquencage en « Whole genome shot gun »
direct sans amplification

— Pas d’a priori
— Information maximale
— Complexité de I'analyse

 ADN humain doit étre préalablement éliminé
pour enrichir en ADN bactérien

 Métagénomique globale non seulement
taxonomique mais également fonctionnel



Un catalogue de 10 M de genes bactériens
Li, J. Nat. Biotechnol. 32, 834-841 (2014)
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Métagénomique Ciblée et Globale

Current techniques for human microbiome profiling Emerging methods
: Human microbiome sample Human microbiome sample
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- Quelles sont les méthodes pour
déterminer la composition des microbiote
la métagénomique globale

Role physio-pathologie du microbiote
intestinal
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Fig 1| Schematic representation of the role of the gut microbiota in health and disease giving
some examples of inputs and outputs. CVD=cardiovascular disease; IPA=indolepropionic acid;
LPS=lipopolysaccharide; SCFA=short chain fatty acids; TMAO=trimethylamine N-oxide

Valdes et al BMJ 2018



Conclusion :

- avénement des techniques de séquencage
maintenant largement accessible

- Accumulation de données par des méthodes
différentes (séquencage et culturomic)

- Approche mulidisciplinaire et tranversale (de
la microbiologie a la médecine a 'immunologie)

- Mieux comprendre le role du microbiote et
interaction avec le systeme immunitaire clef de
voute de la compréhension de pathologie



