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La mucoviscidose

("

Maladie genétique auj«ésomlque récessive
lere maladie genetﬁque de I'enfant |
Mutation du gépé CFTR
1 personne sﬂr 30 est porteuse de la myfahon
Seoretlon)«sobar I'epithelium bronohlqu@d un mucus Qf
wsque@x propice aux Infections baf':terlennes
» Colonisation a Pseudomonas@eaemgmosa (PA): ¢
marque un tournant demsﬁﬁans la maladie &
e Maladie génétique et m&ctleuse o
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Rationnel de I'étude’Mucobiome
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e Agedeia prlmooolonlosétlon a P. aeruginosa variable
e Phénotypes extrertaaés <4 ans; > 20 ans &
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& Colomsétlon a P. aeruginosa @o“‘«\
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Microbiote pulmonaire endogene )

8\0

e Objectif:
|dentifier les déterminants microbiens de la primocolonisation a P. aeruginosa



Définitions

e Le microbiote est I'epgemble des micro-organismes (bactéries, levures,
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champignons, virug®...) vivant dans un environnement spécifique. &
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e |le m|crob|gme est 'ensemble des geq@mes présents dans u@“‘
enwronngﬁnent specifique. ( ex: le ml,éroblome pulmonaire )eQ@
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¢ Lamétagénomique est une maethode d’étude du mlcgﬁ‘ﬁlome par le
séquencage haut débit da«o‘FensembIe des ADNs p‘resents dans un
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environnement specmqusé of
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Séquencage haut débit

e
N
\e.

e Le génome humain&g@Gb )

o 1990-2003 &
m Technologie Sanger

m 13 ans,e
g 3 m‘ﬁllards de dollars
o 2016 Q«,
" P Technologie fiiumina HiSeq X
m 3jours «o"

m 1000 dollars

| 1 SNational Human
1] Genome Research
institute

| geriome gov/sequescingeosts |
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FEMME 41.49 %

Protocole de I etude‘°(MUCOBIOME)
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e Etude prospective (3 aps) multicentrique (Brest,

6‘

Roscoff, Nantes) 6\@"

61 patients attelnfé de mucoviscidose & .
HOMME 58.8Y %

Critere d’ mclusi‘on exempt de PA depwg%u moins pﬁ

1 an ,\o"‘ b(o éé“‘e& \)&00@ Age des patients

188 eé@é’gctorations recuelllies (-80¢2£°)
e Données clinico-biologiques : "
o Catégorie (Lee et al., 2003) {ef’é
m Never Pasd' anteoedqﬁ"t d’infection a PA ,‘9~5°

m Free: Antécédent d*?nfectlon a PA mais datant de©‘blus
de 1 an o
o Age (age médian = 20)
o Sexe, Indice de masse corporelle, Antibiothérapie . : , : .
O




Metagénomique

e
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e La métagénomique g!\gﬁale
Séquengage de I'engé&mble des ADNs
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e La métagénomique ciblé &
g q QS‘\ gé\\c’
{2;" ‘-:b
r b . X9 ) M
Séquencage d’'une uniquegible sur TADN &
/\00 \'\,
\,»o"'b Gers@ﬂ:ﬁ" 165 Géname bactérien
& _Reads %
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Echantillon Selection des ADNs Sequencage ciblé Alignement sur tous les ARN 165

d'un microbiote cibles { ARN 168) bactériens connus



Meéetagéenomique ciblée : ARN 16S

e 1500 nucléotides &

. . é'\ool . ey . h
e Régions variables Spécificité de I'espéce |
e Régions constastes: Cible des amorces
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Analyse b|0|nformaﬁque

echantillon 1 echantillon 2 echantilion 3
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"’\ / Q@ " S S g} ok o=
: WS L S 1 | s
Au final création de la tablé&des OTUs* , $w @i? : uf””cp
«o&} RS o g b:&@--*'
e Echantillons x T»axons &0 |
e Contientles abondances ( nombre de é‘ e e &~
-~ / o Q@@ -~
sequence&) par échantillon et par taxgﬁs o T -
@ Sourceqsdes analyses multlvarlees N ,\o&”"l e
&. o
| $§°° {e,e?%equengage
QS@ &
5@? 0"‘& l
(’8‘6{& 0\‘9«0
b’\o\} (y\_q’echantlllon 1 echantillon 2  echantillon 3
> D
Q}(}QQ 1 14.2% 2 25% 1 25%
© |
g 3 2% | 6 54 0 o
*Operational Taxon Unit & 3em| O 375

Table des OTUs



Séequencage

forward

%
e ———

Q;Q_
e Séquenceur llluminaMiSeq
o Reads 2 x 300 pbﬁ’é

o 25 millions de rg&ds &
o 15Gb
e MiSeq Regdent Kit v3
o AngﬁEation de |a région V3-V5 605;\0“@ ¢ |
o° Q}e,*:é‘o
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300 bp W



Données du sequencage

Q’S‘.&\a l" \\
. P
Pour chaque patient & ! & ﬁ‘k% B
g Q,,\Ob\) ‘ ||\ C?*‘;".})‘&% [E ) &e}é\'
1 couple de fichiers fas>fq & s g S
&‘DQ,(“ .é\e é’a{){\ \". S ._,,’ &qu&e
e Contientles s@quences des reads & &
(\6\0 ,\Ob\}
e AInsi quevl% qualite du sequengage ¢ o "
@ &Q »_\0
& @
& 00bp ¢ 300 bp
Qg‘e _‘\}\"
@SEQ_ID o &
GATTTGGGGﬂCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAW CCA ,\9‘ k
+ o _@_ )
P S

P*((((**+))% %Yo+ +)(%% % %) 1x** -4+ ))**gE‘ECF>>>>>>>

patient 01 F.fastq patient 01 R.fastq
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Qualité
(probabilité
d’erreur )

| i
i 1 2 3 4 3% 06 7 8 9 1319 2529 3539 4549 5559 63469 75-79 B%-A9 9599 110114 125120 140-144 155459 170-174 185169 200208 215219 230-234 245-249 260264 273-27¢ 200-204

Positions du nucléotide



Fusion des paires de reads : lerge pairs

<

zQ’s\QG
o 300 bp
&
Recherche le chevaughement
i - Q}b@
avec le minimum dgdifférence. — kb
c;e.‘;‘\ _,:é@“ (@\QF 550 bp
. {e‘oe’ + P
Outils : & & &
& < \}'\OQ
,»QN"O& &ogatient_ﬂl_F_fastq Q@b — L
r Yo 0 > @f —_—
e Vsearch: ~30% &
- - - N 2" —
o illumina-utils : ~30% S — & o —
° ’ &
* o~ 0 {Q." %8‘
B FIaSh : 60 A) &6659 Q;\O\) patient_01.fastq
S ©<<§’
&
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patient_01_R.fastq



Fusion des paires de reads : Verge pairs
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10419 440449 470-479 500509 530-539 560568 590-50




Filtre des reads

e 3Suppression des read%
o Trop courts / Trogg)efongs
o Tropd erreurgoéumulees

e Découpe desfreads
o Supprg«ssmn des amorces aux
extvc.@mltes
o Outil§

o Sickle: fenétre glissante de 2@«%
Suppression si score moyega*°< 20
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1 2 3 456 7 8 9 2029 4049 6069 8089 110116 140148 170179 200200 230-239 260-268 200208 320320 350-350 380-389 410410 440449 470-47¢ 500509 530530 560-568
Position in read (bp)
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Pourcentage de reads analysables

Reads filtering per sample
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Assignement taxonomique

0
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B e Assignement via uﬁe base de données : Close reference picking

o Les reads sont ggﬁnpares a une base de données de séquences d’ARN 16s &
& &
O SeU” 970/0 \\}?} & %;\'1‘
<0 é‘é \\2;@
< B
o Allgnemen&global o e s inioniies o
0 Tempssce‘le calcul rapide & - i & N v
o Cert,é’lns reads peuvent ne pas étre cIag@es v < S St
6‘)&\0 s~ Q,&Q‘\ = o
O @reengene Silva, RDP & & .o
@ &
‘\0\) {ef:e'é
)
e Assignement de novo : dé novo picking &
@'\
o Regroupement des reaQs"par similarite Clustering — ®
@,
o Seuil 97% d,\'@” "
o Temps de calcul élevé v Silieiiig - i
o Tous les reads sont classés S
~ » <
- e o



merge (- merg
sample: 1383 ample 1001

Pipeline l
e Mise en place et opl;m{lsatlon d’'un pipeline original l
e OpenSource : mttfﬁjb com/dridk/mucobiome (overse | [(everse |

e Outils: snakemake bash, vsearch, sickles cutadapt, l i
Seqtk R Rhy’ Oseq’ Vegan a\ef"’ rim P""‘e'? fim_primers

' dereplica

e >25h de°calcu| sur 40 coeurs pour@f 88 échantillons )
o Cre@ﬁ’on finale d’un fichier blomo*t*:ontenant &
o La table des OTUs & @c,e*‘“”

o La taxonomie des OTU (Dogﬁam Kingdom, Phylum, C/as3i~° )
o Les métadatas assoaees’ aux échantillons (Free, Neveg#\ge i)
e Statistique descnptw@’“’de la table des OTUs <

o Diversité alpha o
o Diversité béta

trim_primers
sample: greengene
(create_taxonomy_tor_buon)

add_metadata
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Abondances -

Phylum

e Firmicutes
o ex: Streptg€occus

P roteobacteria
0 ex gaemoph//us

@ Bac@eroudetes

o ex:’ Prevotella

e Fusobacteria
o ex: Fusobacterium




Core microbiota’

o
o

Genres bactériens présest : Haemophilus 16.13 %,
6\}&0

Avec une abondar]\gé% 1%
Dans > 50% deg<€chantillons

Staphylococeus 7.8 % 4

&
&&0 &Q'Q'b
0 T
& Gemella 435 %
& &
©Q- N

Granuligefella 4.94 % Prevotella 5.21 %
&0

Un core anaérobie? (15%) : )
S
Prevotella, Fusobacterium,

N
8‘0

Leptotrichia, Porphyromoqﬁ

Fusobacterium 2.93 %

[Prevotella] 1.96 %

Leptotrichia 1.81 %
Porphyromonas 1.65 %
Veillonella 1.71 %

Q}

© Streptococcus 29.13 %
2 . . . . . . .
't ung microbiota across age and disease stage in cystic fibrosis Insights info the respiratory tract microbiota of patients with cystic
Scientic Reports |5:10241| DOI: 10.1038/srep 10241 fibrosis during early Pseudomonas aeruginosa colonization. Springerpius.

2015 Aug 8,4:405. doi 10, 1186/540064-075-71207-0.



Diversité Alpha“

e
2

L

Mesure de la diversité daﬁs un echantillon:
&
S

Nombre d’espQéQes observées

& &
e Indice de Cbréo1
e |Indice d@%lmpson éz@’*"“\

o Indlcg"de Shannon &

e Indiée de Fisher &

e Indice ACE &

3 especes 4 especes



Votre télephone
portable, c’est

Indice de Shannon arace 3 moi |
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Alpha diversité .
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Igd?ce de Shannon des échantilions Never et Free
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La variance des échantillons Never semble plus importante que les échantillons Free.



Diversité Béeta .«

e.
o}\

Mesure de diversite entre pIUSIeurs échantillons

6'\0
b

e Analyse multivaﬁee '

o PrOJectlogé de n dimensions sur 2 axes qui
@
maxnpr%ent la variabilité o

® Metho\é‘és d’ordination : &of

o @ﬁnnClpal Component Analysis ( P@’A)
o  Principal Coordinate Analysis ((eF?CoA
o Non-metric Multi DlmenS|on€T Scaling (NMDS)

&
¢
X
R

6

Abondance

bacterie B
A

Abondancq
bacterie, B

échatillon 1
® échatillon 2
e échatillon 3
® échatillon 4
échatillon 5
® échatillon 6

&
© <2
° A

,\0
}c’

g\\e' » Abondance
o
& bacterie A
<

jeune
® Vieux

» Abondance

bacterie A

Par catégorie d'age



Diversité Béeta
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Diversité Béeta

2}")
N
PcOA + Bray <&
Lo
R
o
&
o0
&
60
,;\D
&
0.2 & 2 s
«O\b Q‘,‘&
N by
% .:Qf... o L
@& * ° %
. @ 2 & e " -\Q‘; 2
€§0\ a2 o * o Q“bé‘ .
i \‘;j r ° s o (c\c °
& <0 ) s
IR ° <& :
“@0“6 00~ . d;\°°
®(§;\! (Ob\) o
@ g ° : (@Q &
<< S‘Q’ ~ 2 z
<9 #
ée‘a‘ o W
<
'2;"
<
0.25 )
0\ . bt
3
N3 .
A0 !
K s
I»Q
>
v-
Q}(’
© L
-0.50 \ !
-0.50 -0.25

Certains

Axis.1 [26.2%]

patients (les Never ?) = Un microbiote stable

CATEGORIE
o Shever
@



Diversité Béeta
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Amelioration du pipeline

e
N
\nz.

e Prendre en compte J@é’s biais a la fois biologique et bioinformatique

e Analyser plus de ﬁéads Seulement 10% actuellement &
Cumuler d’ autres meéthodes d'analyse @“’ o
& &
o Phylogéme & .oﬁ@eﬁ
o M/mmUm entropy decompos:t/@ﬁ b
® NeC§§S|te des ressources mform*éhques tres |mportante$
& &

<0 e
. &



Questions scnentlflques auxquelles ce pipeline
bioinformatique va n@us permettre de répondre

Q«

&
oo

XN

N _

Ob &&Q’

e |Impactde Iantl)#ﬁlotheraple anti- Pseudomqﬁas sur le microbiote ? &

Qb
N
£

o llyatil de&blomarqueurs pronosthueg ‘de linfection a PA ? &

o Illyatil d%s liens avec le genome d@ référence (cad de I h@tvé ?)
o Mﬂ?ahons Impliquées dans la mucovOSCldose @‘3‘

> Relation avec le systeme, jfmmunitaire (CMH )
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Le sequencage-de 4eme geneération
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B|b||ograph|e

Papi #

apier & )

@Q ,@i*&
Lung microbiota across age and dlseases%ge in cystic fibrosis Scientic Reports [5:10241| 4 $9. 1038/srep10241 Q,%s;\
Getting Started with Microbiome Analyg«% Sample Acquisition to Bioinformatics 10. 1002L0'§l71142905 hg1808s82.Getting ’b@\@
FLASH: Fast length adjustment of Qh%rt reads to improve genome assemblies 10. 10$§/blomformatlcs/btr507 g @‘?’Q
PEAR: A fast and accurate IIIunyﬁa Paired-End reAd mergeR 10. 1093/b|omforn3a?|cs/btt593 -\o<‘<°
16S classifier: A tool for fasj@é‘hd accurate taxonomic classification of 16S rRN,A hypervariable regions in metagenomic gé’[asets
10.1371/journal.pone 0&?6106 Q(ob‘) «o&-
Insights into the resplratory tract microbiota of patients with cystic flbrogs during early Pseudomonas aeruglnosacﬁblonlzatlon 10.1186/s40064-015-1207-0
ef:
‘e’&é& 8‘6\\("
Site Web & &
6 \,"0

https://qithub. com/toroqnes/vseérch o

https://qithub. com/nalosh|/8|8kle
https://ccb.jhu.edu/software/FLASH/
http://areengenes.|bl.gov/cai-bin/nph-index.cal
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Autres méthodes

e
N
dz.

Prendre en compte la plﬁ‘iogeme des especes

Ob\)é'\o ,\y@/
@&Q‘\ o ,\.;’\@}b
N ‘bk &
» Eehantlioms, . < Echantillon B &
o  Pseudomionas aeruginosa é\e’“ s Beoudomn Q@Q@m
@
o Pseug#bmonas aergentinensis o ) P§:ngmgnzs ar egtmO::s:s
o Pge’Udomonas flavescens \of’ s&a g
& I~ o ESCheI’IChIé?@@b/I
@Q‘ &Q ».\0\}
3% G@g’
.ec,i&o . P.Aeruginosa (’,“Qf’
& &
Q{Q’% ’ P.Aergentinensis \)"’b
™ ’ O
S.,&o r&é‘;\
<9 N
’]9'\33 ‘ P.Flavescen%’) q}("
&
©Q~

. E.Coli




Gender Gap .~

)
N
S
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The cystic fibrosis gender gap. potential rofes of estrogen. doi:
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encore moi !

Autres methodes

Décomposition par entwple
minimum : Evite d’ utlkﬁer le " Whole dataset — {9/ Node 1— = o1

ot ( N
& CCGGCGTAAATCGGAGGATC | CCGGCGTAAATCGGAGGATC | @ CCGGCGTAAATCGGAGGATC
0 & CCGGCGTAAATCGGAGGATC | CCGGCGTAAATCGGAGGATC | S CCGGCGTAAATCGGAGGATC
Seu Il de 97 /0 ¥ CCGGCGTARATCGGAGGATC | Z [ «@" CCGGCGTAAATCGGAGGATC |3 CCGGCGTAAATCGGAGGATC
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