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Introduction

En métagénomique ciblée, une problématique récurrente concerne la quantité de lectures
réellement exploitables en sortie d’'un séquenceur & haut débit. L'une des étapes influengant cette
quantité est la détection dans chaque séquence des amorces utilisées pour amplifier le géne ciblé.
Huse et al. (2010) ont émis I'’hypothése que ne retenir que les séquences disposant d’amorces
parfaites (non-mutées par une erreur de séquengage) permettrait d'améliorer la qualité globale
d’un échantillon. Cette approche, basée sur I'idée que les séquences des amorces doivent dominer
numériquement a I'issue de I'étape de PCR, présente I'avantage de ne pas nécessiter I'utilisation
d’outils complexes, puisqu’il est possible de rechercher les amorces parfaites a 'aide de simples
expressions réguliéres, naturellement prises en charge par de nombreuxlangages de programmation
(python, perl, ruby, etc.). Néanmoins, cette stratégie élimine probablement aussi des séquences
correctes. C’est pourquoi, maintenant qu’il existe des outils capables d’éliminer a posteriori les
séquences les moins fiables (tel que SWARM de Mahé et al. (2015b) ), nous avons voulu savoir si
le fait de rechercher des amorces potentiellement mutées permettait d'augmenter le nombre de
séquences exploitables par échantillon et si cette augmentation impactait les résultats obtenus au
terme de 'analyse métagénomique.

Matériel et méthodes

Jeux de données. Nous avons travaillé sur 9 échantillons biologiques, dans le cadre d'une
étude caractérisant la biodiversité des sols tropicaux chez les eucaryotes unicellulaires (Mahé et al.
(2015a)). Les échantillons ont été séquencés a la fois en Roche/454 et en Illumina MiSeq, afin de
pouvoir constater 'impact de la technologie sur les résultats (i.e. obtient-on les mémes séquences
avec les deux technologies ? Les résultats sont-ils les mémes en Roche/454 et en Illumina Miseq ?).
Le séquengage a ciblé la région V4 de la sous-unité 18S de TARN ribosomique (Stoeck et al.
(2010)). En effet, cette région posséde une portion hypervariable spécifique de chaque espéce et
encadrée par deux segments de séquences extrémement conservés utilisables en tant quamorces
universelles (ci-aprés amorces Forward et Reverse). La détection et I'élimination des amorces dans
les échantillons séquencés permet donc d’isoler la partie spécifique, appelée amplicon.

Pour I'ensemble des 9 échantillons, le séquencage Roche/454 a produit 310 375 séquences,
contre 5223 138 séquences sous Illumina MiSeq.
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Recherche des amorces. Larecherche des amorces parfaites s’est faite aI'aide d’expressions régu-
lieres recherchées en Python (CCAGCA[CG]C[CT]GCGGTAATICC pour V4F et T[CT][AG]AT-
CAAGAACGAAAGT pour V4R) ; les séquences obtenues forment 'ensemble des amplicons Regex
(nombre total d’amplicons Regex Roche/454 : 39 917, Illumina Miseq : 274 801). La recherche
des amorces mutées parmi les séquences non regex s'est faite a 'aide de I'outil de pattern matching
grammatical Logol (Belleannée et al. (2014)) ; les séquences obtenues forment l'ensemble des
amplicons Logol (nombre total d'amplicons Logol Roche/454 : 2 520, Illumina Miseq : 20 558).

Calcul de la proximité de deux ensembles de séquences. Le test de dissimilarité de Bray-Curtis
permet de visualiser sur un graphe la similarité de deux ensembles de séquences. Il est basé sur les
comparaisons 2 a 2 des profils de séquences de deux ensembles de taille identique. Les séquences
Regex étant bien plus nombreuses que les séquences Logol, la valeur finale de dissimilarité a été
obtenue en faisant la moyenne de 10 000 calculs de dissimilarité de sous-échantillons aléatoires
de 1000 séquences Regex ou Logol, et ce indépendamment pour chaque échantillon biologique.

Regroupement des séquences par similarité. Une clustérisation a été faite avec I'outil SWARM
(Mahé et al. (2015b)) sur la totalité des amplicons Regex et Logol et ce séparément pour chaque
technologie. Chaque cluster constitué par SWARM contient des séquences proches les unes des
autres & quelques substitions prés. La régle de validation d’un cluster damplicons a été la suivante :
pour étre conservé, un cluster doit regrouper un minimum de 3 séquences ou au moins 2 séquences
provenant de 2 échantillons différents. Chaque cluster valide forme un OTU (Operationnal taxo-
nomic unit, unité taxonomique opérationnelle) souvent considéré comme représentant une espéce
biologique.

Résultats

Modéle d’'amorces mutées. Le modéle de mutation défini par 'expert est le suivant : les amorces
Forward et Reverse peuvent posséder jusqu’a 2 substitutions OU jusqua 1 insertion-délétion.
Par ailleurs, 'amorce Reverse peut étre partiellement tronquée sur ses 2 nucléotides terminaux
sans que cela compte comme une délétion (i.e. on autorise 'amorce Reverse a étre légérement
incompléte, avant de considérer la présence de mutations).

Il nest pas simple de définir de tels modéles uniquement avec les expressions réguliéres. En
effet, les expressions réguliéres nécessitent de définir explicitement chaque possibilité recherchée.
Par exemple, autoriser deux substitutions sans apriori de position sur un mot de taille n crorrespond
anx (n-1)/2 variants; soit 190 mots différents pour une séquence de taille 20, donc un nombre
d’expression réguliére explosif en fonction de la taille du mot. C’est pour cette raison que nous avons
utilisé un outil de pattern matching permettant d’exprimer des expressions réguliéres approchées,
Logol, qui permet de rechercher facilement des variants de séquences, notamment en autorisant
l'ajout de propriétés aux modeles, tel que le nombre d’erreurs autorisées par rapport a une référence.
Ainsi, Logol peut couvrir les 190 modeles d’expressions réguliéres de I'exemple précédent avec un
unique modéle d’expression.

Détection des séquences avec amorces mutées. La recherche des amorces parfaites permet
de récupérer respectivement 90,2 % et 82,7 % des séquences totales. La recherche d’amorces
mutées permet de capturer respectivement 8,3 % et 7,1 % de séquences additionnelles (pour un
total respectif de 98,5 % et 89,8 %). La recherche des amorces mutées permet donc d’ajouter une
quantité non-négligeable de séquences (+25 619 séquences en Roche/454 et +368 260 séquences
en Illumina MiSeq).

Validation des séquences avec amorces mutées

Deux situations peuvent se présenter pour unamplicon Logol : soit il est déja connu (typique-
ment, il est identique 2 unamplicon Regex) et donc tout autant biologiquement envisageable; soit
il est nouveau et la question se pose de savoir s’il ne s’agit pas d'un amplicon trop lourdement muté
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ou chimérique, ne reflétant donc pas la réalité biologique. Pour répondre a cette interrogation,
nous avons regardé si I'ensemble des amplicons Logol formait une population comparable a la
population Regex, puis nous avons observé le devenir individuel de chaque amplicon.

Comparaison globale des amplicons Logol et Regex. L'utilisation du test de dissimilarité de
Bray-Curtis a permis de vérifier que les amplicons Logol sont relativement similaires aux amplicons
Regex. Les résultats montrent d'une part que les amplicons Logol sont trés proches des amplicons
Regex et d’autre part, que les amplicons Logol et Regex obtenus via la méme technologie de
séquengage sont plus proches entre eux qu'avec leurs homologues de la technologie de séquengage
alternative pour un échantillon donné (par exemple, les amplicons Regex/Illumina sont plus
proches des amplicons Logol/Illumina que des amplcions Regex/454). Les amplicons Logol sont
donc comparables aux amplicons Regex, malgré leurs amorces mutées.

Caractérisation individuelle des amplicons Logol. Dans le cadre de notre analyse, chaque
amplicons Logol correspond a I'une des 4 situations suivantes apreés la clustérisation par SWARM :
— Cas 1) L'amplicon Logol appartient a un cluster non-valide, i.e. est isolé. Il n’a alors pas
d’impact sur les résultats finaux car il en sera éliminé. Les amplicons chimériques font par
exemple partie de cette catégorie
— Cas 2) Lamplicon Logol s’ajoute 4 un cluster Regex valide. Il augmente ainsi 'abondance
totale du cluster mais ne modifie pas le nombre d’OTU identifiés. Cela valide tout de
méme l'amplicon.
— Cas 3) Lamplicon Logol s’ajoute a un cluster Regex non-valide et le rend valide. Il permet
I'identification d’un nouvel OTU.
— Cas 4) Lamplicon Logol appartient a un cluster valide purement Logol. Il permet I'identi-
fication d'un nouvel OTU.
Les deux derniers cas sont particuliérement intéressants, puisqu’ils modifient concrétement le
résultat de I'analyse, en ajoutant de nouveaux OTU.

En Roche/454, 9 % des séquences Logol appartiennent a un cluster non-valide (contre S %
pour les séquences Regex) et sont donc rejetées. La clustérisation aboutit a 4432 OTU, dont
2059 contiennent des séquences Logol (46,5 %). Pour 1 632 OTU, il s’agit d’'une augmentation
de I'abondance totale ’OTU déja détectés avec les séquences Regex. Les 427 autres OTU sont de
nouveaux OTU (dont 205 uniquement constitués de séquences Logol).

En Illumina, 24 % des séquences Logol appartiennent a un cluster non-valide (contre 20 %
pour les séquences Regex) et sont donc rejetées. La clusterisation aboutit 2 28 377 OTU, dont 12
693 contiennent des séquences Logol (44,7%). Pour 10 835 OTU, il s’agit d’une augmentation de
l'abondance totale 'OTU déja détectés avec les séquences Regex. Les 1 858 autres OTU sont de
nouveaux OTU (dont 937 uniquement constitués de séquences Logol).

La récupération des séquences disposant d'amorces mutées a donc permis I'identification de
10 2 7 % de nouveaux OTU dans les échantillons (respectivement en 454/Roche et Illumina).

Conclusion

La recherche des amorces mutées permet d’'améliorer de fagon non-négligeable la sensibilité
d’une analyse métagénomique en augmentant le rappel parmi les séquences d’un échantillon.

Bien silr, cette recherche nécessite 'utilisation de moyens adaptés. Il existe un certain nombre
d’outils disponibles pour mettre en ceuvre la recherche des amorces mutées, tels que CutAdapt
(Martin, 2011), simple et trés rapide mais assez peu flexible, ou Logol, beaucoup plus lent, qui
permet un controle complet sur les spécificités du modéle. En elle-méme, cette recherche est
simple a inclure dans les pipelines métagénomiques existants.

Un post-filtrage par clustérisation permet d’éliminer, parmi les nouveaux candidats, les sé-
quences isolées et de ne conserver que les séquences similaires aux séquences a amorces parfaites.
Ces séquences supplémentaires permettent d’accroitre la sensibilité des analyses métagénomiques,

-69-



Aymeric ANTOINE-LORQUIN et al. 1OBIA

en permettant la détection de nouveaux OTU (+7 a +10 %, dans notre étude, en fonction de
la technologie de séquengage), que ce soit en augmentant 'abondance de séquences détectées
en nombre insuffisant pour étre validées ou que ce soit en détectant des séquences totalement
nouvelles qui n'étaient pas visibles auparavant.
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