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Résumé

Le microbiote intestinal, acteur clé de la santé, est considéré comme un dispositif a part
entiére de I’organisme humain. Le microbiote intestinal joue un role décisif dans notre sante.
I1 est extrémement diversifi¢ et varie d'un individu a 'autre. Dans 1’objectifs d’étudier sa
composition microbienne et de déterminer sa distribution, nous avons utilisé les données de
pyroséquencage du géne ARN ribosomique 16s pour étudier les différences de microbiote
intestinal entre quatre groupes de sujets atteints ou pas de la maladie d’insuffisance rénale

(CKD).

Ce travail met le point sur I’utilisation du pipeline MOTHUR pour le traitement des
données d'ARNr 16s. Cet outil nous a permis d’effectuer un prétraitement des séquences pour
éliminer les erreurs, une analyse de I'unité taxonomique opérationnelle (OTUs), une
description de la diversité des échantillons alpha et béta, une taxonomie phylogénétique des

OTU et la une visualisation de la diversité des échantillons a 1’aide de dendrogramme Krona.

Mots clé : Métagénomique, microbiote intestinal, MOTHUR et phylogénie.



Abstract

The intestinal microbiota, a key player in health, is considered to be an integral part of the
human body. The intestinal microbiota plays a decisive role in our health. It is extremely
diversified and varies from one individual to another. In order to study its microbial
composition and determine its distribution, we used pyrosequencing data of the 16s ribosomal
RNA gene to study the differences in gut microbiota between four groups of subjects with and
without CKD.

This work focuses on the use of the MOTHUR pipeline for processing 16s rRNA data.
This tool allowed us to perform sequence preprocessing to eliminate errors, operational
taxonomic unit (OTU) analysis, alpha and beta sample diversity description, OTU
phylogenetic taxonomy and sample diversity visualization using Krona dendrogram.
Key words: Metagenomics, gut microbiota, MOTHUR and phylogeny.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION :

Les progres des plates-formes de séquencage de nouvelle génération (NGS) ont fourni
une analyse a haut débit de séquences nucléotidiques. Ces technologies sont capables de
séquencer simultanément et indépendamment des milliards de molécules d'ADN, ainsi leur
combinaison avec des approches bioinformatiques a permis aux chercheurs d'approfondir

I’étude du role critique de 'ADN des organismes vivants.

L'avénement de ces nouvelles générations a permis aux chercheurs d'étudier le
microbiome des différents environnements avec une résolution et un débit sans précedent.
Cela a stimulé le développement d'outils bioinformatiques sophistiqués pour analyser les
vastes quantités de données genérées par ces technologies. Par conséquent, les chercheurs ont
besoin d'une compréhension claire des concepts clés nécessaires a la conception, a I'exécution

et a l'interprétation des expeériences sur les données de la métagénomique.

Le microbiote intestinal (gMB : gut Microbiota) a un role clé tous au long de la vie
humaine et garantie un intestin en bonne santé. Chaque personne posséde une identité propre
au niveau de son microbiote intestinal ou un tiers des bactéries est commun entre les
individus. Certains facteurs peuvent moduler de maniére négative le microbiote et son
environnement tels que 1’alimentation inadaptée, le stress et la prise de médicaments. Le
microbiote intestinal est au cceur du métabolisme de 1'hote et de la mésostase immunitaire, il a
été implique aussi dans des maladies allant du cancer colorectal et du diabéte aux troubles du

spectre autistique. [1]

Les amplicons du gene de I'ARN ribosomique 16s (ARNr), un sous-composant de la
sous-unité ribosomique procaryote 30s, ont été utilisé pour comprendre la diversité
microbienne de ’intestin, ils constituent ainsi des marqueurs génétiques informatifs pour
déterminer la variation taxonomique des communautés microbiennes intestinales en cas de

maladies. [2]

En utilisant les bases de données de séquencage des genes ARNr 16s d’une diversité
microbienne sur les malades d’insuffisance rénale chronique (IRC ou NPC : Néphropathie
Chronique) ou CKD (Chronic Kidney Disease), un pipeline de bioinformatique est devenu
nécessaire pour comprendre cette maladie. Nous avons choisi le pipeline mothur pour mesurer
I’abondance de la flore intestinale et étudier les effets de la flore intestinale sur les patients

CKD.
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Mothur vise a étre un progiciel complet qui permet aux usagers d'utiliser un seul logiciel
pour analyser les données de séquence communautaire. Il s'appuie sur les outils préliminaires
pour fournir un logiciel flexible et un package puissant d'analyse des données de séquencage.
Pour notre cas d’étude, nous avons utilis¢ mothur pour découper, filtrer, aligner des
séquences, calculer les distances, attribuer des séquences a des unités taxonomiques
opérationnelles et décrire la diversité des quatre échantillons préalablement caractérises par
pyroséquencage de fragments de genes d'’ARNr 16s. Cette analyse avec plus de 340 000

données de rangs apparents a été réalisée avec ce progiciel a I'aide d'un ordinateur portable.[3]

Ce travail est subdivisé en quatre chapitres. Le premier dévoile la métagénomique et ses

approches.

- Dans le deuxiéme chapitre on a essaye de bien connaitre le microbiote intestinal, sa
composition, sa distribution, et sa relation en cas de maladies avec un historique a propos

des études impliquées sur le microbiote.

- Le troisieme chapitre présente notre matériel de bases de données de séquencage et la

méthodologie menée pour la réalisation de ce travail.

- Le dernier chapitre contient une description des principaux résultats de notre recherche,
tandis que la section de discussion interpréte les résultats qui fournissent I'importance des

conclusions.
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Chapitrel : Approches métagenomiques

Chapitrel : Approches métagénomiques

1. Introduction

Les domaines de la génomique et de la métagénomique ont apporte un soutien illimité a la
progression de nos notions en génétique bactérienne. D'autre part, les bactéries sont de plus en
plus liées a la santé humaine, et compte tenu de leur énorme diversité dans les besoins
métaboliques, la métagénomique est utilisée pour résoudre les difficultés liées a leur culture.
Ainsi, les nouvelles technologies de séquencage ont permis, a grande échelle, la production
des séquences d'ADN particuliéres a des fins de caractérisation et de comparaison pour
élucider des questions communément associées a la santé humaine et a son environnement.
Les progres de la génomique et de la métagénomique requiérent de la bioinformatique qui a le

potentiel de gérer et de manipuler des données biologiques massives. [4]

2. Métagénomique

C’est une nouvelle approche pour étudier le matériel génétique extrait directement
d’échantillons environnementaux, basée sur des techniques et des procédures utilisées pour
I’analyse indépendante du contenu du génome microbien total des microorganismes dans un
environnements particulier, y compris l’intestin, le sol et de I’eau. Ainsi comment ces
communautés changent-elles en réponse aux changements des propriétés physiques et
chimiques de leur environnement grace a 1’analyse des genes d’ARNr, par un criblage
génétique fonctionnel ou une analyse des données de séquengage, 1’offre un objectif puissant
pour observer les communautés microbiennes a plus grande échelle et aborder les questions

fondamentales de la diversité, de I'évolution et de I'écologie microbiennes. [5]

Les principaux domaines d’intérét de la recherche en métagénomique sont la diversité
microbienne, la composition des communautés, les relations génétiques et évolutives, les

activités fonctionnelles, les interactions et les relations avec 1’environnement. [6]

La recherche en métagénomique s’est développée rapidement grace au séquencage a

haut-debit et a la bioinformatique. .[6]
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3. Le métagénome
Tout matériel génétique constitué d’un mélange des génomes de nombreux
microorganismes individuels présent dans un échantillon environnemental, “connu sous le

nom de génome environnemental microbien”.

La vie microbienne existe dans presque tous les environnements, de I'environnement le
plus familier tel que le sol du jardin, les feuilles des plantes vertes ainsi que leurs racines ou le

tuyau sous notre évier.[7]

Mais ces habitats microbiens comprennent également des environnements considérés

comme difficiles a survivre en raison de conditions extrémes.

Par exemple : Au fond de la mer dans la banquise arctique ou dans les déserts de sel
les microbes peuplent également notre propre corps et vivent sur notre peau ou a l'intérieur de
I'intestin. Presque tous les environnements sur terre sont colonisés par différents types de

micro-organismes (figure 1).

Nous étudions le métagenome car la plupart des microorganismes ne peuvent pas se
développer sur une culture pure et la culture ne peut jamais capturer le spectre complet de la
diversité microbienne, la métagénomique fournit des informations indépendantes de la culture

sur les microorganismes environnementaux.

Figure 01 : déférents environnements pour ’échantillonnage du métagénome.[8]
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4. Approches métagénomiques

L’étude métagénomique est basée sur deux approches qui sont la métagénomique des-
criptive qui permet "I’estimation des abondances microbiennes relatives en fonction de diffé-
rentes conditions physiologiques et environnementales pour révéler la structure communau-
taire et la variabilitt du microbiome”, d’autre part la métagénomique fonctionnelle vise
a "etudier les interactions héte-microbe et microbe-microbe et construire des modéles d'éco-
systemes dynamiques prédictifs pour refléter les liens entre les microbes ou les identités
communautaires”. C’est avec le développement conjoint de ces approches métagénomiques,
en se basant sur I’extraction directe de I’ADN bactérienne, la métagénomique permettra de
comprendre le réle de I’environnement naturel et de découvrir ainsi de nouveaux médica-
ments pouvant étre potentiellement utiles au développement des molécules a intérét thérapeu-

tigue comme des antibiotiques. [9,10]
5. Analyse métagenomique

De nombreuses méthodes distinctes ont émergé pour étudier le microbiome, lI'une des
méthodes les plus couramment utilisées consiste a analyser I'ADN total et c'est donc la que
nous prenons notre échantillon. Nous extrayons I'ADN directement de cet échantillon et nous
pouvons donc séquencer un marqueur taxonomique comme le géne 16s d’ARNr qui nous in-
dique quelles bactéries se trouvent dans notre échantillon. Grace a des fonctions stables des
genes de I'ARNr 16s, la présence de ce dernier dans la plupart des microorganismes a une
taille suffisante pour lI'analyse bioinformatique, en utilisant la PCR pour cibler et amplifier la
partie de la région hypervariable du géne de la sous-unité bactérienne de I'ARN ribosomal
16s. Cette stratégie est I'une des méthodes les plus couramment utilisées pour comprendre la

taxonomie et la phylogénie microbiennes.

Différentes études se contredisent sur le choix de la région ciblée, indépendamment du

type de microbiote, certaines régions sont conseillées selon le microbiote d'intérét.

Par exemple : la région V3 - V4, pour le microbiote intestinal humain (figure 2).
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Figure 02 : Représentation générale des ribosomes et régions a séquence variable.[11]

La métagénomique basée sur la méthode shotgun permet le séquencage aléatoire de I'en-
semble du métagénome d'un échantillon sans amorces spécifiques, réduisant ainsi les biais
dans la sélection des amorces. Cette démarche a ajouté des informations a la composition des
genes et la capacité fonctionnelle qui nous indique quels génes sont codés avec les genomes

des bactéries dans nos échantillons. [11,12]

Microbiome samples
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Figure 03 : Techniques couramment utilisées pour I'étude du microbiome.[8]
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6. Technologies de sequencage et métagénomique

Il est souvent admis que la diversité des microorganismes est énorme et que la grande
majorité (~99%) de ces microorganismes ne sont pas couramment cultivés et ne peuvent
donc pas étre cultivés a l'aide de méthodes traditionnelles. Par exemple, 1’électrophorése sur
gels, le polymorphisme, 1’hybridation in situ par fluorescence, la RT-PCR sont utilisés depuis
des décennies pour analyser des communautés biologiques ou environnementales indivi-
duelles, mais les détails limités de toutes les communautés microbiennes et de leurs membres
individuels obtenus par ces techniques rendent difficile la caractérisation compléte de com-

munautés complexes ou diverses [13],

Les progres des technologies de séquencage de nouvelles générations (NGS) ont fourni
une analyse de séquence a haut débit, permettant le séquencage simultané et indépendant de
milliards de molécules d'ADN et décrire précisément la structure et la diversité de métagé-
nome ainsi que son altération en pathologie. La combinaison de ces techniques avec des ap-
proches métagénomiques aide les chercheurs a étudier la diversité microbienne et a com-
prendre les fonctions et les relations entre les différentes communautés microbiennes com-

prennent le séquencage a base d'amplicon PCR.

Parmi les méthodologies NGS, le sequengage d'amplicon ciblé du géne ARNr 18s,
ARNr 16s, dénommé «16s-seq», est actuellement la stratégie la plus utilisée pour I'identifica-
tion et quantification des bactéries résidentes humaines. En effet, le séquengage de nouvelle
génération permet d'étudier et d'identifier des organismes directement a partir des habitats
sans préparation préalable, cet avénement de plusieurs stratégies a enrichi la métagénomique.
Récemment, de nombreuses méthodes NGS ont été développées, notamment le pyroséquen-
cage Roche/454, le séquencage Illumina/Solexa et le sequencage Applied Biosys-
tems/SOLID. [14]
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Chapitre2 : Génomigue du microbiote intestinal humain

1. Bref historique sur I’étude du microbiome humain

Dans les années 1800, Robert Koch et Louis Pasteur ont développé le concept de
microbes (ou microorganismes), selon lesquels les maladies infectieuses humaines sont
causees par des infections microbiennes. Plus de 100 ans plus tard, la prochaine révolution
conceptuelle implique des communautés naturelles de microorganismes, collectivement
connus sous le nom de microbiome. [15] La recherche sur le microbiome humain est un
domaine relativement nouveau dans la biologie humaine, connu sous le nom d’« organe
oublié » du corps humain, et étroitement liée a la microbiologie. Cette recherche commence
par des méthodes réductionnistes telles que I'utilisation de milieux de culture et de la
microscopie pour identifier et caractériser les souches bactériennes individuelles.

Initialement, seules les especes bactériennes cultivables ont été étudiées, mais il existe un
grand nombre de microorganismes qui n'ont pas été cultivés en laboratoire. Ceci se trouve
lorsque le nombre de microbes vus au microscope ne correspond pas au nombre de microbes
qui poussent sur la plague médiane. En 1970, Carl Woese a proposé que les génes d'ARN
ribosomal puissent é&tre utilisés comme marqueurs moléculaires pour la taxonomie
bactérienne. Par conséquent, les scientifiques ont développé des techniques independantes de
la culture pour I'amplification du gene de I'ARNr 16s et son séquengage basé sur des
méthodes PCR. [16] Ces stratégies ont été utilisées pour classer phylogénétiquement les
microbes intestinaux, puis annoter leurs fonctions dans des écosystémes microbiens natifs
distincts.[17]

2. Distribution des communautés microbiennes dans les tractus gastro-

intestinaux humain

Les conditions environnementales du tube digestif humain ne sont pas uniformes, mais il
existe des différences significatives entre 1’estomac et le colon. Par conséquent, il n’est pas
surprenant que les communautés microbiennes dans différentes parties du tube digestif
different, sous I’activité métabolique. Les microbes protecteurs commencent d’abord a se
développer sur la peau du bébé et continuent dans 1’estomac et sont connus pour assurer leur
survie dans I’environnement de I’estomac en produisant de 1’uréase, une étude sans culture
des séquences du gene microbien de ’ARN 16s dans 23 échantillons de biopsie de la
muqueuse gastrique a révélé une communauté diversifiée de 128 phototypes telle que

(Bacteroidetes, les actinobactéries ...).
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L’intestin gréle colonisé représente alors la partie la plus longue du tube digestif, aug-
mentant avec 1’évolution des conditions et de la densité des cellules partout. D’une maniére
générale, la composition du microbiote intestinal gréle variait davantage d’un individu a
I’autre. Une étude récente comparant le microbiote duodénal rapporte la présence de nom-
breux genres tels que Brevibacterium, Veillonella et Prevetella. (2017) En Suite, par d’autres
genres dans le cdlon, ces populations de bactéries sont appelées flore microbienne, et elles
effectuent une grande variété d’activités cruciales. IlIs nous protégent de I’infection par des

microorganismes virulents.[15] (figure 4).

Small intestine: Stomach:
Firmicutes Firmicutes
Streptococcus Streptococcus
Lactobacillus Gernella
Copracoccus Bacteroidetes
Megasphaera Porphyromonas
Brevibacilius Frevotell
Veillonella
Gemella Actinobacteria

Rothia
Bacteroidetes Atopobium
Porphyromonas
Prevotelia FH‘:““'-::“
Actinobactaria sobacterium
Atopobium Heﬁmuwmeh

er
Fusobacteria
Leptotrichia
Fusobacterium
Proteobacteria
Neisseria
Haemophilus
Colon:

Firmicutes [<50%) Bacteroldetes (<40%) Proteobacteria (<2%) Actinobacteria (<10%)
Clostricinm Anaerostipes Bocteroides Escherichia Bifidobacterium
Eubacterivm  Foecalibacterium  Parabacleroides Erterobacter Atopabium
Ruminococeus  Lachnospira Porphyromonas Citrobactor Collinsella
Roseburia Subdoligranulum  Prevotella Desulfovibrio Adfercreutzia
Butyrivibrio Lachnospira Alistipes Bilophila Slackia
Coprococeus Lactobacillus Eggerthelia
Darea Enterococcus Fusobacteria (<2%) Verrucomicrobla (<3%)
Blautia Streptococcus Fuspbac terium Akkermansia

Figure 04 : Principaux genres bactériens rencontrés dans les différentes sections du tractus
gastro-intestinal.[15]
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3. Composition et Fonction du microbiome intestinal

Le microbiote intestinal ou la flore intestinale est I'ensemble des microorganismes hé-
bergés dans le tube digestif principalement dans le c6lon. Un pH et une concentration en oxy-
gene variables affectent I'abondance du microbiome intestinal dans le tractus gastro-intestinal.

Notre microbiote comprend pres de cent mille milliards de bactérie.

Le microbiome intestinal s'établit au cours des premieres années de la vie et contient jus-
gu'a 100 milliards de microbes, sa composition se complique avec le temps et elle comprend
de trés nombreuses especes de bactéries mais aussi des champignons microscopiques, des
protozoaires, des archées et des virus. Le classement taxonomique du microbiome intestinal
comprend les espéces, les genres, les familles, les ordres, les classes et les embranchements.
La plupart des especes appartiennent aux Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Pro-

teobacteria et Verrucomicrobia phyla. [18,19]

La flore intestinale peut méme étre considéré comme un véritable organe a part entiére
impliqué dans de multiples fonctions physiologiques telle que :
- Protection contre les agents pathogenes tuant ou en inhibant les organismes ;
- Régulation du systeme immunitaire en influencant la production de cytokines et anti-
corps ;

- Régulation du métabolisme impliqué dans une variété de processus métaboliques.

Ces processus y compris la régulation de I'noméostasie énergétique et pondé-
rale, la production d'acides gras chaine courte (aprés fermentation de fibres non digestibles) et
vitamines (vitamines B et vitamine K), contrdle glycémique, interaction avec l'augmentation

de I'étain et du métabolisme des lipides et 1’0s. [20]
4. Origine de la variation normale du microbiote intestinal

Déterminant qu'un microbiome intestinal sain est tres variable, alors nous devons com-
prendre pourquoi cela change afin que ces informations puissent étre utilisées pour adapter la
thérapie ou les essais cliniques ? Par exemple, la mesure dans laquelle les membres d'une
méme famille présentent de microbes similaires déterminera les antécédents familiaux ;
L’enrichissement informatif induit par le microbiote, le degré de changement dans le micro-
biome, I'age ou la grossesse doivent étre pris en compte lors de la conception des groupements
distincts. Les facteurs externes, du microbiome au régime alimentaire, éclaireront les straté-

gies de traitement des maladies liées au microbiome.[21]
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4.1. Facteur Age

Des changements significatifs dans le microbiote intestinal se produisent tot dans la
vie, avec une diversité et une stabilité accrue au cours des trois premiéres années (Figure 5).
La maturation du microbiote humain est un exemple de succession écologique. Apres la colo-
nisation initiale, un continuum de composition et de fonction de la communauté se produit.

Une communauté climax relativement stable est établie.[22]

Entérotypes

un A . b . * o
.*: -‘5.3.'.‘.‘. &Q ¥ 4
« ® e .
.'..:'.-‘ . e \ ..:o:'.°\ ;'o
s ".0_, ‘o ‘:fo °
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Figure 5 : Diversité microbienne humaine et entérotypes. (Images associées a la diversité du
microbiome L'homme est considérablement élargi. Le microbiote de 531 enfants était associé
a Adultes en bonne santé (Amérindiens) du Malawi, Amazonas, Venezuela Les Etats-Unis
utilisent la sequence du géne de I'ARNr 16S dans)

Le microbiote du nourrisson est relativement instable et fonctionnel, la variation des
compagnies microbiennes et de genes fonctionnels entre les habitants est plus importante chez
le nouveau-né que chez les adultes. Les microbiomes infantiles partagent des propriétés carac-
téristiques entre les individus et les populations a la fois compositionnelles (de nombreuses
bifidobactéries et richesse en espéces plus faible que chez les adultes) et fonctionnelles.

Les microbiomes des nourrissons sont affectés par l'utilisation d'antibiotiques. Le
choix de I'alimentation postnatale (lait maternel ou préparation pour nourrissons) influe sur le
processus de colonisation du nouveau-né. En vieillissant, I'introduction d'aliments solides dés
2 ans et la production d'hormones sexuelles dés la puberté ainsi que la ménopause féminine
apportent une richesse et une complexité supplémentaires au microbiome intestinal. Bien qu'il
ne soit pas clair si les différences dans le microbiote au début de la vie affectent sa composi-
tion a 1I’age adulte, pourtant les apports sont différents. Des effets induits lors de 1’age de pe-
tite enfance peuvent influencer la susceptibilité aux troubles immunitaires a I'age adulte, tels

que I'asthme et les maladies atopiques.[21]
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4.2. Effet génétique, environnemental et alimentation

Qu'en est-il des facteurs tels que I'environnement et I'alimentation, la forme du micro-
biote intestinal humain reste floue, en raison que ces facteurs sont souvent contradictoires.
Chez les jumeaux et les couples mére-fille, la composition du microbiote est plus similaire
que celle des individus non apparentes, ceci suggére qu’il peut avoir des effets genétiques sur
la flore intestinale humaine. Cependant, d’autres études ont montré que les jumeaux et les
adultes, en vie collective, ont des microbiomes également similaires, ce qui suggére que les

similitudes peuvent étre environnementales plut6t que génétiques.

Les populations peuvent étre distinguées par des différences caractéristiques de la flore
intestinale. Par exemple, le microbiome des enfants italiens est similaire & ce des enfants en
Afrique rurale, ainsi les enfants et les adultes aux Etats-Unis différent de la multitude des po-

pulations du Malawi et de I'Etat d'’Amazonie au Venezuela.

Tant que génétiquement distinctes, ces peuplements different également par d'autres
agents qui peut affecter le microbiome, par exemple 1’hygiene et la propreté adéquates, la
qualité de I’alimentation et les normes d’utilisation d'antibiotiques. Les facteurs culturels,

notamment, peuvent jouer un role clé dans la formation du microbiome intestinal. [21]
5. Microbiome intestinal et les maladies

La relation symbiotique entre I'ndte humain et le microbiote intestinal peut déclencher des

réponses biologiques spécifiques locales et systémiques.

Les colonies peuvent également provoquer des maladies spécifiques a I'activité (dysbiose)
telles que I'obésité et la malnutrition chez le diabéte de type 2, les maladies inflammatoires de
I'intestin, les maladies neurologiques et le cancer. La dysbiose peut étre la cause et/ou la con-
séquence de ces maladies ou des activités de protection contre les maladies (probiotiques).
[23]
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6. Méthodologie d’étude du microbiome intestinal humain
6.1. Analyse phylogénétique de la communauté microbienne

6.1.1. Méthode dépendante de la culture :

Les approches basées sur la culture sont toujours considérées comme le protocole de
référence pour identifier de nouvelles espéces et fournir des informations pertinentes dans le
monde des microorganismes. Il s'agit d'une méthode peu codteuse et plus fiable pour I'identi-
fication bactérienne. Mais il n'est pas prouvé qu'ils soient pleinement efficaces contre les bac-
téries anaérobiques et non sensible. On sait que plus de 30 % des especes bactériennes ne
peuvent pas étre planté en dehors de leur habitat. De plus, le microbiote intestinal comprend
non seulement les bactéries, mais aussi les phages, les archées, les especes fongiques et les
eucaryotes unicellulaires. Par conséquent, nous avons besoin d'une approche d'enquéte plus
large pour couvrir toutes les préparations microbiennes qui impliquent et contribuent a stabili-

ser le microbiote intestinal. [16]
6.1.1.1. culturomique

L'importance des méthodes dépendantes de la culture pour identifier les microorganismes
dans la communauté microbienne intestinale ne peut étre sous-estimée et les chercheurs ont
dévoilé les méthodes basees sur la culture en ajoutant de nombreux instruments sophistiqués
et des milieux de croissance appropriés. Cela permet de cultiver la plupart des bactéries culti-
vables auparavant considérées comme impossibles en laboratoire. La culturomique est une
méthode de culture exigeante et qui utilise plusieurs conditions de culture, la spectrométrie de
masse MALDI-TOF et le séquencage de I'ARNr 16s pour identifier les espéeces bactériennes.
Au cours de son développement, I'objectif principal était de permettre a la méthode de fournir
une variété de conditions de culture qui soutiennent la croissance de bactéries discernantes

dans l'intestin humain.

En effet, cette méthode de culture nous aidons a indiquer plus sur les aspects fonctionnels

du microbiome intestinal, notamment sa composition.[24]
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6.1.1.2. Dosage microfliudiques

La microfluidique ou cellule sur puce c'est la science de la manipulation de fluides a
I’échelle micrométrique, alors la microfluidique est une technologie qui a été utilisé pour faire
avancer la science qui offrent un microenvironnement spécifique pour les réactions biochi-
miques. La technique microfluidique, a toujours été liée au vivant. Le corps humain lui-méme
est un systeme microfluidique, les vaisseaux sanguins, les bronches et une partie du systéeme
digestif sont des systemes microfluidiques, cette technique est également appliquée dans les
études du microbiote intestinale connus aussi sous le nom gut-on-chip. Avec les micropuces
qui exposent les cellules cultivées, ils fournissent un environnement de croissance de type
gastro-intestinal pour la co-croissance des cellules épithéliales humaines et une nutrition spé-
cifiques nécessaires a ces croissances bactériennes. Par exemple (diaphonie microbienne hu-
maine (HuMiX)).

En effet, la microfluidique permet de faire des tests, améliorer de nombreux aspects de

la vie humaine, sauvé des vies humaines grace a des médicaments « encapsulés ». [25]
6.1.2. Méthodes indépendantes de la culture

Concernant les méthodes indépendantes de la culture, il existe plusieurs étapes a suivre

permet les étapes majors :
6.1.2.1. Méthode de prélévement et de standardisation des échantillons

Dans toute analyse microbiologique ou biochimique. La préparation des échantillons est
une étape critique et importante qui détermine la précision et I'efficacité de toute technique
analytique simple ou complexe. Lors des études du microbiome humain, il existe deux princi-

paux types d'échantillons, les biopsies fécales et muqueuses.[27]
6.1.2.2. Analyse métagénomique de la communauté

D’apres 1’analyse métagénomique de la communauté, les microbiologistes ont développé
plusieurs méthodes avancées pour comprendre la composition du microbiote intestinal et la
croissance microbienne, révolutionnant le domaine de la recherche sur la communauté micro-
bienne humaine. La métagénomique est la premiére technique qui permet d'identifier phylo-
génétiquement 80% des microorganismes non cultivés. Les techniques métagénomiques clas-

siques reposent sur I'ARN ribosomal 16s dont la fonction principale est de réguler la synthese
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des protéines, méthodes de séquencage de I'ADN nouvelle génération. Les amplicons du géne
de I'ARNr 16s sont isolés et sequenceés, c'est donc maintenant la méthode la plus réussie et la
plus largement indépendante pour la classification taxonomique des cultures récentes. Le sé-
quencage d'ADN de nouvelle génération a abouti a des approches métagénomiques plus ra-

pides et plus complexes que le séquencage métagénomique du génome entier.[28]
6.1.2.3. PCR en temps réel

La PCR en temps réel ou PCR quantitative (QPCR) est une technique utilisée pour
I’analyse du microbiome, en particulier pour I’analyse phylogénétique. Elle peut étre utilisée a
la fois quantitativement et semi-quantitativement, selon I’application, pour quantifier I’ADN
dans les échantillons de selles ou de muqueuse intestinale en utilisant des sondes fluorescentes
ou des molécules colorées insérées entre des molécules d’ADN double brin ou des amplicons
d’ARN 16s. Ces sondes émettent des signaux forts dont I’intensité est proportionnelle a la
quantité d’échantillon d’ADN présent. La qPCR a été utilisée pour étudier I’environnement
écologique des populations normales et obeses, pour comprendre la diversité microbienne
fonctionnelle dans le microbiote intestinal des patients agés et pour voir I’effet des antibio-
tiques sur les microbes intestinaux. Les méthodes basées sur la qPCR conviennent a une ana-

lyse phylogénétique prédictive précise. [29,30]
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Chapitre 3 : Matériel et Méthodes

1.Matériel :

1.1. Les données :

Le fichier avec lequel nous avons travaillé est celui de la métagénomique (données du
séquencage des ARNr 16s) qui a été séquencés a partir des prélevements du microbiote de
l'intestin humain sur les patients CKD (Chronic Kidney Disease) car il y’avait des travaux
voisins sur cette maladie. Avec plus de 340 000 données de rangées a 1’aide de la méthode de
séquencage Illumina NovaSeq 6000. En raison de la variabilitt de la communauté
microbienne, nous avons choisi quatre types de variants des échantillons nous nous sommes
intéressés & quelques facteurs d'origine de la variation normale (I'Age et le sexe) chez les
malades et les contrbles des deux sexes. Nous avons choisi des adultes avec des ages

rapprochés pour éviter I’influence de la déférence d’age sue la distribution des bactéries.

Ces échantillons ont été téléchargés de la base de données NCBI (SRA) au format FASTQ
de I’Université pharmaceutique de Chine, ils ont été publiés le 18-10-2021. Cette étude

intrigue toujours les chercheurs.

e Sequence Read Archive (SRA) : est l'archive principale pour les données de
séquencage a haut débit, qui fait partie de I'International Archives Partnership du
NCBI, de I'Institut européen de bioinformatique qui stocke les données de
séquence brutes des technologies de séquencage de « nouvelle génération »

notamment lllumina 454, pour lire et produire des formats tels que FASTQ.

Le format Fasta est un format textuel pour représenter des séquences nucléotidiques ou
des séquences peptidiques. En format Fasta nous commengons I’écriture par une ligne de
description débutant par ">" et comprenant l'identificateur de séquence et une description. Les
lignes suivantes contiennent les données de séquence qui sont censés étre représentés dans les

codes d'acides nucléiques et d'acides aminés standards de L’ TUPAC.

FASTQ est devenu un format de fichier commun pour le partage des données de lecture de

séquencage combinant a la fois la séquence et un score de qualité associé par base (figure 6).
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1[@F54C.1 1 length=250
2 ATGACCTACGGGTGGCTGCAGTGATTAACCTTTAGCAATAAACGAAAGTTTAACTAAGCTATACTAACCCCAGGGTTGGTCAATTTCGTGCCAGCCACCGCGGTCACACGATTA
3 +F54C.1 1 length=250
4 FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
5 @F54C.2 2 length=250
6 ATGACCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCATGUGGGATGAATGCCTTCGGGTTGTAAACCCCTTTCAGCAGGGAAG
7 +F54C.2 2 length=250
8 FFFFFFFFFFFFFFFFFFF: FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF :FFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFF
9 @F54C.3 3 length=250
16 ATGACCTACGGGGGGCTGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGGGAGG
11 +F54C.3 3 length=250
12 FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF: : FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
13 @F54C.4 4 length=250
14 ATGACCTACGGGTGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGAGAGTCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTARACTTCTTTTATATGGGAA
15 +F54C.4 4 length=250
16 FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFF: :F ,FFFFFFFFFFFFFFF
17 @F54C.5 5 length=250
18 ATGACCTACGGGTGGCTGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGUGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCGACAGGGACG
19 +F54C.5 5 length=250
20 FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

Figure 06 : Fichier d'exemple de format FASTQ.

Tableau 1 : Informations sur les données utilisées pour I'analyse.

Séquence SRR16472981 SRR16472980 SRR16472979 SRR16472978

La source METAGENOMIC | METAGENOMIC | METAGENOMIC | METAGENOMIC

Library CKD1 CKD2 Controll Control2

Name

Sélection PCR PCR PCR PCR

Instrument | Illimuna NovaSeq | Illimuna NovaSeq | Illimuna NovaSeq | Illimuna NovaSeq
6000 6000 6000 6000

Stratégie AMPLICON AMPLICON AMPLICON AMPLICON

Disposition PAIRE PAIRE PAIRE PAIRE

Nombre de 83.1k 86.1k 86.6k 84.7k

spots

Nombre de 41.6Mbp 43.0Mbp 43.3Mbp 42.4Mbp

Bases

brutes

Taille 15.7M 15.8M 14.5M 14.3M

Contenu 54.3% 55.7% 52% 52.1%

GC

ID 22357453 22357454 22357463 22357464

Publié 2021-10-25 2021-10-25 2021-10-25 2021-10-25

1.2. Les environnements :

L’analyse bioinformatique de nos données /échantillons moléculaires a été réalisée a I’aide

des plateformes, des softwares.

Linux : Ubuntu :

Linux est un systeme d'exploitation complet et libre, qui peut étre utilisé en lieu et place de

systemes d'exploitation commercialisés, tels que Windows, de Microsoft. 1l est accompagné

de nombreux logiciels libres complémentaires, offrant un systeme complet aux utilisateurs.
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Anaconda :

Anaconda est un gestionnaire de packages, un gestionnaire d'environnement, une science
des données Python/R distribution et une collection de plus de 7 500 packages open source.

Anaconda est gratuit et facile a installer, et il offre un support communautaire gratuit.
Logiciel :

Plusieurs outils bioinformatiques ont été développés pour analyser les données
métagénomiques au niveau moléculaire (ARNr 16S) : QIIME, MOTHUR, DADAZ2,

UPARSE. Dans ce travail on a choisi le pipeline mothur.
Mothur :

Mothur est un logiciel analysant des séquences brutes et générant des outils de
visualisation pour décrire la diversité. Devenu I'un des outils bioinformatiques les plus cités
pour I'analyse des séquences de genes d'ARNTr 16S et il s'agit d'une combinaison de plusieurs
outils analytiques pour décrire et comparer les communautés microbiennes. Il fournit des
exemples de données acquises a partir de différentes plates-formes de séquencage.

Avantages : Capable d'effectuer des analyses basées sur ’OTU.

MEGA
Est un logiciel qui prend en charge I'affichage des arbres au format Newick contenant les

longueurs des branches ainsi que le Bootstrap ou d'autres décomptes.
GALAXY :

Galaxy est une plate-forme de flux de travail scientifique, d'intégration de données, de
persistance et de publication de données et danalyses qui vise a rendre la biologie
computationnelle accessible aux chercheurs.

Tableau 2 : Caractéristiques de 1’ordinateur utilisé pour 1’analyse des données.

L'ordinateur Les caractéristiques

Processeur Intel(R) Core (TM) i5-7200U CPU @ 2.50GHz 2.70 GHz
RAM 8,00 Go DDR4

Stockage 222 GB HDD

Systeme Windows 10
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2. Méthodes
Notre objectif est d’étudier les effets de la flore intestinale chez des patients CKD a l'aide
de pipeline mothur. Analyse des données d’ARNr 16S sur la diversité microbienne entre les

patients sains et les patients atteints CKD.

Dans cette section, nous fournissons une description claire et précise des différents
protocoles des basses de la procédure opératoire standard du laboratoire Schloss pour les

données Illumina MiSeqces étapes. Workflow suivant résume le processus du pipeline

Propose.
s ™~ -
Data ——>| Make Contigs Merge Group File
preparation Samples
- .
Quality Control Sequence Length ] [ Homopolymers ]
- - .
h 4

Alignment

himeras

N

-
[ Quality Control ;,[ Poor Alignements ][ Remove ][ Assign Taxonomy ]

OTU Clustering ]

[ Classification ]

i

Diversi - - . .
[ Analys:z ]H[ Alpha Diversity ] [ Beta Diversity ]
[ Visualisations F[ Krona ]

Figure 07 : Résumé des techniques utilisées pour I'analyse des données de séquencage de I'ARNr

16S.
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Pour réaliser notre travail on a procédé au Chappidi, S., Villa, E. C., & Cantarel, B. L [1] [31]
[32] :

https://training.galaxyproject.org

http://mothur.org/

2.1. Collection des données biologiques

En raison des progres du NGS, un grand nombre d'ensembles de données de séquences
métagénomiques ont été générés. Ces ensembles de données sont disponibles dans divers
référentiels, y compris NCBI (SRA) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra. Les données obtenues
sont en format FASTQ.

Pour étudier les effets de la flore intestinale sur les patients CKD et déterminer la
composition et la structure de la communauté bactérienne dans les ensembles de données

d’ARN ribosomique 16s, on a utilisé la base de données https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra.

Nos séquences sont organisées de cette maniére : F63CKD, F54C, M57C, M53CKD (ou
F : femelle, M : male, 63 : I’age, CKD : patient, C : Controle).

Apres le télechargement des données on doit reconnaitre lI'appariement a partir des noms
de fichiers, qui ne différeront que par _R1 ou _R2 dans le nom de fichier puisque chaque
échantillon se compose de deux fichiers fastq distincts, I'un contenant forward reads et 1’autre
contenant the reverse reads. Cette étape est réalisée par la commande suivante (figure 8) :
(bioinformatics) : S fastq-dump --split-3 F54C F63CKD M53CKD M57C

Read 86580 spots for F54C
Written 86580 spots for F54C

Read 86077 spots for F63CKD
Written 86077 spots for F63CKD

Figure 08 : Commande utilisé pour décompresse les données.

Aprés avoir assemblé nos données d'entrée, on les intégrera dans la plate-forme Galaxy.

1. Controle de qualité
1.1 Créer des contigs a partir paired-end reads

La premiére chose que nous voulons faire est de combiner nos deux ensembles de lectures
pour chaque échantillon, puis de combiner les données de tous les échantillons. Cela se fait a

I'aide de la commande make.contigs de Mothur.
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e La commande make.contigs lit un fichier fastq vers l'avant et un fichier fastq vers
I'arriere et génére de nouveaux fichiers fasta et de rapport.

> Le nombre de fichiers de sortie :

Group count:

F5AC.fastg.g= 85580
F&e3CKD.fastg.gz B6B77
M53CKD.fastg.gz 83112

M57FC.fastq.g=z BATAG

Total of all groups is 348515

Output File Mames:
combo_fastg.trim.contigs.renamed_map
combo_fastg.trim.contigs.fasta
combo_fastg.trim.contigs.gual

combo_fastqg.contigs.report
combo_fastg.contigs.groups

mothur > gquit

Figure 09 : Apparition de la fusion des données et le nombre de fichiers de sortie.

1.2 Nettoyage des données

Le fichier contig fasta nous aide a améliorer la qualité de nos données, ensuite on
passe a la commande summary.segs qui résume la qualité des séquences dans un fichier

de séquence au format fasta aligné ou non.

> Logfile du fichier summary contient également des statistiques sur la qualité des
séquences (figure 10) :

Start End NBases Ambigs Polymer NumSeqs
Mimimum: 1 258 25@ [=] 3 1
2.5%-tile: 1 295 295 (5] £ 8513
25%-tile: a1 447 447 (5] 5 85129
Median: 1 4532 A53 (=] 5 178258
F5X%-tile: 1 A66 AB56 a (=] 255387
97 .5%-tile: a1 AT2 AT2 2 32 332003
Maximum: 1 588 Soe 152 258 248515
Mean: 1 445 339 445,339 0.247798 8.31983
# of Seqs: 3468515

Output File Mames:
fasta.summary

It tock 2 secs to summarize 3408515 sequences.

mothur > guit

FigurelO : Apparition des statistiques de la qualité des séquences.
e Presque tous les reads sont entre 250 et 472 bases de longueur.

e 25% ou plus de nos reads avaient des appels de base ambigus (Ambigs

colonne).
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e La lecture la plus longue dans I'ensemble de données est de 500 bases.
Il'y a 340515 séquences.

Notre région d'intérét du gene 16s, ne fait qu'environ 250 a 472 bases de long.
N'importe quel reads significativement plus long que cette valeur attendue ne s'est
probablement pas bien assemblé a I'étape make.contigs, de plus on constate que 2,5%
de nos reads avait entre 2 et 152 appels de bases ambigués. Dans les prochaines
étapes, nous allons nettoyer nos données en supprimant ces problémes des reads avec
la commande screen.seq, celle-ci est utilisée pour supprimer les lectures de mauvaise
qualité :

1. Séquences a bases ambigués (maxambig).
2. Contigs plus longs qu'un seuil donné (maxlength).
e Pour voir combien de lectures ont été supprimées lors de cette étape de sélection, cela

peut étre déterminée en regardant le nombre de lignes dans le fichier bad.accons

output of screen.seq, dans notre cas 6,925 lignes sont éliminés.

1.3 Optimiser les fichiers pour le calcul

Les échantillons de microbiome contiennent souvent un grand nombre d'organismes
identiques, nous nous attendons donc a trouver de nombreuses séquences identiques dans nos
données. Pour accélérer le calcul, nous identifions d'abord les lectures uniques, puis nous
enregistrons le nombre de fois ou ces lectures distinctes ont été observées dans I'ensemble de
données d'origine. Pour cela, nous utilisons la commande Unique.segs. A partir du fichier

good.fasta output de Screen.segs.

A cette étape, la commande count.seq génére un tableau de regroupement des nombres de
séquences identiques. Ce tableau détermine la classification taxonomique et I'abondance de
I’OTUs (Unité taxonomique opérationnelle) dans les étapes en aval. count.seq est appliqué

avec les paramétres suivants :

- Name : fichier output de unique.seqs

- Group : fichier output de screen.segs

Output de count.segs résume le nombre de fois ou chaque séquence unique a été observée

dans chacun des échantillons. Cela ressemblera a ceci (figure 11) :
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name total
Representative_Sequence total Fs4C.fastq.gz  F63CKD.fastq.gz MS53CKD.fastq.gz  M57C.fastq.gz
1_F54C.fastg.gz 67
2_F54C fastq.gz

3_F54C fastq.gz

4_F54C.fastq.gz

5_F54C.fastg.gz

6_F54C fastq.gz

7_F54C fastqg.gz 1
8_F54C.fastq.gz
9_F54C.fastg.gz
10_F54C. fastq.gz
11_F54C.fastq.gz
12_F54C. fastq.gz
13_F54C. fastq.gz
14_F54(C.fastq.gz
15_F54C.fastq.gz
16_F54C. fastq.gz
17_F54C fastq.gz 114 12
18_F54(C.fastq.gz 143 15
19_F54C. fastq.gz 72 72
20_F54C fastq.gz 1 1

o))
=]

T T VR

9%}
= @ =0
1 9%]
== oo
(=)
N O N ©C 0 o 0 0 o 0 o0 o o o0 oo

128

0O 0O O 0 0O 0 0O 0 O 0 o0 o o0 o0 o o o0 o o
0O o o 0 0 o0 o0 o0 o o0 o0 o o0 o0 o o0 oo

Figure 11 : Exemple de tableau de regroupement des séquences uniques.
e La premiere colonne contient les noms des séquences représentatives, et les colonnes
suivantes contiennent le nombre de répétitions de cette séquence observée dans chaque

échantillon.

2. Alignement de séquences

On passe maintenant a 1’étape d’alignement qui est une étape importante pour améliorer
le regroupement de nos OTUs. Tout d’abord, on doit télécharger une base de données de
référence (SILVA.bacteria) et assurer qu'elle se trouve dans le méme dossier que le nétre de
candidature. En ce moment-la, nous sommes préts a aligner nos séquences par la commande

align.seqs.

Puis la commande summary.seqs résumera la qualité des séquences dans un fichier de

séquence au format fasta aligné ou non.

e Le fichier output de summary.seqgs :
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Start End NBases Ambigs Polymer MNumSeqs
Minimum: 5] (=} 2] a 1 1
2.5%-tile: 1244 1853 2 [%] 1 5348
25%-tile: 5332 25319 AAs [5] 4 83398
Median: 56332 25319 A53 [5] 5 166796
75%-tile: 5333 25319 A5 [%] 5 258193
97 .5%-tile: Az3061 43116 AT2 2 5 325251
Maximum : A3116 A3116 AT2 8 1% 333590
Mean: 7588 .16 24739 .5 415.156 8. 28874835 4 _ 87787
# of unigue seqs: 219717
total # of seqgs: 3335906

Output File MNames:
fasta.summary

It tocok 298 secs to summarize 333590 sequences.

mothur > guit

Figure 12 : Résumé de la qualité des séquences apres alignement (table de sortie).

Les colonnes “’Start’ et “°’End’’ nous indiquent que la plupart des lectures s'alignent
entre les positions 1044 et 43116, ce que nous nous attendions a trouver lors de l'utilisation du
fichier de référence (silva). Cependant, certaines lectures étaient alignées a des positions trés
différentes, ce qui peut indiquer des insertions ou des suppressions aux extrémités alignées ou
d'autres facteurs de complication, notez également dans la colonne ‘’Polymer’’ dans la table

de sortie. Cela représente la longueur moyenne de I'nhomopolymere.

Notre base de données de référence ne contient aucun fragment homo-polymérique
supérieur a huit lectures, toutes les lectures contenant des fragments aussi longs sont
probablement le résultat d'erreurs de PCR et nous les supprimons judicieusement. Ensuite
nous allons encore nettoyer nos données en supprimant les séquences mal alignées et toutes

les séquences avec de longues étendues d'homopolymeére.

2.1. Second nettoyage de données

Les séquences qui ne s‘alignent pas sur la région 16S souhaitée peuvent étre déterminées

et supprimées avec les étapes screen.seqs et filter.segs

e Screen.seqs
1. Supprimez tout lectures ne chevauchant pas la région V1-V9 (position 1044 et 43116).
2. Supprimez les homopolymeéres de longueur > 8 a l'aide de I'option maxhomop = 8.

o Filter.segs
1. Supprimez tout overhang a chaque extrémité de la région pour nous assurer que nos

séquences ne chevauchent que cette région V1-V9.

24



Chapitre 3 : Matériel et Méthodes

2. Nettoyez notre fichier d'alignement en supprimant toutes les colonnes qui ont un
caractere gap (-, ou. Pour les espaces terminaux) a cette position dans chaque séquence

(également en utilisant Filter.seqs).
2.2 Pré-clustering

Cette étape consiste a réduire la redondance des séquences, sont but et de nettoyer les
données pour fusionner des séquences presque identiques en utilisant les deux commandes

suivantes : Unique.segs et Pre.cluster avec “diffs”= 2.

1. Lacommande unique.segs réduit le nombre de séquences a analyser.

2. La commande pre.cluster utilise le fichier fasta output de ce dernier pour
regrouper les séquences avec un nombre maximum (seuil) de différences de
bases et débarrasser des éventuelles erreurs de PCR. Avec l'option diffs, nous

pouvons modifier ce seuil.
2.3 ldentification et suppression des chimeres

Les chimeres : sont des séquences d’ADN uniques issues de plusieurs séquences parentes,
peuvent exister dans les lectures de séquencage, en raison de manipulations en laboratoire ou
d'artefacts de PCR.

- Les chimeres potentielles peuvent étre :

1. lIdentifiées a l'aide de la commande. chimera.vsearch

2. Supprimées a l'aide de la commande remove.seqs.

3. Classification taxonomique

La classification taxonomique est fondée sur une base de données des séquences de
référence phylogénétique (reference_tax.rdp) qui est deja téléchargé et importer dans le méme
dossier. Dans le but de déterminer cette taxonomie des séquences en passant les filtres de
contréle de qualité du protocole de base avec reference_tax.rdp (base de données de référence
phylogénétique). La variabilité des séquences dans un groupe taxonomique peut étre classée
en phylum, classe, ordre, famille, genre ou rang de I'espece. La classification des especes est

difficile avec seulement une proportion du gene de I'ARNr 16s.
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3.1 Elimination des séquences non bactériennes

Malgré tout ce que nous avons fait pour améliorer la qualité des données, il reste peut-étre
encore beaucoup a faire : il peut y avoir de géne 16S rRNA des archées, des chloroplastes et
des mitochondries qui ont persisté a toutes les étapes de nettoyage jusqu'a présent. Nous ne
sommes généralement pas intéressés par ces séquences et souhaitons les supprimer de notre

jeu de données.

Le programme classify.seqs est utilisé pour prédire la classification taxonomique de

chaque lecture ou contig.

e “fasta”: the fasta output de Remove.segs.
e “taxonomy’: reference tax.rdp de Notre historique.

e “count”: count table fishier output de Remove.segs.

Remove.seqs consiste a supprimer les séquences basées sur la nature du taxon non désiré.
La classification des faux positifs peut étre supprimée. Etant donné que notre étude cible

I'ARNr 16s des eubactéries, nous supprimons toutes les classifications non bactériennes.

e “taxonomy’: the taxonomy output de Classify.seqs.

e "taxon-Selectionner manuellement les taxons pour le filtrage™: Chloroplast-
Mitochondria-inconnu-Archaea-Eukaryota param-file “fasta”: the fasta output from
Remove.seqs.

e param-file “count”: the count table de Remove.seqs
4. Résolution des abondances d'OTU et leur classification taxonomique

La classification OTU nécessite qu’une matrice de distance soit calculée entre les paires de

séquences puis les séquences soient regroupées par distance.

a) La commande dist.seqs crée une matrice de distance et toutes les distances > 0,03 ne

seront pas incluses dans la matrice.

b) La commande cluster détermine les OTU a des distances différentes. Un fichier partagé
fournit I'abondance de chaque OTU par échantillon et est produit a I'aide de la commande

make.shared.

c) La commande classify.otu identifie la classification taxonomique consensuelle pour les
OTU.
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Pour comprendre la stabilité du microbiome en observant les changements dans la

structure communautaire entre les échantillons en amont et en aval.

Etant donné que certains de nos échantillons peuvent contenir plus de séquences que
d'autres, il est généralement judicieux de normaliser l'ensemble de données par sous-

échantillonnage.

Nous voulons d'abord voire combien de séquences nous avons dans chaque échantillon.

Nous allons le faire avec l'outil Count.groups

- Output de fichier Count.groups est :

F54C . fastqgq.g=z contains 3I8352.
F&S3ICKED.fastg.g=z contains 732835,
MS3ICKD. fastg.gz contalins 59689.
M57C.fastg.g=z contains B5267.

Total segs: 237063.
Output File Mames:

group .count.summary

mothur > guit

Figure 13 : Output du fichier Count.groups

- Le plus petit échantillon est F54C et se compose de 38352 séquences, c'est un nombre
raisonnable. Nous allons donc procéder au sous-échantillonnage de tous les autres

échantillons jusqu'a ce niveau.

Sub.sample : utilisée pour normaliser nos données ou créer un ensemble plus petit a partir

de notre ensemble d'origine.

- Output de fichier de Sub.sample est :

Sampling 28352 from each group.
B.83

Output File MNames:
input otu.9 .83 . subsample.dat

mothur > guit

Figure 14: Output du fichier de Sub.sample.

L’ensemble des groupes (sous-échantillons) obtenus est de 38352 sequences.
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Les fichiers make.biom créent un fichier biom, ces fichiers Biom peuvent étre importés

dans des programmes externes pour effectuer des analyses supplémentaires et créer des tracés.
5. Analyse de la diversité

La diversité des especes est un outil précieux pour décrire la complexité écologique d’un
méme échantillon (la diversité alpha) ou d’un échantillon a ’autre (la diversité beta). La
diversité n'est pas une quantité physique qui peut étre mesurée directement, plusieurs mesures

différentes ont été proposées pour quantifier cette diversité.
La diversité des especes comprend trois composantes :

- Larichesse des espéces : le nombre d'espéeces différentes dans une communauté.
- La diversité taxonomique : la régularitt en nombre de chaque espéce dans une
communaute.

- Diversité phylogénétique : le degré de parenté des especes dans une communaute.
5.1. Diversité alpha :

Afin d'estimer la diversité alpha des echantillons, nous calculons les courbes de raréfaction
avec le Rarefaction.single. Rappelons que la raréfaction mesure le nombre d'OTU observées en

fonction de la taille du sous-échantillonnage.
Rarefaction.single avec le paramétre suivant :
- “shared”: the shared file de Make.shared

Il existe autres options nombreuses disponibles sous le paramétre « calc » dans le pipeline
mothur. Comme nous sommes intéressés par la richesse bactérienne dans notre échantillon,

nous avons utilisé ici le parametre Sobs (la richesse spécifique observée).
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numsampled  0.03-F54Cfastq.gz  lci-F54Cfastq.gz  hci-F54Cfastq.gz  0.03-F63CKDfastq.gz  Ici-F63CKD.fastq.gz  hei-F63CKD.fastq.gz  0.03

1 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
100 59.2300 57.0000 68.0000 20.7860 15.0000 28.0000
200 95.5490 84.0000 107.0000 33.1560 25.0000 42.0000
300 125.1580 111.0000 139.0000 43.8960 34.0000 55.0000
400 150.9200 136.0000 166.0000 53.9140 43.0000 66.0000
500 174.5460 159.0000 192.0000 63.2870 51.0000 76.0000
600 196.1530 178.0000 214.0000 7126370 59.0000 86.0000
700 216.4630 198.0000 236.0000 81.5100 67.0000 96.0000
800 2354630 216.0000 256.0000 90.1260 76.0000 107.0000
900 253.6890 234.0000 274.0000 98.5990 82.0000 115.0000

1000 271.0000 251.0000 292.0000 106.9430 90.0000 124.0000

Figure 15 : Fichier affiche le nombre d'OTU identifiées par quantité de séquences utilisées

(numsampled).
Hands-on : Plot Rarefaction

a) Dans cette étape on utilise cette commande : Plotting tool - for multiple series and
graph types.
b) L’outil Summary.single pour générer un rapport de synthese.

5.2. Diversité béta :

La diversité béta est une mesure de la similitude de I'appartenance et de la structure
trouvée entre différents échantillons. Il existe plusieurs indices pour mesurer la similarité
entre populations, nous en avons retenu deux : l'indice de Jaccard "jclass” qui ne prend en
compte que le nombre d'espéces et les proportions d'espéces des especes partagées, ainsi que
le coefficient de similarité théta de Yue & Clayton "thetayc" un indice de similarité qui
comprend les proportions d'espéces des espéces partagées et non partagées dans chaque

population.
Nous calculons cela avec l'outil : Dist.shared et Heatmap.sim.

On passe maintenant au diagramme de Venn avec la commande Venn, on utilise les

parameétres suivants :

e “OTU Shared”: output de Sub.sample.
e “groups”: F63CKD, F54C, M57C, M53CKD

Cela génere un diagramme de Venn a 4 voies et un tableau répertoriant les OTU partagées.
Ensuite, générons un dendrogramme pour décrire la similarité des échantillons entre eux.
Nous allons générer un dendrogramme a l'aide des calculatrices jclass et thetayc. Dans cette

étape nous intéressons par ces deux commandes : Tree.shared et Newick display.
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6. Visualisation des résultats taxonomiques

Un outil que nous pouvons utiliser pour visualiser la composition de notre communauté est

Krona avec la commande Taxonomy-to-Krona et Krona pie chart.
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Chapitre 4 : Résultats et Discussion

1.Résultats

Rappelons que notre étude est basée sur I’utilisation des outils bioinformatiques pour
établir la procédure opératoire standard (SOP) que le laboratoire Schloss de Chine a utilisé
pour traiter leurs séquences de génes d’ARNr 16s généreées par la plate-forme MiSeq
d'llumina a l'aide de lectures appariées. Afin de comprendre et d’analyser les effets de la flore

intestinale chez des patients CKD et des sujets sains.
1.1. Résultats de I’analyse de la diversité
1.1.1 Diversité alpha

On procéde a la mesure du nombre d'OTU observées en fonction de la taille du sous-

échantillonnage pour déterminer la courbe de raréfaction (figures 16 et 17).

f/z/

Legend
55802
49602
43402
37202
31002
24801
18601
12401
6201..
1

OTUs .

les colones

Figurel6 : Courbe de raréfaction repére le nombre d'espéces en fonction du nombre

d'individus échantillonnés.
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numsampled
1
100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000

0.03-F54C.fastq.gz

1.0000
59.2300
95.5490

125.1580
150.9200
174.5460
196.1530
216.4630
2354630
253.6890
271.0000

lci-F54C.fastq.az

1.0000
51.0000
84.0000

111.0000
136.0000
159.0000
178.0000
198.0000
216.0000
234.0000
251.0000

hci-F54C fastq.gz

1.0000
68.0000
107.0000
139.0000
166.0000
192.0000
214.0000
236.0000
256.0000
274.0000
292.0000

0.03-F63CKD.fastq.gz

1.0000
20.7860
33.1560
43.8960
53.9140
63.2870
72,6370
81.5100
90.1260
98.5990

106.9430

Ici-F63CKD. fastq.gz
1.0000
15.0000
25.0000
34.0000
43.0000
51.0000
59.0000
67.0000
76.0000
82.0000
90.0000

ha-Fe3CKD.fastg.gz
1.0000
28.0000
42.0000
55.0000
66.0000
76.0000
86.0000
96.0000
107.0000
115.0000
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Figurel? : fichier de sortie de la courbe de raréfaction (rapport de synthése).
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Avec le pipeline mothur, nous avons pu analyser la richesse bactérienne spécifique

observée dans notre échantillon (figures 18 et 19).
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label  group sobs  coverage  invsimpson  invsimpson_la  invsimpson_hc nsegs
0.03 F54Cfastg 1860.000000 0968253  46.337153 45.302846 47419793  35310.000000
0.03 Fe3CKD.fastg 2062.000000 0.974576 3.909355 3.873469 3.945993  63523.000000
0.03 M53CKD.fastg 3213.000000 0.943082 17.086109 16.828941 17.351258  48114.000000
0.03 MS57Cfastg 1771.000000  0.976431 11.446414 11.281983 11615710 60291.000000

Figurel9 : Certaines métriques de diversité alpha.
1.1.2 Diversité béta

Pour mesurer la similitude de l'appartenance et de la structure entre les différents
échantillons, on a accordé une approche basée sur I'OTU, laquelle utilise I'indice de Jaccard
"jclass" et le coefficient de similarité théta de Yue & Clayton "thetayc" (figures 20 et 21).

Heasmap at distance 002

FS4 fasag FERCK D fasig MESZCK D faseg MSTC faseg

F540 fasag

FazCHIY

000 0006 001z 0019 =]

Figure20 : Carte thermique de I’indice de Jaccard “’jclass’’ calculatrice.
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Heasmap at disance U032
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Figure 21: Carte thermique du coefficient de similarité théta de Yue & Clayton ’thetayc”’

calculatrice.

Ces deux indices nous ont permis de mesurer la similarité entre nos populations, ou
I'indice de Jaccard "jclass™ pris en compte le nombre d'espéces et les proportions des especes
partagées, ainsi que le coefficient de similarité théta de Yue & Clayton "thetayc" comprend

les proportions des espéces partagées et non partagées dans chaque population.

Toutefois, avec la commande Venn, on a généré un diagramme de Venn a 4 voies et un

tableau répertoriant les OTU partagées (figure 22).
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Wenn Diagram at distance 0.03

MSTC fastq
723

Figure 22: Diagramme de Venn a 4 groupes.

En utilisant I'indice de Jaccard "jclass" et le coefficient de similarité théta de Yue & Clayton
"thetayc”, on a pu générer deux dendrogrammes pour décrire la similarité des échantillons

entre eux (figures 23 et 24).

0.0005
0.0004 | M53CKD fastq
0.0002 | 8:0005
F54C fastq
0.0009
F63CKD fastq
M57C fastq

Figure23 : Dendrogramme de similarité des échantillons entre eux obtenu a I'aide de

calculatrice jclass.
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Figure24 : Dendrogramme de similarité des échantillons entre eux obtenu a l'aide de la

calculatrice thetayc.
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1.2. Classification phylogénique des quatre microbiotes intestinaux étudiés

Pour la visualisation de la composition des quatre communautés microbiennes étudiées et
afin d’établir leur répartition phylogénétique on a procédé a I’utilisation des dendrogrammes
Krona (figure 25).

Bacteria(100)

X
Bacteria_ ified(100) 0.5% .

Fusobacteriales(100) 0.2% [

Campylobacterales{100) 0.04% .

cae(100) 0.04% .
Acidobacteria(100) 0.02% .

candidate_division_WPS-1_unclassified(100) 0.01% .

Planctomy: ia(100) 0.01% .
Candidatus_Saccharibacteria_unclassified(100) 0.01% .

Gemmatimonadetes(100) 0.01% .

Deinococci(100) 0.006% .

Chloroflexi(100) 0.004% .

SR1_unclassified(100) 0.004% .

Spirochaetales_unclassified(100) 0.002% .

Nitrospiraceae(100) 0.002% . !

Figure 25 : Dendrogramme krona montre la distribution des bactéries dans la flore intestinale

chez les quatre populations.

Cet outil nous a permis de faire un inventaire des espéces bactériennes qui peuplent les

intestins de chacune des quatre populations étudiées.

Par exemple, la figure 26 montre la prépondérance des Actinobacteries chez les sujets
males malades (M53CKD), tandis que la figure 27 nous montre I’abondance des

Verrucomicrobies chez les sujets femelles malades F63CKD.
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Figure 26 : Exemple des Actinobacteria chez les sujets males malades M53CKD.
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2. Discusion de résultats

Bien que la définition quantitative de la diversité alpha ait été contestée, nous pouvons
la décrire qualitativement comme une mesure de la complexité de la composition d'une
communauté au sein d'un environnement, qui augmente avec le nombre d'espéces présentes et

avec la régularité de leurs abondances relatives.

D’apres la figure (16), qui montre une courbe de rarefaction trace le nombre d'espéces
en fonction du nombre d'individus échantillonnés, la courbe commence par une pente cela
signifie que notre habitat est riche en especes, la pente et douce car seule une petite fraction a
été échantillonnée. Cependant la figure (17), nous donne plus de détails sur un fichier qui

affiche le nombre d'OTU identifiees par quantité de séquences utilisees (humsampled).

Le nombre d'OTUs supplémentaires identifiées lors de I'ajout des séquences
supplémentaires atteignant un plateau, ainsi que la courbe de raréfaction commence a se
stabiliser pour tous les échantillons, donc on est convaincus qu'une grande partie de la

diversité des échantillons est couverte figures (18 et 19).

Le nombre d'especes partagees entre les groupes F54C.fastq et M53CKD.fastq est de
145, et le nombre de séquences est de 50082, ce qui signifie qu'ils partagent le plus grand
nombre d'especes et que I'on peut observer dans I'arbre phylogénétique dans le méme clade,
car ils sont plus étroitement apparentés entre eux par rapport aux autres groupes 'sister taxa’.
(Figures 22 et 23).

Le nombre d'espéces partagées entre les groupes F63CKD.fastq et M57C.fastq est de
80, et le nombre de séquences est de 46172, ce qui est observé aux figures (22 et 23), car le

groupe M53C constitut un sous-groupe.

Le nombre d'espéces dans le groupe F54C.fastq est de 1581 alors que le nombre de

séquences est de 35536.

Le nombre d'especes dans le groupe F63CKD.fastq est de 849 ainsi que le nombre de

séquences est de 35536.

Le nombre despeces dans le groupe M53CKD.fastq est 1906 et le nombre de

séquences est 35536.

Le nombre d'espéces dans le groupe M57C.fastq est de 889 et le nombre de séquences
est de 35536.
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Le nombre d'espéces partagées entre les groupes F54C.fastq et F63CKD.fastq est de

106 alors que le nombre de séquences est de 35319.

Le nombre d'especes partagées entre les groupes F54C.fastq et M57C.fastq est de 135
or le nombre de séquences est de 57445,

Le nombre d'especes partagées entre les groupes F63CKD.fastq et M53CKD.fastq est
de 114 ainsi que le nombre de séquences est de 60843.

Le nombre d'espéces partagées entre les groupes M53CKD.fastq et M57C.fastq est de

83 en méme temps que le nombre de séquences est de 54222.

Le nombre d'especes partagées entre les groupes F54C.fastq, F63CKD.fastq et
M53CKD.fastq est de 66 tandis que le nombre de séquences est de 58640.

Le nombre d'especes partagees entre les groupes F54C.fastq, F63CKD.fastq et
M57C.fastq est de 61 ainsi que le nombre de séquences est de 60407.

Le nombre d'espéces partagées entre les groupes F54C.fastq, M53CKD.fastq et
M57C.fastq est de 62 alors que le nombre de séquences est de 70893.

Le nombre d'especes partagées entre les groupes F63CKD.fastg, M53CKD.fastq et
M57C.fastq est de 53 or le nombre de séquences est de 68050.

La richesse totale de tous les groupes est de 4760 especes alors que le nombre de
séquences dans les OTUs partagées par tous les groupes est de 80197 séquences. Cela montre
qu'il y a eu un total de 4760 OTU observées entre les 4 groupes. Ou seuls 44 de ces OTU

étaient partagés par les quatre groupes au méme temps. (Figure 22, diagramme de Venn).

Dans les quartes échantillons, il y’avait des Firmicutes, des Actinobacteries, des
Bacteroides et des Proteobacteries avec des pourcentages différents, les résultats des krona ont
montré une forte présence des bactéries nocives : Actinobactéries avec 20 % dans M53CKD
par contre avec 3% chez M57C, une abondance inferieur des Bactéroides chez les CKD par
rapport au C, la méme chose pour les Firmicute qui sont moins présents dans les FCKD que
les FC. Une présence des verrucomicrobie avec une distribution de 38% parmis les F63CKD
alors que’elles sont absentes chez les C. Aucun changement dans les especes de

protéobactéries dans tous les groupes.
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Conclusion

Au terme de ce travail, notre étude nous a permis d’attribuer des séquences de genes
d’ARNr 16s du microbiote intestinal humain a des unités taxonomiques opérationnelles et
décrire leur diversité au sein des quatre échantillons préalablement caractérisés par
pyroséquencage de ces séquences. Diverses modifications de la composition du microbiote
intestinal humain (ou gut Microbiota, gMB) ont été décrites chez les patients atteints la
maladie d’insuffisance rénale chronique (IRC), (néphropathie chronique NPC) ou CKD

(Chronic Kidney Disease).

La relation entre la CKD et le gMB est probablement bidirectionnelle, puisque les
maladies rénales peuvent perturber un gMB équilibreé et, a leur tour, les altérations du gMB

pourraient affecter la progression de la maladie rénale et le degré des comorbidités associées.

Cependant, nous croyons que la principale conclusion de notre étude est la différence
significative de la composition en gMB de Verrucomicrobia entre les patients F-CKD et F-C.
Toutefois, nos résultats ne nous permettent pas de déterminer s'il existe une relation de cause
a effet directe entre les changements de gMB entre les témoins et les patients atteints la CKD,
ces résultats étant simplement associés par d'autres facteurs causaux courants (par exemple le
sexe).

Notre étude a une limite conceptuelle concernant la petite taille de I'échantillon du
groupe témoin disponible sur la plate-forme, et les facteurs de variation ce qui nous a
empéchés d'effectuer une analyse des cas témoins. Cela pourrait biaiser les différences de

gMB qui ont été observées entre les CKD et les groupes témoins sains et ouvre des

perspectives plus élargies.
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Analyse métagénomique du microbiote intestinal des patients at-
teints la maladie d’insuffisance rénale chronique : traitement des
données de pyroséquencage d'ARNr 16s.
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Résumeé
Le microbiote intestinal, acteur clé de la santé, est considéré comme un dispositif a part entiére de

I’organisme humain. Le microbiote intestinal joue un role décisif dans notre santé. II est extrémement
diversifié et varie d'un individu a l'autre. Dans I’objectifs d’étudier sa composition microbienne et de
déterminer sa distribution, nous avons utilisé les données de pyroséquencage du gene ARN ribosomique
16s pour étudier les différences de microbiote intestinal entre quatre groupes de sujets atteints ou pas de
la maladie d’insuffisance rénale (CKD).

Ce travail met le point sur I’utilisation du pipeline MOTHUR pour le traitement des données
d'ARNr 16s. Cet outil nous a permis d’effectuer un prétraitement des séquences pour éliminer les erreurs,
une analyse de I'unité taxonomique opérationnelle (OTUs), une description de la diversité des
échantillons alpha et béta, une taxonomie phylogénétique des OTU et la une visualisation de la diversité

des échantillons a I’aide de dendrogramme Krona.
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