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Introduction

Antoni van Leeuwenhoek (1632 -
1723)

Commercant a Delft (Pays-Bas)
Améliore le microscope
Premiéres observations de micro-
organismes issus de l'intestin de
mouche et de grenouille
Constate l'augmentation des

« micro-organismes » dans les
selles humaines en cas de
diarrhée (1675).

Antoni van Leeuwenhoek —
Rijkmuseum Amsterdam
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Des bactéries considérées comme néfastes

1860-1870 : controverse entre les hétérogénistes et les panspermistes

Pasteur aura du mal a imposer
I'idée que des bactéries peuvent
étre a l'origine de maladies

L'idée selon laquelle « Une
bactérie donnée est responsable
d'une maladie donnée » (R. Koch
1884)

Devient

Louis Pasteur Robert Koch

« Les maladies sont causées par (1822-1895). (1843-1910).
les bactéries »
Les bactéries sont donc alors considérées comme néfastes.
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Introduction

s

E. coli est une bactérie aéro-
anaérobie facultative, elle peut donc
se cultiver facilement.

E. Coli, « la » bactérie intestinale ?

Theodor Escherich (1857-1911),
pédiatre autrichien, découvre en
1885 une bactérie (normalement)
non-pathogene dans les
excréments de chevre :
Escherichia coli.
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La diversité du microbiote

Localisation | Caractérisation | Projet MetaHIT

Localisation du microbiote

Toute la surface de notre
corps présente des
microorganismes :

10" sur notre peau
10** au niveau intestinal
L'essentiel du microbiote

se situe dans l'intestin
gréle et le colon.

TRACTUS RESPIRATOIRE HAUT
Narines : staphylocoques,
corynébactéries

Pharynx : streptocoques,
Neisseria, bactéries & gram négatif

Conjonctivites :
peu de micro-organismes

Cavité bucale :
10" micro-organismes,
streptocoques,
lactobacilles,

bactéries lactiques TRACTUS GASTRO-INTESTINAL
10" micro-organismes

Estomac : Helicobacter pilori (50 %),
Streptococcus

Intestin gréle : bactéries lactiques,
entérocoques, entérobactéries,
bifidobactéries, Bacteroides

Colon : entérobactéries,
entérocoques, Clostridium,
methanogénes, bactéries lactiques,
Bacteroides

TRACTUS UROGENITAL
Urétre antérieur : rare
staphylocoques, corynébactéries,
entérobactéries
Vagin : mixte

Source : Livre Biofilm, quand les microbes s'organisent.
Editeur : Quae. ISBN : 978-2-7592-1764-9. Parution :
01/01/2012

modifications

3- Les

2- Quelques

roles



Académie de Montpellier- Janvier 2017-

MICROBIOTE INTESTINAL HUMAIN

Stéphane Premier

| Caractérisation | Projet MetaHIT

\.

Epithélium intestinal

Coupe d'intestin de souris

sl Coupe
ol {ransversale
d'intestin

Microbiote

Mucus

Source :
Inserm
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Etude par coproculture

En 1975, les bactéries non pathogenes
présentes dans l'intestin humain sont
étudiées par coproculture (mise en culture
d'une suspension des selles).

Les bactéries aéro-anaérobie facultatives
peuvent étre mises en culture si leur nombre
dépasse 10° bactéries/g de selles séches.
Les bactéries anaérobies strictes mises en
évidence ne peuvent I'étre que si leur
nombre dépasse 10™ bactéries/g de selles.
=> De nombreuses bactéries ne sont pas
détectées : culture impossible ou trop faible
population.

Peu d'information sur I'abondance relative.

Microbial types

Lactobacilli
Streptococci
Peptostreptococcus
Peptococcus
Bifidobacterium
Clostridium
Eubacterium
Propionibacterium
Ruminococcus

Gemminger

Coprococcus
Catenabacterium
Coliforms
Bacteroides
Fusobacterium
Veillonella
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Le séquencage pour établir la diversité

Les progres du seéquencage des acides nucléiques (ADN, ARN)
permettent d'envisager d'établir la diversité du microbiote intestinal a
partir de données génétiques.

Le géne étudié doit étre ubiquitaire et avoir une vitesse d'évolution
compatible avec I'établissement de la diversité des bactéries.

Le choix se porte sur I'ARN ribosomial 16S (petite sous unité
ribosomiale des procaryotes).

modifications

3- Les

2- Quelques

roles



La diversité du microbiote
Localisation | Caractérisation | Projet MetaHIT

Seulement 3 embranchements abondants dans I'intestin humain

Sur les 55 embranchements que

comprend le regne bactérien : " o % 0 g
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(Science 2005)
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L’embranchement CFB

L'embranchement CFB
comprend 1 561 séquences
réparties en 22 sous-groupes
dans la base de données
GenBank.

121 séquences détectées dans
le microbiote humain.

L'embranchement CFB est
ubiquitaire.

5 sous groupes présents chez
I'Homme dont 2 qui sont
majoritairement présent chez
I'Homme.

(Science 2005)
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800 espéces bactériennes, 7 000 souches chez I’lhomme

Chez les bactéries,
le genre est défini par une identité de 10°
séguence de 95 %,

I'espéce par une identité de 98 %,

la souche par une identité de 100 %. 1000 |
A partir de I'analyse de GenBank, on
100 |

considere que :

- 800 especes bactériennes peuvent
exister dans l'intestin des humains
(mais pas forcéement d'un individu)
pour plus de 7 000 souches
difféerentes.

10

MNumber of taxonomic units

80 85 a0 a5 100
165 rRNA sequence identity (%)

(Science 2005)

modifications

3- Les

2- Quelques

roles



La diversité du microbiote
Localisation | Caractérisation | Projet MetaHIT

Le projet MetaHIT

De 2008 a 2012 les chercheurs
du projet européen et chinois
MetaHit ont réalisé le
séguencage complet du
metagénome (génome du
microbiote bactérien) issu d'une
100aine d'individus.

Le projet a nécessité plus de 50
chercheurs et a été doté d'un
budget de 22 M€

3,3 millions de genes non
redondants ont été sequences.

eta

“HIT

Metagenomics
of the Human Intestinal Tract

European research project
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Les principaux résultats de MetaHIT

Le microbiote intestinal humain
est composé a 99,6 % de
bactéries soit 10** a 10"
bactéries, pour un poids de 2 kg.

Le microbiote de chaque individu
comporte environ 500 000 genes
non redondants.

Chaque individu possede au
moins 160 espéces bactériennes
difféerentes dans son microbiote.

kilos de « bons microbes »
chez un adulte
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Les principaux résultats de MetaHIT

Les 57 especes les plus
fréquentes sont partagees
par 90 % de la population
mondiale.

L'abondance relative de
ces especes peut varier de
1 a 1000 entre les
microbiotes intestinaux
humains.

(Nature 2010)

E:'sc!_ terides uniformis

Relative abundance (log,g)
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Les principaux résultats de MetaHIT

On peut définir un génome
bactérien minimal et un
métagénome minimal qui sont
partagés au sein de la population
(environ 200 000 géenes).

La plupart des genes séquenceés
ont une fonction actuellement
inconnue.

General function - B
Translation - J
Amino acids - E
DMA-L

Unknown - 5
Envelops - M
Carbohydrates - G

Lipids - |

Signal transduction - T
Secretion - U

Cell cycle - D
Defence- V

Second metabolites - Q
Cell motility - N

BNA - A

Chromatin - B
Extracellular - W
Muclear structure - Y
Cytoskeleton - Z

® Rare minimal genome

= Hare minimal metagenome
m Freguent minimal genome
= Frequent minimal metagenome
=] =l ra Lo £ on o e |
'$ = = = = = = =
dF R OF X F OF ¥

(Nature 2010)
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Les principaux résultats de MetaHIT

On peut définir un génome
bactérien minimal et un
métagénome minimal qui sont
partagés au sein de la population
(environ 200 000 géenes).

La plupart des genes séquenceés
ont une fonction actuellement
inconnue.

General function - B
Translation - J
Amino acids - E
DMA-L

Unknown - 5
Envelops - M
Carbohydrates - G

Lipids - |

Signal transduction - T
Secretion - U

Cell cycle - D
Defence- V

Second metabolites - Q
Cell motility - N

BNA - A

Chromatin - B
Extracellular - W
Muclear structure - Y
Cytoskeleton - Z

® Rare minimal genome

= Hare minimal metagenome
m Freguent minimal genome
= Frequent minimal metagenome
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(Nature 2010)
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Les principaux résultats de MetaHIT

d Bacteroides Prevotella Ruminococcus
o —'— o
0.5 0.3 0.06
[i+] ]
E 0.04 |
-§ 0.3 0.2+ :
B | 1
< ° T 0.1 0.02
0.1 ] - T
| é | i - 0.014 i g —1
| | | | | |
1 2 3 1 2 3 1 2

L'analyse de I'abondance relative de différents genres permet de définir 3
entérotypes, indépendants de I'age, du sexe ou de l'origine
géographique. Ces entérotypes sont souvent compares a des groupes
sanguins.
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Les principaux résultats de MetaHIT

b Biotin biosynthesis

“CWE0A s | B-Amino-T-oxono
v

.

Sk ¥
H=050% | Biotin synthetase
v
Biotin (vitamin B7)

SOE0151 | Adenosyimethionine-B8-amino

-T-oxononanoate aminotransferase

122 | Dethiobiotin synthetase

€ Thiamine biosynthesis
COG0422 | Thiamine biosynthesis protein
Hydroxymeathylpyrimidine
COGO351 Phosphomethylpyrimiding
kinase

COGN3as2 1 Thiamine-phosphate
pyTD

COG0611 | Thiamine-monophosphate
Thiamin diphosphate {vitamin B1 pracursor)

On observe des différences entre les entérotypes :

le groupe 1 posséde une surreprésentation des enzymes permettant la

synthese de la vitamine B7 (a partir du benzoate, E211) ;

le groupe 2 posséde une surreprésentation des enzymes permettant la

synthese d'un précurseur de la vitamine B1.

Les implications de ces différences ne sont pas comprises actuellement.

(Nature 2011)
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Stabilité et résilience du microbiote

Le microbiote d'un
individu est stable : la
durée d'existence
d'une souche dans le
microbiote se mesure
en dizaines d'années.

Chez l'adulte, le
microbiote est
résilient : apres une
perturbation
(antibiotiques), Il
revient la plupart du
temps a un état
fonctionnel.

Jaccard Index

1.0

0.9

08}

0.7 ¢

06

0.5

0 50

100 150 200 250 300

Temps en semaines

(Science 2013)
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Quelques réles du microbiote
Meétabolisme énergetique | Inflammation | Comportement

Le microbiote, acteur essentiel du métabolisme énergétique

Transfert du
microbiote

Les souris
deviennent
obeéses

Souris ob/ob Souris
axenique
Transfert du
microbiote

. Les souris
restent 0
minces Donor: +/+ obfob

O
o
-

]

',
=
[ ]

[
o
L

Increase in body fat (%)

Souris mince ~ Souris
axénique

(Nature 2006)
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Le microbiote, acteur essentiel du métabolisme énergétique

Les acides gras a chaine courte
proviennent de la fermentation de
sucres complexes non digestitibles par
I'Eétre humain, comme la pectine.

Le caecum des souris ob/ob est enrichi
en acétate et butyrate.

L'acétate est utilisé par les muscles, le
coeur et le cerveau.

Le proprionate est utilisé par le foie
pour la néoglucogenese.

Le butyrate est utilisé par les
entérocytes pour la production de
glucose.

umol per g wet wi.

caecal contents

120 o

100 A

80 o

. Lean
(+/+, ob/+)

D Obese
(oblob)

(Nature 2006)
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Le microbiote, acteur essentiel du métabolisme énergétique

Les souris ob/ob ont un
meilleur rendement
énergetique.

Cette capacité a extraire
plus d'énergie de
I'alimentation est
transférable avec le
microbiote.

b 4.0
* % %K
35 —
2 o
5 §30
()]
E
:g% 25
55
LG
Gd 50
& P
m.':‘ﬂ*mdz'

(Nature 2006)
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Le microbiote, acteur essentiel du métabolisme énergétique

REGIME PAUVRE EN
GRAISSES ET RICHE
EN FIBRES

(Science 2013)
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Le microbiote, acteur essentiel du métabolisme énergétique

E 307 Tyin pair 1
# Obese co-twin
& Lean co-twin
20 4
@
E
°
10
-
c
m®
=
O
F0 -
8dpc 22dpe 29dpc 35dpc
=10 4

Le transfert du microbiote issu de jumelles discordantes
pour I'obésité permet de transférer I'obésité a des souris
initialement minces avec un régime pauvre en graisses et
riche en fibres.

(Science 2013)
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modifications

3- Les

On aboutit a une premiéere hypothese :

Modification Amélioration

du microbiote :> du rendement :> Obésité

énergétique

Ce mécanisme pourrait également étre impliqué dans
I'adaptation physiologique au froid.

Limite : actuellement chez I'hnomme le transfert de
microbiote ne permet pas de limiter l'obésité,
contrairement aux modeles murins.

1- La diversité du
microbiote
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o

_ —— CHO
E‘d_ —¢— Western
2 34 "

3 *

£ 24 i+ * %
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o

£

£

w

99 97 95 93 91 g9
phylotype cutoff (% identity)

(Cell microbe host 2008)

O

% increase in body fat

A

B

~

CHO

' Western :

L'obésité induite par
un régime
alimentaire riche en
graisses et pauvre
en fibres est associé
avec une baisse de
diversité du
microbiote intestinal

Par ailleurs la
proportion de
bactéries gram-
devient plus
importante chez les
sujets obeses.
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A LEP
/(LPSFBmdmg Protein)
O-Antigen
o (specific chain) ‘
’ —_—
Core region

A mCD14

Faty ! Lipid A
Acid

=+ NFKB | Immune cells

&

Lipopolysaccharide
PS) ;
B 5 - Inflammation

(Biochimie, 2011)

Les LPS de la
paroi des
bactéries gram-
sont a l'origine
d'une
inflammation de
bas grade dans
les tissus.
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B A Endotoxemia:
: P<0.01
E 6 280 |
o SUCE
g ] 150
T 100
c
1R
s S S
Forced fed - Saline Qi Emulsion
Rats

/ greatest
Lipemia: lowest

(Biochimie, 2011)

Un régime enrichi
en lipides
provoque une
accumulation de
LPS dans le
plasma.
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| Comportement

the cytoplasm (%)
=

Occludin labeled in

a n=4

n=4

LF DIO-R DIO-P

(Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2010)

L'obésité induite par un régime
riche en graisses est associée
avec une augmentation de la
permeabilité de la muqueuse
intestinale.

Les mécanismes impliqués
viennent d'étre élucidés et mettent
en jeu un « dialogue croisé »
entre le microbiote et le systeme
immunitaire.
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intestinale
Epithélium
intestinal
Milieu
intérieur

Augmentation de la
permeabilité de l'intestin
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(Biochimie, 2011)

Les LPS associés aux
chylomicrons sont protéges
de la dégradation
enzymatique dans le
plasma.
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.-
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I.

R

Adipocytes

Un régime riche en graisses ne provoque pas
I'obésité chez des animaux dont le microbiote
est deétruit par des antibiotiques.

(Diabetes, 2008)

D _‘\.I_'}‘*?-’Llfg p ;t-l;i,-.'*, Y v v T T oW u
i ."'_T \ ;,«1)' LA ) A Adipocyte area (pm2)
i 1
'
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LPS dans le Macrophages
plasma dans le tissu
- adipeux
E F b
% =
w
Ei a gé a da
2 T T T
i 3, s % 5 1.57
© 2- == g%
B L
&l 11 . 'l _ : _
& CT CT-Ab HF HF-Ab €T CrAb  HF  HFAb

L'obésité induite par un régime riche en graisses est
associé avec :

- une augmentation des LPS plasmatique

- une infiltration de macrophages dans le tissu adipeux.

(Diabetes, 2008)
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Régime riche en
graisses

Modification du
microbiote

~
L'intestin devient
perméable
C
Les LPS
circulants
augmentent

Inflammation

Obésite,
diabéte type 2

|

(Diabetes, 2008)
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300 1

200 +

Plasma acetate (ph)

100

§55

Chow 3-day HFD 4-weak HFD

500~ MM Chow
O 4-weak HFD

Plasma acetate {1M)

(Nature, juin 2016)

8 &

Tota cascal and colon

lurmenal acetate content jumol)

Le microbiote est
responsable de
I'augmentation de
I'acétate dans le plasma
lorsque le régime
alimentaire des souris
est riche en graisses.

M Chow EE2 1
1 4-week HFD
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b B 2 umol kg~ min! *
g |A acetate

:t-:‘:» 3 20 pmol kg™ min—?

S 14 acetate

=

]

8 1

&

s |

@
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qﬁﬁ ﬁ‘}ﬁi ﬁﬂy |

(Nature, juin 2016)

On retrouve l'acétate absorbé
au niveau de I'hypothalamus.

Axe
Intestin —» Cerveau
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modifications

L'acétate est
responsable de la
sécretion de ghréline
(hormone de la faim,
sécretée par I'estomac)
par un mécanisme
utilisant le nerf vague
(X).

_Lh
;

=
e
L
T
| .
£
o
£
o
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E & 8
Weight change (%)

=]
I

1- La diversité du
microbiote
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T ARTICLE

Microbiota-nutrient tAcetate DeUX |deeS a reten|r .

interaction

- il existe un axe intestin-
cerveau.

- le microbiote peut

o F’;E:'é’;’:k modifier le
g comportement
tGhrelin alimentaire de son héte
(la souris).
% Glucose-stimulated _ $Nutrient
insulin secretion " Intake
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E. coli produit un peptide ClpB proche de I'hormone
melancyto-stimulante alpha (a-MSH), hormone qui a une

action anorexigéne (a l'origine de la satiéte) via
I'hypothalamus.

(Transl Psychiatry, 2014)
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Chez la souris, ClpB
provoque l'augmentation de
la prise alimentaire.
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Chez la souris, ClpB
provoque l'augmentation
des anticorps dirigés contre
a-MSH.

c-MSH IgG
in plasma (OD)
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)

(Transl Psychiatry, 2014)
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Chez des sujets humains souffrant de désordres alimentaires, on
observe une présence anormale d'anticorps dirigés contre CplB et
réagissant avec o-MSH.

(Transl Psychiatry, 2014)
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Boulimie et

hyperphagie
A @

IgG anti-
a-MSH

.

o-MSH est inactivé

Boulimie et
hyperphagie

@ Microbiote < |

A

IgM ou IgG
anti-o-MSH

.

a-MSH est protégé

de la déiadation

Anorexie

Anorexie

Le microbiote
participerait a
I'entretien des
désordres
alimentaires
dont la cause
initiale serait

psychologique.

modifications

3- Les

1- La diversité du
microbiote



Quelques roles du microbiote
Métabolisme énergétique | Inflammation | Comportement

3 hypotheses pour relier le microbiote et I'obésité
- Augmentation du rendement énergétique (role digestif et
meétabolique),

-Installation d'une inflammation de faible intensité (systéme
immunitaire : dialogue croisé),

-Modification du comportement alimentaire (systéme
nerveux : axe intestin cerveau).
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e
Establishment Un traitement antibiotique

of susceptibili Susceptible C difficil :
Bbrobots e mIcroE:ota boiiiang peut rendre sensible aux

P, / } infections par Clostridium

\i; ,/-'\l Antibotics % &) < I difficile.
N

‘ , Loss of \‘" ’\ f
colonization Germination On observe 40 % de
resistance y x g o
récidive et 5 % de
Restoration of multirécidive.

colonization D:sease Vegetative
resistance initiation \6 C difficile

= Les souches de C. difficile
kol production sont de plus en plus
virulentes et résistantes
aux traitements.
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e Searanl Le nombre d'infections
Bcfiodide nécessitant une

CDI treatment .. colonization hospitalisation est
ntibioti cile .
e infection d'environ 250 000 cas par
CDI treatment
(fecal transplant) ar,] dans I?S pays R
développés pour un cot

de 4,8 milliards de $.
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Les patients
souffrant d'ICD
récidivante

| === recurrent C difficile présentent une

! faible diversité du
microbiote
intestinal.

| —control
| = initial C difficile
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La transplantation de

- microbiote fécal (FMT)

i est efficace dans environ
SRR N, _ | 90 % des cas pour
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e La FMT serait utilisée en
= médecine traditionnelle
i, chinoise depuis 1 700
e ans et avait déja été
fme . utilisée en 1958 dans un
e hopital de Denver

e (Colorado).
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3 groupes chez la femme de plus de 70 ans :
T2D, NGT et IGT : 30 % qui développeront un T2D.

Indice de masse Composition du

Facteur Rapport

. .. Corpore"e . Tour de taille métagénome du
ctudie (masse/taille2) il @laneis microbiote
(7))
(<)
=
L
Corrélation 0 O
avec la 20
pesencecs 0,58 060 0,70 0,83 & &
diabéte de
type 2

Chez les femmes de plus de 70 ans
présentant un diabéte de type 2 (T2D), la
composition du métagénome du microbiote
est le marqueur le plus corrélé a la présence
du T2D.

Académie de Montpellier- Janvier 2017-
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Classification of IGT subjects
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La composition du microbiote pourrait servir d'indicateur
avance de la survenue future d'un T2D pour des femmes
intolérantes au glucose sans diabéte.

(Nature , 2013)
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(Nature , 2015)

Days post V. cholerae gavage

R. obeum
V. cholerae

Chez I'Homme Ruminococcus
obeum est associé a la guérison
du choléra.

Chez la souris, R. obeum limite la
prolifération de Vibrio cholera.

Le gene luxS transfecté dans une
autre bactérie (E. Coli) a le méme

effet.

Quelques
roles
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Stéphane Premier

Quelques idées clés :

- Nos fonctions ne se limitent pas a nos cellules mais utilisent également
celle de notre microbiote : certains auteurs parlent désormais de « méta-
organisme » = un hote + son microbiote.

- Les principales fonctions du microbiote :
- digestive et métabolique
- immunitaire
- neurologique.

- Les progrés dans la connaissance du microbiote laisse entrevoir la
possibilité de nouveaux outils prédictifs ou thérapeutiques en complément
des outils diagnostiques et de la pharmacologie classique. Ces outils visent
une meédecine individualisée.
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