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» Des conseils et des applications innovantes en génomique
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Fuidigm Biomark Biorad digital droplet PCR

Concentration d’une géne ou d’un groupe microbien par
unité de matiere fraiche
Analyses statistiques, Rapport d’étude
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» Enjeux Environnement et Santé

Enjeux du Plan National Santé Environnement 4

1. S’informer sur|’état de son environnement et les bons gestes a
adopter

2. Réduire les expositions environnementales pouvant affecter notre
santé

3. Démultiplier les actions concretes menées par les collectivités dans
les territoires

4. Mieux connaitre les expositions et les effets de I'environnement sur
la santé des populations
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> Identifier la diversité microbienne avec une meilleure résolution

4 576 821 980 m7 1243
3 ] 5 V6 V v

1435

Séquencage d'amplicons en pleine longueur =

sy . \ , . . , ) == B <=
Débit : 1 3 96 échantillons simultanément
| vV1-v3 | ~510 bp for Roche 454
Codt : A partir de 300 euros avec |'extraction d’ADN i 428 bp for Wiseq PE
Délai : 6 semaines a 10 semaines v3.vs =548 bp for Roche 454
V4 | ~252 bp for HiSeq
~562 bp for Roche 454 V6-V9

V1-V9 (Full-length)

Pacific Biosciences

Start with high-quality Circularized DNA
double stranded DNA is sequenced in E:
repeated passes %
o &
" &

o ' 1 : ! ’ : 1 :: . M 7
Ligate SMRTball I * Taille des fragments jusqu’a 10 kb
adapters and size select %~ o7 o, The pelymerase reads S v sessacrsnihas
’ N are trimmed of adapters ‘,--q'--- = ameha ° H H
et ot o mnte grrm—— e Production en PacBio, LoopSeq ou
| 'R
T R R s 4 H
| @ —— Shallow shotgun Illumina,
e — S
Anneal primers and f ] Consensus is called
bind DNA polymerase * T ——— "\-,'_"._,5 from subreads
HiFi READ
(>99% accuracy)
Source : France Génomique
https://www.france-genomique.orq/
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https://www.france-genomique.org/expertises-technologiques/metagenomique/metagenomique-shotgun/

> Identifier la diversité microbienne avec une meilleure résolution

Séquencage d’amplicons en pleine longueur

Bénéfices :

e |dentification des microorganismes jusqu’au niveau espece sur la base des marqueurs moléculaires
classiques (16S, 18S, ITS...)

* Nouveaux indicateurs > 500 pb maintenant séquencables a partir d’écosystemes complexes et

permettant d’atteinte le niveau phylotype
ex : Cutibacterieum acnes, analyse SLST

* Deécouverte de nouvelles especes rares 100% @
reads

* Un taux d’erreur plus faible: précision >99,9% (HiFi reads en PacBio) .

0 Read length (kb) 50

Accuracy

80%
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> Identifier la diversité microbienne avec une meilleure résolution

Séquencage d’amplicons en pleine longueur

Une résolution pouvant aller jusqu’au niveau espéce

, . R . , \ 23 prehaea “-"Euryarchaeota
Une caractérisation plus fine des écosystemes
Phylum Class Order +520acillus cereus
e acillus subtilis
~="Enterococcus faecalis
se0ky ;i?‘llé!acillus
acillaceas ~_Enterococcus 5.734 jzteria innocua
S84 nteracncraceas f‘g"i_actobacillu 28.2M
2;sm‘r.aiztcl:uar_ill,a-:eal«ez 2020
Bii'ﬁctin{:bacterfa 2821
| Bacteroid Listeria monocytogenes
274 Listeriaceae
S
V3Va V3va N T isteria seeligeri
Family Genus Species 845k scherichia &% < cherichia coli
i pye %‘f'ﬁntembacteriaoeae ;;"‘Salmonella ﬁ'isﬁalmonella enterica
ot Gemmatimenadetfs®pocydomonadaceae SePseudomonas 28 Pseudomonas aeruginosa
. Planctomycetes  24%%phingomanadacead S5 phingopyxis
i b rotenbacteria +43 5 anthomonadaceae “**stenatrophomeonas
225"Eukary{:ta 2‘SkFungi 22—'"(ﬁscnmym+a7“4k33mhammrmtamae?ﬁk88mhammyces “Slﬁaccharomynes cerevisiae
**2Basidiomycota
10K e m'gISiphl:l\-'l'ridEE
I T T T T 1
D K ] F Ic 3
Source : GeT-IT, M. Manno, Shallow Shotgun,
yova Vava vava communication personnelle
sFL16S
Jeong, J., Yun, K., Mun, S. et al. Nature, Sci Rep (2021).
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> Caractériser et comprendre [a dynamique fonctionnelle des écosystemes

microbiens
Séquencage Shotgun

Débit : 1 a 384 échantillons simultanément

Codt : A partir de 350 euros (Shallow) avec I'extraction d’ADN,
selon projet (Shotgun fonctionnel et taxonomique)

Délai : 6 semaines a 12 semaines

Génomes des
microorganismes présents dans Fragmentation

I'échantillon

%) Exracion — — L e Taille des fragments 150 pb

% i — | ———— * Production en Illumina 350

O a 2000 millions de couples

l Seauencage de lecture
7
génome inconnu
L ) | ; Source : France
fesmatiage s mmank s s men ifoancie Aesembiage strauvelle  Génomigue

https://www.france-
genomique.org/
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https://www.france-genomique.org/expertises-technologiques/metagenomique/metagenomique-shotgun/

> Caractériser et comprendre [a dynamique fonctionnelle des écosystemes

microbiens
Séquencage Shotgun

Bénéfices :

* Meilleure résolution de |la description de I'écosysteme grace a une profondeur de séquencage plus
grande,

e Seule application qui permet de caractériser sans a priori les fonctions d’un écosysteme microbien,

 Mesure des abondances et de |la représentation de I'ensemble des domaines microbiens (bactéries,
archées, eucaryotes, virus ADN) en une seule analyse,

e Reconstitution de génomes connus ou inconnus et alimentation des bases de données internationales

* |dentification de microorganismes possible jusqu’au niveau espece.
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> Caractériser et comprendre [a dynamique fonctionnelle des écosystemes

microbiens

Séquencage Shotgun
Compréhension de la séquestration
microbiologique du carbone

Découverte de nouveaux génomes (MAG)
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Ataeian M, Front Microbiol. 2022
Nat Biotechnol. 2021; 39(4): 499-509.
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> Suivre les genes d’antibiorésistance dans les differents

compartiments
Séquencage et digital droplet PCR

Débit : 1 a 96 échantillons simultanément

Codt : A partir de 200 euros avec |'extraction d’ADN

Délai : 2 jours a 2 semaines

Digital droplet PCR

Frnrey g 1 e L gt Do e
P ooget gal
r_n-u-ut—mm-.,_-.‘h_ I ===
| | y Mok ey —
|I'| II| I e
| | | A -
.._.J IL,__J |..| -
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Nav

Echantillons d’écosystemes complexes

Séqguencage Shotgun
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Suivre les genes d’antibiorésistance dans les differents
compartiments

Séquencage et digital droplet PCR

Bénéfices :

Séquencage

* Découverte de genes d’antibiorésistance -> Résistome

* Prédiction de nouveaux variants

ddPCR
* Quantification plus sensible des genes d’antibiorésistance

* Mesure absolue sans utilisation d'une gamme étalon

e Approche multi-compartiments et filieres, statistiquement représentative

Répondre aux enjeux environnements et santé : des recherches ambitieuses portées par les évolutions technologiques des NGS
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> Suivre les genes d’antibiorésistance dans les differents compartiments

Séquencage et digital droplet PCR Réle des microplastiques dans la diffusion
des genes d'antibiorésistances
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Liu J, et al; Sci Total Environ. 2021

Andrea Di Cesare, Environmental
Pollution, Volume 291, 2021,
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» Des volumes de données toujours plus grands !

»
8 P
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Source : La révolution génomique
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> Capitaliser sur les données produites

Une expertise de Métagénopolis : Datamining et création de bases de données

Intégration
Projets Multi-omics

Metagenomiques

Big Data pour la
Science du microbiote

De nombreux types de
variables:

Especes microbiennes,
pathways metaboliques
microbiens,
metabolomes sanguine,
metabolome urinaire,
données cliniques,...
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GMM

Mod. 1
Mod.2
Mod3

MSP Ciinical data

Altération microbienne
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) GBS «
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Test diagnostic (signature)
Répondeur/non Répondeur
Resistance Antibiotique

Modeles de prédiction

10

08

True Positive Rate
= =]
= =

a2
a0

a0 Qa2 o4 a6 o8 10
Faise Posiive Rate

Intelligence artificielle

Impact d'un traitement/aliment
Simulation d'évolution, d’apparition
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) GBS «

INRAZ

> Capitaliser sur les données produites

Une expertise de Métagénopolis : Datamining et création de bases de données

Pipeline
Metagenomique

Catalogues §
de genes

Nombre de variables:
Humain: 10.4 M genes
Souris: 2,6 M genes
Porc: 7,7 M genes
Vache: 13 M genes

Data pour I'analyse biostatistique:

Tables d’abondance avec

- De dizaines a centaines d'observations
- De milliers a millions de variables
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Preprocessing
Bio-informatique

Données
cliniques
cohortes

Analyse % intégration
& 7o a Multi-omics
statistique

Modules
L0 Métaboliques
Catalogues @
d'especes
metagenomiques
(MSP)

Nombre de variables:
Humain: 1990 MSP
Souris: 541 MSP

Répondre aux enjeux environnements et santé : des recherches ambitieuses portées par les évolutions technologiques des NGS
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» Enconclusion

Les efforts restant a poursuivre portent notamment sur l'accroissement du volume et de la précision des
données fonctionnelles -> séquencage de génomes, culturomics...

Le lien entre potentiel fonctionnel et activité -> les études portant sur 'ARN des écosystemes complexes
restent complexes a mettre en ceuvre,

Des outils moléculaires toujours plus puissants et informatifs,

lls ont montré, ces deux dernieres années, leur efficacité dans la gestion des enjeux d’environnement et de
santé #pandemiedeSarS-CoV?2,

'épigénétique sera I'une des nouvelles dimensions apportée a la compréhension des impacts
environnementaux sur la santé humaine et animale -> projet SeqOccin https://get.genotoul.fr/wp-
content/uploads/2019/11/190418 Presentation SeqOccln.pdf
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https://get.genotoul.fr/wp-content/uploads/2019/11/190418_Presentation_SeqOccIn.pdf
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> Répondre aux enjeux environnements et sante : des
recherches ambitieuses portées par les evolutions
technologiques des NGS
Un conseil, une visite de la plateforme GeT-PlaGe ?

Contacts : marina.moletta-denat@inrae.fr

clemence.genthon@inrae.fr Télécharger le
catalogue GeT-IT
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