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Bactérie = organisme 
unicellulaire 
microscopique

Pas observable à l’œil nu

Zoom Multiplication Amplification

Microscope Culture Outils moléculaires
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Microbiote intestinal humain
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http://www.kinesport.info/Echos-de-la-micronutrition-
Revolution-au-pays-du-microbiote_a1029.html



Microbiote intestinal
Des milliards de bactéries (1012 par gramme)

Microbiologiste moléculaire : étude de l’ADN des bactéries
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https://www.museum.toulouse.fr/documents/10180/175320049/figure1+bact%C3%A9rie+et+tractus+intestinal/18caa6e3-125e-4404-b4f5-
c5636a2d961b?t=1456750997665
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Trillion : 10 12
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Fonctions du microbiote
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Culture
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13 bactéries

7 colonies
54 % de bactéries cultivées

4 colonies
31 % de bactéries cultivées

Conditions de 
culture 1

Conditions de 
culture 2

Échantillon à analyser

Variabilité des pourcentages de bactéries cultivées



Une large proportion du microbiote intestinal adulte
demeure “non-cultivée”

Références Fraction cultivée

Moore et Holdeman, 1974 37 - 464 %
Langendijk et al., 1995 14 - 37%
Wilson et Blitchington, 1996 58%
Suau et al., 1999 20 - 30%
Hayashi et al., 2002 38 %
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Identification des bactéries 
à l’aide d’une séquence d’ADN : 

Carte d’identité de la bactérie

Identification moléculaire des bactéries
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C
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ADN



ADN/ARNr 16S

G r oup e 1

G rou pe  2

G rou pe  3

G rou pe  4

G rou pe  5

G rou pe  6

G r oup e 1

G rou pe  2

G rou pe  3

G rou pe  4

G rou pe  5

G rou pe  6

Variabilité de l’ARNr 16S
Les nucléotides sont divisés en 
six groupes de variabilité 
croissante (1 à 6). 
Les nucléotides présents chez 
E. coli mais absents chez 75 % 
des autres micro-organismes 
sont en gris. 
Copyright Yves Van de Peer.

RDP Release 11, Update 5 
September 30, 2016
3,356,809 16S rRNAs

125,525 Fungal 28S rRNAs

Poster ASM, 2009 15



ADNr 16S

chromosome

ARNr 16S

ribosome

Diversité 
globale par 
PCR-TTGE

Diversité détaillée par 
inventaires moléculaires 

(PCR, clonage et 
séquençage)

Quantification par 
PCR en temps 

réel

Quantification et 
diversité par 

hybridation in situ

Quantification et 
diversité avec des 

puces à ADN
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Clone n

Bacteroides rectale

Clone m

Bacteroides uniformis

Bacteroides ovatus

Extraction d’ADN

PCR PCR
PCR en temps réel

TTGE
Diversité globale

QuantificationInventaires moléculaires 
Diversité détaillée

ADNr 16S

chromosome

ARNr 16S
ribosome

17

ARNr16S

Hybridation 
in situ
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Clone n

Bacteroides rectale

Clone m

Bacteroides uniformis

Bacteroides ovatus

Extraction d’ADN

PCR

ADNr 16S

chromosome

ARNr 16S
ribosome

Ligation

Transformation

Etalement

Séquençage 
et analyse 

<98% de similarité de séquence : 
2 espèces moléculaires distinctes 

>98% de similarité de séquence : 
la même espèce moléculaire

Inventaire moléculaire
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Electrophorèse en gel d’agarose
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PCR

Réaction de polymérisation en chaîne
Polymerase chain reaction

Réplication d’ADN in vitro

ADN matrice
Polymérase
Amorces (primers)
dNTP
MgCl2
Tampon 10X

20

thermocycleur

microtube
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5’

5’

5’

5’ 3’

3’

3’

3’

Brin sens

Brin matrice

Amorce forward Amorce reverse

Amorce forward identique à l’extrémité 5’ du brin sens
s’hybride au brin matrice
permet la synthèse d’un brin sens

Amorce reverse identique à l’extrémité 5’ du brin matrice
s’hybride au brin sens
permet la synthèse d’un brin matrice

5’

5’

5’3’

3’

3’

ADN

ARN

Brin non-transcrit, sens, codant

Brin matrice, transcrit, anti-sens, non-codant 
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Schéma de 
principe de 
la PCR
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ADN total Produit de PCR 
(ADNr 16S)

Electrophorèses en gel d’agarose



24



25

Bactérie 1 A A C T G C G T A

Bactérie 2 A A C A G C G T A

Bactérie 3 A A C C G C A T A

Arbre phylogénétique Alignement de séquences

Principe de construction d’un arbre phylogénétique
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Qu’est ce que l’espèce moléculaire ?

Clones et souches bactériennes sont groupés

dans une espèce moléculaire ou OTU

(Operational Taxonomic Unit) quand la

similarité entre leurs séquences d’ADNr 16S

est supérieure à 98%.
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Séquençage
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Groupes phylogénétiques 
de la microflore fécale humaine d’un 

adulte sain
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Famille Ruminococcaceae
43% clones, 31 “espèces”, 8 décrites*

Famille Lachnospiraceae
21% clones, 20 “espèces”, 3 décrites*

Genre Bifidobacterium aucun clone !

Phylum Bacteroidetes
31% clones, 20 “espèces”, 8 décrites *

*  > 98% similarité avec 1 séquence connue
Suau et al., AEM, 1999
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Clone n

Bacteroides rectale

Clone m

Bacteroides uniformis

Bacteroides ovatus

Extraction d’ADN

PCR

ADNr 16S

chromosome

ARNr 16S
ribosome

Séquençage 
et analyse 

<98% de similarité de séquence : 
2 espèces moléculaires distinctes 

>98% de similarité de séquence : 
la même espèce moléculaire

NGS : 
Séquençage de nouvelle génération
Pas besoin de clonage
Beaucoup plus de séquences
Moins cher



300%
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Control Bif MTZ

Other

Alcaligenaceae

Enterobacteriaceae

Verrucomicrobiaceae

Bifidobacteriaceae

Bacteroidaceae

Coriobacteriaceae

Rikenellaceae

Prevotellaceae

Porphyromonadaceae

Acidaminococcaceae

Enterococcaceae

Staphylococcaceae

Family XIII

Lactobacillaceae

Erysipelotrichaceae

Gracilibacteraceae

Peptostreptococcaceae

Lachnospiraceae

Ruminococcaceae

Structure de la communauté bactérienne au niveau des familles
L'abondance est présentée en termes de pourcentage de séquences bactériennes dans le microbiote des rats témoin, gavés avec la souche de 
bifidobactérie ou traités au MTZ. 



2%

Barnesiella intestinihominis
Barnesiella viscericola

100
cluster85

cluster88
cluster67

cluster104
cluster13

63
cluster57
cluster21

cluster74
cluster68

cluster19
cluster87

64
cluster70

cluster38
cluster9

100

100

100

Bacteroides splanchnicus
Rikenella microfusus
Bacteroides putredinis

cluster101
Alistipes timonensis

cluster4478
Alistipes shahii
Alistipes finegoldii81

91
60

100
98

cluster220
Chryseobacterium meningosepticum

Cytophaga lytica
Cytophaga marinoflava

9799

Flavobacterium ferrugineum
Flexibacter filiformis

100
57

Marinilabilia salmonicolor
Saccharicrinis fermentans

63

57

cluster86
Parabacteroides distasonis100

Parabacteroides merdae
cluster20
Parabacteroides goldsteinii

100100
61

Tannerella forsythia 
Porphyromonas macacae70

79

Prevotella oulora
Prevotella bivia

cluster61
Prevotella dentalis

Prevotella loescheii

100

Alloprevotella tannerae
Alloprevotella rava
cluster7

10077
73

cluster11
Paraprevotella xylaniphila

Paraprevotella clara
10082

85

Bacteroides vulgatus
Bacteroides barnesiae

55
Prevotella heparinolytica

Prevotella zoogleoformans
100

Bacteroides acidifaciens
cluster59100

Bacteroides eggerthii
Bacteroides uniformis

Bacteroides stercoris
Bacteroides caccae

Bacteroides fragilis
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides ovatus63

cluster40
Bacteroides caecimuris

100

55

53
53

84

73

81

Phylogenetic tree of the Bacteroidetes phylum for the most abundant OTUs



Clostridium populeti
Clostridium neonatale
Clostridium butyricum
Clostridium perfringens
Clostridium difficile

Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis

Eubacterium biforme
Eubacterium cylindroides

Ruminococcus flavefaciens
Faecalibacterium prausnitzii

Clostridium leptum
Eubacterium siraeum
Eubacterium plautii

Enterobacter cloacae
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli

Bifidobacterium pseudocatenulatum
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium longum

Eggerthella lenta
Collinsella aerofaciens

Atopobium parvulum
Roseburia cecicola
Eubacterium rectale
Clostridium coccoides
Ruminococcus obeum

Butyrivibrio fibrisolvens
Coprococcus eutactus

Streptococcus salivarius
Staphylococcus epidermidis

Veillonella parvula

2 %

Groupe Clostridium coccoides
Clostridium cluster XIVa
Famille Ruminococcaceae

Sous‐groupe
Clostridium leptum
Clostridium cluster IV
Lachnospiraceae family

Classe Erysipelotrichi 

Genre Enterococcus

Genre Staphylococcus
Genre Streptococcus

Genre Clostridium
Clostridium clusters I et XI

Famille Coriobacteriaceae

Genre Bifidobacterium

Famille Enterobacteriaceae

Phylum Bacteroidetes

Phylum Actinobacteria

Famille Veillonellaceae

Phylum Proteobacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Microbiote intestinal analysé par la biologie moléculaire
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Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides ovatus

Bacteroides uniformis
Bacteroides vulgatus
Prevotella oulora
clone adhufec94

Groupe Bacteroides
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Extraction d’ADN

qPCR

ADNr 16S

chromosome

ARNr 16S
ribosome

PCR en temps réel
quantification
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Analyse de la 
composition du 

microbiote intestinal 
par qPCR

Bacteria

Genre 
Bifidobacterium

Entérobactéries

Genre 
Staphylococcus

Genre 
Enterococcus

Famille
Lachnospiraceae

Famille 
Ruminococcaceae

Groupe
Bacteroides
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ADNr 16S

chromosome

ARNr 16S
ribosome

Hybridation in situ

Fixation et 
perméabilisation

Hybridation avec 
une sonde
spécifique
fluorescente

Marquage
au DAPI



Hybridation In Situ couplée à 
l’analyse d’images

‐Principe‐
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Dapi

Dapi

Eub338-Cy3

Bac303-Cy3
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Hybridation in situ sur caecum de souris 
avec la sonde générale Bacteria

Coloration Dapi et 
fluorescence Eub 338-Cy3

Fluorescence Eub 338-Cy3



Hybridation in situ sur caecum de souris avec la sonde 
ciblant les Bifidobactéries

Observation coloration Dapi et  
fluorescence Bif 164-Cy3 Fluorescence Bif 164-Cy3
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Epaisseur de la couche de mucus
(coloration bleu alcian / acide 
périodique/ réactif de Schiff)

Côlon d’un rat du 
groupe contrôle

Côlon d’un rat 
traité au MTZ 

Hybridation in situ avec la 
sonde Bacteria CY3

Marquage au DAPI
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Implantation du microbiote
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Modifications du microbiote intestinal
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