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Préambule 1 : vocabulaire

C Michel 2019 SANH

Le microbiome (du grec micro, « petit », et bios, « vie ») est l'« aire biotique » (aire de vie 
correspondant à une niche écologique) du microbiote, le mot microbiote désignant ici les 
espèces autrefois regroupées sous le terme « microflore », c'est-à-dire celles qui 
prédominent ou sont durablement adaptées à la surface et à l'intérieur d'un organisme 
vivant1.
[…]
En anglais, le terme microbiome fait référence aux génomes (données génétiques) d'un 
microbiote. (= « métagénome »)
Cette définition ne semble cependant pas faire consensus parmi les auteurs français : 
d'après Pascale Cossart « on parle de "microbiote" pour désigner l'ensemble des espèces 
microbiennes présentes dans un environnement, et de "microbiome" quand il s'agit de 
l'ensemble des gènes présents dans ce microbiote ». 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Microbiome

Esposito & Kirschberg FEMS Microbiol Lett 351 (2014) 145–146

Can studies targeting a single gene be considered ‘metagenomic’?

Using the word ‘metagenetics’ […] instead of metagenomic would accommodate several 
studies involving PCR methods that target just one gene on the metagenomic DNA



Arumugan et al 

Nature 2011

✓ 6 à 8 phylas (Firmicutes et Bacteroidetes ultra-dominants)

✓ Env 30 genres différents (surtout anaérobies)

✓ Env 1000 espèces différentes (essentiellement incultivables, 150 à 400 / individus)

✓ Env 50 trillions bactéries (= 5 1013) 

Cultivables = 30%

Non-cultivables = 70%

>1000 espèces 

identifiées

Env 1,5x plus que cellules de l’hôte

Une composition très complexe! 3

Préambule 2 : composition bactérienne du 
µbiote   intestinal humain« intestinal »

C Michel 2019 SANH
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Méthodes d’analyse de la composition 

batérienne du microbiote intestinal
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microbiote LUMINAL                      

Sondes naso-gastrique/

naso-intestinale

Pyxigraphie

Aspirations 

lors chirurgie

Autopsie

Coloscopies

Microbiote MUCOSAL

+ biopsies

+ biopsies

Accès limité
Représentativité ?

Représentativité ?
Sujets sains ?

Prolifération post-mortem

Évolution lors transit

Traitements préalables

Représentativité ?

Très aisée
Collecte selles

Microbiote intestinal humain = essentiellement le microbiote fécal



L’analyse par culture pasteurienne : la méthode originelle, resuscite l’intérêt ?

Culture + identification phénotypique
Coloration de Gram; Morphologie; Tests biochimiques; Composition

Sélectivité ?
•suffisante
•excessive

Culturabilité ? / Respect anaérobiose / Traitement immédiat

1900

Culture sur milieux sélectifs

0

(Dal Bello et al 2003)
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Culture + identification génotypique
% des  colonies « BIF+ »  après PCR classique

Milieu Beerens

Milieu WC + mupirocine

62%

82%
1990

Fraction 

cultivable du 

microbiote 

15 à 60 %

∆vpmt

méthodes

indépendantes

de la culture

Pb exhaustivité

Sensible, quantitative, Accès aux bactéries !
Lourdeur, comparabilité = f(milieux/traitements), pas exhaustive

>2010
Culturomic

174 different culture media
Crhanova et al Microorganisms 2019, 7, 496

42% of gut microbiota members



ADN/ARN 16S est la cible majeure des 1eres méthodes d’analyse moléculaires

env 1500 pb : informatif

Universellement distribués

Fonction essentielle : zones conservées

Mutation = évolution -> classification

Nbre de copies  / genome variable selon souche

Cible principale : 

ADN/ARN 16s:

Cf Blaut et al 2002 BJN 87:S203

Pas d’accès aux bactéries
ADN = f(copies) : potentiel versus ARN= f(∆vpmt) : activité

Si méthode suppose PCR préalable : attention aux biaisC Michel 2021 SANH



D’après http://www.inra.fr/internet/Projets/agroBI/PHYLO/Simonet.pdf

+ qPCR

+ dot blot

+ FISH

ARN/

16s sequencing

ou metagenome

Une grande diversité de méthodes d’études du microbiote digestif coexistent : 

C Michel 2021 SANH

D’après http://www.inra.fr/internet/Projets/agroBI/PHYLO/Simonet.pdf
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(Fluorescent) Hybridation in situ (HIS ou FISH) : l’une des méthodes 

moléculaires initialement développées mais aujourd’hui en voie de désuétude

Blaut et al 2002 BJN 87:S203

Cibler une 
zone accessible

Alternative:
Cytométrie de flux

Requiert prétraitement extemporané
Lourde

Affectée par activité
Peu sensible (env 105 bact.g-1)Quantifications relative/absolue



D’après http://www.inra.fr/internet/Projets/agroBI/PHYLO/Simonet.pdf

+ qPCR

+ dot blot

+ FISH

ARN/

16s sequencing

ou metagenome

C Michel 2021 SANH

+ dot blot

Une grande diversité de méthodes d’études du microbiote digestif coexistent : 
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Blaut et al 2002 BJN 87:S203

Hybridation sur membranes (DotBlot) : la 2e méthode moléculaire 

initialement développée mais aujourd’hui quasiment abandonnée

Quantification relative seulement
Biais liés à extraction 

Pas de traitement immédiat
ARN accessible pour hybridation



D’après http://www.inra.fr/internet/Projets/agroBI/PHYLO/Simonet.pdf

+ dot blot

+ FISH

ARN/

16s sequencing

ou metagenome

C Michel 2021 SANH

+ dot blot

+ qPCR

Une grande diversité de méthodes d’études du microbiote digestif coexistent : 
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Clonage & séquençage : maintenant remplacé par séquençage direct

Inventaire moléculaire 

Pas quantitatif
Biais liés à extraction 

Biais liés à PCR
Pas de traitement immédiat

Accès aux séquences : identification fiable
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DGGE/TGGE: denaturing/temperature gradient gel electrophoresis

PCR avec amorces-GC clamp

Électrophorèse en conditions dénaturantes

En théorie 1 bande = 1 espèce bactérienne
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PCR RT-PCR

Note intensely staining fragments 

in the central region 

of RT-PCR profiles relative

to PCR profiles. 

PCR RT-PCR PCR RT-PCR

Sujet 1 Sujet 2 Sujet 3

Exemple DGGE (Tannock et al AEM 2004;70:2129) : 

➢ Pas quantitative
➢ Biais liés à extraction 

➢ Biais liés à PCR
➢ Peu informative sans excission et 

clonage de bandes
➢ Microbiote dominant seulement

➢ Pas de traitement immédiat
➢ Utilisable pour différentes cibles 

(selon amorces PCR)
➢ Adaptée à suivi cinétique



C Michel 2021 SANH

PCR quantitative : actuelle, faisabilité aisée, peu coûteuse

conception des amorces = étape clé ! 

Cible

Différentes séquences 16S 

correspondant à la cible

Séquences 16S non ciblées

Amorce « sens » Amorce « anti-sens »

Zone non dispo



référence Séquence des amorces 
(5’->3’) 

% Spécificité 
(Nbre appariements au 
sein Bacteroidetes / 
Nbre appariements 
totaux) 

% Couverture 
(Nbre appariements au 
sein Bacteroidetes/ 
Nbre total de séquences 
apparentées au phylum 
Bacteroidetes) 

Armougom et al 
2009 PLoS ONE 
4(9): e7125 

FP: AGCAGCCGCGGTAAT/ 
RP: CTAHGCATTTCACCGCTA 16,0 74,8 

Luu et al 2018, 
d’après Bacchetti
de Gregoris et al 
2011 et Guo et al 
2008 

cfb967F: 
ATACGCGAGGAACCTTACC / 
Bact1060R : 
AGCTGACGACAACCATGCAG 

88,7 52,0 

Attention à la spécificité & couverture des séquences 
oligonucléotidiques ! Vrai aussi pour 

FISH, dot blot…

C Michel 2021 SANH
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qPCR : exemple

➢ Biais liés à extraction 
➢ Biais liés à PCR

➢ Affectée par nbre copies ADN16s
➢ Comparabilité <->Spécificité

➢ Peu sensible (104 à 105 bact.g-1)

Harada et al 2016 Scientific Reports 6:23001 

Analysis of microbiota in feces by real-time PCR (experiments 1 and 2).: Relative abundances of 

Firmicutes phylum, Bacteroidetes phylum, Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. in the feces of 13-

weeks old mice (n = 6, SD sham; n = 6, SD castration; n = 6, HFD sham; n = 5, HFD castration).

➢ Pas de traitement immédiat
➢ Quantifications relative/absolue
➢ Utilisable pour différentes cibles 

(selon amorces)



Les méthodes moléculaires « bas-débit »  : bilan

Développement méthodes « haut-débit »

selon 
choix amorces

C Michel 2021 SANH



D’après http://www.inra.fr/internet/Projets/agroBI/PHYLO/Simonet.pdf

+ FISH

ARN/

16s sequencing

ou metagenome

C Michel 2021 SANH

+ dot blot

+ qPCR

Une grande diversité de méthodes d’études du microbiote digestif coexistent : 



Détails des méthodes « haut- débit » 
appliquées au µbiote

Échan-
tillonage

Extraction 
ADN

Isolement
bactéries

Adapté de Doré J, 19ème Colloque sur le Contrôle Epidémiologique des Maladies Infectieuses, 2016

C Michel 2021  SANH

Richesse
Diversité
Similarité

Ampli-
fication

Séquen-
çage

Bio 
info

Stat

ADN 16s Tri séquences
Homologie /RDP

16s –(pyro)sequencing
(métagénétique)

Taxons

Ex Andersson et al 
PLoS One 2008

actuelle



16s –(pyro)sequencing (métagénétique) : exemples cz la souris

Nguyen et al 2016 DOI: 10.1039/c6fo00929h
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Cox et al Cell, 2014, 158, 705

Dominguez-Bello et al, PNAS 2010 , 107 : 11971

Communities  clustered using principal coordinates 
analysis of the unweighted UniFrac distance matrix. 
PC1 and PC2 are plotted on x- and y-axes. Each point 
corresponds to a community colored according to the 
mother’s body habitat or the newborn’s delivery 
mode

(Low dose penicillin)

16s –(pyro)sequencing (métagénétique) : exemples (2)
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https://www.sciencenews.org/blog/gory-details/here%E2%80%99s-poop-getting-your-gut-microbiome-analyzed

16s –(pyro)sequencing (métagénétique) : reproductibilité



Attention : à nouveau, le choix des amorces affecte la 
comparabilité des résultats !

C Michel 2021 SANH

The * indicates slightly different versions of 
the primers used
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Abondances relatives à l'echelle de la famille pour 2 replicats 

famille FSHA1_D11_CCC1 FSHA1_D11_CCC2 moy cv%

Lactobacillaceae 65,117 66,328 65,722 1,3

Lachnospiraceae 7,577 7,746 7,661 1,6

Clostridiaceae 1 4,107 4,241 4,174 2,3

Peptostreptococcaceae 3,657 3,815 3,736 3,0

Ruminococcaceae 3,730 3,266 3,498 9,4

Pasteurellaceae 3,333 3,002 3,167 7,4

Akkermansiaceae 2,953 2,551 2,752 10,3

Erysipelotrichaceae 2,513 2,534 2,523 0,6

Enterobacteriaceae 2,502 2,340 2,421 4,7

Streptococcaceae 1,024 1,014 1,019 0,7

Prevotellaceae 0,799 0,785 0,792 1,3

Bacteroidaceae 0,633 0,577 0,605 6,6

Muribaculaceae 0,419 0,348 0,384 13,0

Micrococcaceae 0,384 0,334 0,359 9,7

Rikenellaceae 0,331 0,345 0,338 2,9

Eggerthellaceae 0,324 0,257 0,290 16,3

Enterococcaceae 0,208 0,197 0,202 3,7

Staphylococcaceae 0,113 0,088 0,100 17,4

Family XIII 0,067 0,042 0,055 31,9

Bifidobacteriaceae 0,046 0,046 0,046 0,0

Atopobiaceae 0,032 0,042 0,037 20,2

Multi-affiliation 0,049 0,021 0,035 56,6

Peptococcaceae 0,021 0,035 0,028 35,4

Tannerellaceae 0,025 0,018 0,021 23,6

Christensenellaceae 0,021 0,014 0,018 28,3

Burkholderiaceae 0,014 0,007 0,011 47,1

Anaeroplasmataceae 0,000 0,004 0,002 141,4

Desulfovibrionaceae 0,004 0,000 0,002 141,4

unknown family 0,000 0,004 0,002 141,4

16s –(pyro)sequencing (métagénétique) : répétabilité



C Michel 2021  SANH

➢ Biais liés à extraction 
➢ Biais liés à PCR

➢ Affectée par nbre copies ADN16s
➢ Peu sensible (> 108 bact.g-1)

➢ Quantification relative seulement
➢ Comparabilité : ???

➢ Pas de traitement immédiat
➢ Rapide

➢ Non ciblée (= sans a priori)

16s –(pyro)sequencing (métagénétique) : bilan



Détails des méthodes « haut- débit » 
appliquées au µbiote

Échan-
tillonage

Extraction 
ADN

Isolement
bactéries

Adapté de Doré J, 19ème Colloque sur le Contrôle 
Epidémiologique des Maladies Infectieuses, 2016

C Michel 2021  SANH

Richesse
Diversité
Similarité

Ampli-
fication

Séquen-
çage

Bio 
info

Stat

ADN 16s Tri séquences
Homologie /RDP

16s –(pyro)sequencing
(métagénétique)

Taxons

Ex Andersson et al 
PLoS One 2008

actuelle

Ex: Gill et al 
Science 2006

Qin et al Nature 2010

Totalité 
génome

Tri séquences
Homologie/
« catalogues 
de référence »

Métagénomique *Gènes 
bactériens

*Méta-
espèces

En plein essor 

-> aperçu du potentiel fonctionnel. 
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tag%C3%A9nomique



La métagénomique : accès au potentiel métabolique du µbiote ?

C Michel 2021 SANH
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Exploitation du nombre 

de gènes

Le Chatelier et al, Nature 2013;500(7464):541

Métagénomique : exemples

Nbre

individus LCG HCG Total

non obèses 

(BMI>30)
18 (14,6%) 105 (85,4%) 123

obèses 

(BMI>=30)
50 (29,6%) 119 (70,4%) 169

Aron-Wisnewsky J, et al. Gut 2018

C) Baseline microbial gene richness in obese patients 

with adjustable gastric banding (AGB, n=20) or 

Roux-en-Y-gastric bypass (RYGB, n=41)

[HGC, high gene count; LGC, low gene count]
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C: Energy production and conversion; D: Cell cycle control, mitosis, and meiosis; E: Amino acid transport 

Exploitation selon catégories de gènes

(en référence à une « banque de gènes »

Kurokawa et al DNA Res, 2007, 14: 169.

Comparison of the distribution patterns of COG-
assigned genes in the nine microbiomes from adults 
and children as compared to Ref-DB (mix of ca 250 
genomes fron non-intestinal bacteria)

Métagénomique : exemples

Distribution of relative abundances of COG categories

For subjects suffering cervical intraneoplasia 2/3 (n = 17),

cervical cancer (n = 12), and normal controls (n = 18)

Kwon et al Cancers 2019, 11, 309
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Semi quantitative
Exploitation suppose catalogue de référence

Comparabilité traitement bioinfo
Très coûteuse
Sensibilité ???

Métagénomique : bilan

(Pas de traitement immédiat)
Caractérisation du potentiel fonctionnel 
(+ taxonomie)
Sans a priori



Détails des méthodes « haut- débit » 
appliquées au µbiote

Échan-
tillonage

Extraction 
ADN

Isolement
bactéries

Adapté de Doré J, 19ème Colloque sur le Contrôle 
Epidémiologique des Maladies Infectieuses, 2016
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Richesse
Diversité
Similarité

Ampli-
fication

Séquen-
çage

Bio 
info

Stat

ADN 16s Tri séquences
Homologie /RDP

16s –(pyro)sequencing
(métagénétique)

Taxons

Ex Andersson et al 
PLoS One 2008

actuelle

Ex: Gill et al 
Science 2006

Qin et al Nature 2010

Totalité 
génome

Tri séquences
Homologie/
« catalogues 
de référence »

Métagénomique *Gènes 
bactériens

*Méta-
espèces

En plein essor 

-> aperçu du potentiel fonctionnel. 
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tag%C3%A9nomique



1. Méthodes d’études du microbiote bactérien digestif :

métagénomique fonctionnelle

C Michel 2021  SANH

Yoon et al AEM 2013;79(12):3829

➢ Coûteuse
➢ Suppose que gènes bactériens 

s’expriment ds bactérie clônée
➢ Suppose développement tests 

fonctionnels simples
➢ Pertinence / in vivo ?

Approche 
« clones seuls »

Exemple de criblage biologique 
(Lakhdari et al PLoS One 2010 ;5(9). pii: e13092

Approche 
« co-culture clones & 

cellules transformées»

➢ Idéale ?



Limites des méthodes « haut- débit » 
appliquées au µbiote

Échan-
tillonage

Extraction 
ADN

Isolement
bactéries

Ampli-
fication

Séquen-
çage

Bio 
info

Stat

C Michel 2021  SANH



Limites des méthodes « haut- débit » 
appliquées au µbiote

Échan-
tillonage

Extraction 
ADN

Isolement
bactéries

Ampli-
fication

Séquen-
çage

Bio 
info

Stat
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Illustration de biais potentiels



<1990
culture 

pasteurienne

1990-2004
Développement 

méthodes BioMol
(ADN / ARN 16s)

> 2005
Méthodes« haut débit »

(ADN 16S, ADN total)

16s -

pyrosequencing

Milieux 

sélectifs

Métagénomique

Métagénomique

fonctionnelle

+/- pré-

traitements

+/-

Identification 

phénotypique

Clonage + 

sequençage

DotBlot

/ FISH

DGGE/ 
TGGE

Cytofluoro-

metrie

qPCR

RFLP

DHPLC

• Germes anaérobies

ultra-dominants

• Env 40 genres

• Env 300 espèces

• Clostridies =pathogènes, 

sous-dominants

% élevé incultivables (30 à 80%)

Révision taxonomie sur base 16s

Clostridies = commensaux, ultra-dominants

Spécificité d’hôte

• 6 à 8 phyla principaux  (F et B ultra-dominants)

• Env 30 genres (surtout anaérobies)

• 150 à 400 espèces/ individu (/1000 potentielles)

• Env 500000 gènes bact/ individu (/10 M potentiels)

• 19000 fonctions (dt 6000 communes à tous)

• + des virus ! (10x/bactéries)

Avenir = 

Méta-

Transcrip-

tomique?

Quel % gènes 

exprimés ?

Quelle régulation ?

Sensibilité
Spécificité

Quantification absolue

Au flnal quelles évolutions en 30 ans ?

Comparabilité délicate !

Restez critiques !

Évolution taxonomie 

+ diversité modalités d’analyses
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Méthodes d’exploration de l’activité du 

microbiote intestinal
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Qu’appelle t-on « fermentation colique » ?
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NB: fermentation des FA requiert coopérations inter-bactériennes



C Michel oct14  SANH

Quels sont les produits des fermentations ?

Cas de FA
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Paroi cellulaires

Végétales 

ex : pectines, 

hemicelluloses,

Cellulose,

polysaccharides algaux,

gommes

Fibres

alimentaires
0 5 10 15 20 25 30 35

quantité (g.j-1)

endogène

protéines alimentaires

oligosaccharides

sucres non absorbés

Amidon résistant

fibres alimentaires

Cummings et Macfarlane, 1991

COST Action 92, 1992-1995

FLAIR - EURESTA, 1990-1994

Gerard & Bernalier 2007

Mucus, 

cellules, 

enzymes, 

sels biliaires

endogène

Graines

cellules entières

protéines

Légumes, 

tubercules,

Produits 

transformés

Oligo-

saccharides

Lactose,

sucres-alcools,

Sucres 

synthétiques

Sucres 

non absorbés

Féculents

Produits 

transformés

Amidon

résistant

Quantitativement : essentiellement des glucides
Mais pas seulement …

+ microcomposés (ex polyphénols), xénobiotiques…

Une grande diversité de constituants peut servir de 

substrats pour les bactéries intestinales

« fermentations » au pluriel ! 

lipides alimentaires

44
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Alcools
Éthanol, Butanol…

Composés
aromatiques : 

Phénols, crésol, 
indole…

NH3

Fibres
alimentaires, 
Amidon résistant,
Oligosides,
Sucres indigestibles

Ac organiques : 
Acétate, Propionate, 

Butyrate, isobutyrate, 

isovalérate, Lactate, 
succinate, formate…

Gaz :
H2, CO2, 
CH4, H2S

Protéines

isothiocyanate

glucosinolate

TMA

Choline

isoflavones

équol

Coprostanol

Cholesterol

Folate

Guanosine

Autres

Etc

Variables selon
individus

Les fermentations génèrent une grande diversité de métabolites

Masse 
bactérienne Résidu

Non fermenté
Métabolites

Variables selon
Intensité fermentations

45

Acides bilaires

Acides bilaires IIaires



Exploration de la fermentation des FA in vivo: 

Homme

C Michel 2021  SANH
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Exploration de la fermentation des FA in vivo chez l’Homme :

Utilisation des gaz expiratoires
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Exploration de la fermentation des FA in vivo: 

Animal
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Exploration de la fermentation des FA in vitro : 

Systèmes clos (= « batch »)
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Exemple d’exploration de la fermentation des FA en « batch »: 

Etude des variations inter-individuelles
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Exploration de la fermentation des FA in vitro : 

Systèmes dynamique (= « chémostat »)
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Exploration de la fermentation des FA : 

Bilan



Méthodes d’exploration de l’activité du 

µbiote intestinal

QUE RETENIR ?

C Michel 2021  SANH

✓ Co-existence de différentes méthodes

✓ Aucune parfaite

Les combiner !


