
Utilisation de la m étagénomique 16S pour la 
surveillance de l’émergence de zoonoses 
bactériennes dans les populations animales
Réunion Rongeur 2014 – CBGP Maxime Galan

Réunion Rongeur du CBGP, Montferrier-sur-Lez, 15-16  septembre 2014



.02

Métagénomique 16S: Pourquoi?

� Identification génétique de bactéries en mélange

Réunion Rongeur du CBGP, Montferrier-sur-Lez, 15-16  septembre 2014

1g de sol = 10 3 à 106 espèces!!
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Métagénomique 16S: Principe

� Identification génétique de bactéries en mélange

� Marqueur génétique universel: 16S rRNA

� Bases de données exhaustives et fiables

� Région variable entre taxons / conservée au sein d’ un 

taxon

� Régions flanquantes conservées (amorces PCR)

� Longueur « séquençable » (régions V4 ou V6)
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Métagénomique 16S: Applications 

� Diversité microbienne d’échantillons environnementau x complexes : 

� Flore intestinale

� Sol

� Eau

� Air …

� Epidémiologie :

� Criblage haut débit et sans a priori de bactéries z oonotiques
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Métagénomique 16S: Intérêts 

� Epidémiologie :

� Criblage haut débit et sans a priori de bactéries potentiellement zoonotiques:

� Rongeurs: réservoirs majeurs d’agents zoonotiques

� Tiques: vecteurs de maladies zoonotiques

Patho-ID

ENEMI
Evolutionary consequences 

of Natural Enemies in 

Major biological Invasions
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Métagénomique 16S: Matériel & Méthodes 
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Métagénomique 16S: Matériel & Méthodes 

Sampling

96 DNA plate extraction
96 PCR plate: 16Sv4

Dual-indexing ( n=864)

Agarose gel

Pooling & Gel excision

KAPA quantification (qPCR)
MiSeq paired-end sequencing

Taxonomic identification
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Métagénomique 16S: Contrôles

� Contrôles négatifs:

� Dissection

� Extraction

� PCR

� Primers indexés « réels (puit vide)

� Primers indexés « virtuels »

� Contrôles positifs (souches):

� Borrelia, Bartonella, Rickettsia …

� Mycoplasma putrefaciens & 

mycoides (ruminant)

� Echantillons dupliqués:

� 2 PCR indépendantes (répétabilité)

� 1 run MiSeq = 864 PCRs = 10 millions de reads 2 x25 1 bp
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Métagénomique 16S: Une PCR = une librairie indexée 

PCR to amplify region of interest

Amorces avec Adapter Illumina, Index, Pad et Primer 16S V4 universel:

SA501 5’-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATCGTACGTATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGCGGT
AA-3’

SA502 5’-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACTATCTGTATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGCGGT
AA-3’

SA503 5’-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAGCGAGTTATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGCGGT
AA-3’

… (x36)

SD508 5’-
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Métagénomique 16S: séquençage MiSeq (Illumina)

PCR to amplify region of interest

Sequencing 

primer Read 1 Read 1

Index i5 Sequencing 

primer Read 2

Read 2

Adapter 

P5

Index i5 Index i7Target-specfic 

primer F 

(16SV4)

Adapter 

P7

Target-specfic 

primer R 

(16SV4)

Pad Pad

Index i7
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Métagénomique 16S: séquençage MiSeq (Illumina)

Illumina sequencing

Metzker, M. 2010.  Sequencing technologies—the next  
generation. Nat. Rev. Genet. 11, 31–46

� 1 run MiSeq = 864 PCRs = 10 millions de reads 2 x 2 51 bp
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Métagénomique 16S: Comparaison 454 vs. MiSeq

Plateforme 454 GS-FLX (Roche) MiSeq (Illumina)

Méthode
Claesson et al 2009

Galan et al 2010 Kozich et al 2013

Barcode 16V4 207bp 251bp

Prix/run 3 400€ 1 250€

Pipeline Galaxy (Maria Bernard) Mothur (MiSeq SOP)

Rongeurs Ardennes 62.866 reads (n=288) 6.502.582 x 2 reads (n=288)

Rongeurs Asie 32.067 reads (n=190)
6.879.560 x 2 reads (n=384)
8.221.268 x 2 reads (n=384)

Tiques Ardennes 226.398 reads (n=190) 1.136.328 x 2 reads (n=95)

TOTAL 321.331 reads (n=380) 22.739.738 reads (n=1151)

Moyenne/échantillon 342 reads 19.756 reads
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Métagénomique 16S: Analyse mothur (MiSeq SOP)

http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP
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Métagénomique 16S: Analyse mothur (MiSeq SOP)

� 1) Contig read 1 + read 2

� 2) Filtrage reads > 275 bp (taille attendue: 251bp)

� 3) Alignement sur séquences de référence unique SIL VA (14.956 séquences de Bacteria)

� 4) Filtrage reads mal alignées / reads chimériques / reads eukaryotiques (18S)

� 5) Regroupement en OTUs (Operational Taxonomic Unit s): < 3% de divergence

� 6) Classification taxonomique bayesienne (Wang et a l 2007) avec bootstrap >80%

� 7) Regroupement en phylotypes (OTUs appartenant aux  mêmes taxons)

http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP Wang Q, Garrity GM, Tiedje JM, Cole JR (2007) Naive  Bayesian classifier for rapid assignment of rRNA 
sequences into the new bacterial taxonomy. Appl Env iron Microbiol 73: 5261–5267. 
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