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MICROBIOTE

Partie |
« Définitions
« Microbiote/microbiome/holonbiote
« La symbiose
« La métagenomique et le séquencage de nouvelle génération

Partie Il

 Le microbiote humain
» Le microbiote intestinal
» Le développement du microbiote
 Facteurs influencant le développement du microbiote
» Roéle dans la nutrition et la santé



Définitions

Le microbiote :
- Ensemble des microorganismes vivant en association stable avec
un hoéte ou dans une niche écologique

Le microbiome :
- Aire de vie (ecosysteme) du microbiote (J. Lederberg, 2001)

- Ensemble des genes (génomes) d’'un microbiote

L’holobionte :
- Entité fonctionnelle formée par ’h6éte et son microbiote



Définitions
L’holobionte :

Phyllosphere

Epiphyte: a la surface
Endophyte: dans les feuilles

Rhizosphere

HOLOBIONTE

\/\

, PHYLLOSPHERE

MICROBIOME

ENDOPHYTIC
MICROBIOME

(Within roots, stem,
leaves, seeds, pollen, etc)

RHIZOSPHERE
MICROBIOME

Murali Gopal & Alka Gupta 2016



Définitions
La symbiose

» Albert Bernhard Frank
—> symbiotismus en 1877

« Anton de Bary
- lichens en 1879

1839-1900 1831-1888

% ':‘ '__ﬁ . 35>

1885: mycorhize: association entre des
champignons et les racines des plantes

La symbiose est alors définie comme la vie en association stable de deux especes
—> notion d'interaction biologique
—> cette définition inclue donc le parasitisme.



Définitions

Lynn Margulis
1938-2011
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endosymbioses successives :

héorie des

les cellules eucaryotes sont nées
de l'union symbiotique entre

des bactéries non nucléées
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naissance a un systéme de photosynthétique
cytomembranes (noyau et QED GWD
réticulum endoplasmique) %
Réticulum = %
endoplasmique
D Noyau .
| | 3_47

3 Bacterie Chloroplaste
photosynthétique
| A )
%— Mitochondrie
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Définitions
La symbiose

3 types de symbiose :

e Commensalisme

Relation bénéfique pour I'un des organismes (micro-organisme)
et neutre pour 'autre

Microbiote

* Mutualisme
— Relation bénéfique pour les deux organismes associés

« Parasitisme

Relation bénéfique pour I'un des organismes (micro-organisme)
au dépend de 'autre organisme (héte)

Dysbiose




Paradoxe : elles sont la
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Bactéries Marines

Leizeaga et al. 2017 Activité enzymatique ARN 16s Marquage ADN



Paradoxe : mais on ne peut pas les cultiver

-Environnement aquatique :
-104-10° x plus de cellules viables que cultivables

- Sol
-0,1 a 1% des bactéries sont
cultivables sur milieux standards

SEM de l'intérieur de charbon

9
Pokorny et al. (2005) Res. Microbiol.



La métagénomique
Vers de nouvelles approches pour étudier le microbiote indéependamment de la mise en culture :

La métagenomique

= Etude des organismes (microorganismes) dans le contexte de leur communauté ou
niche écologique par le biais du seéquencage d’ADN

* Le terme métagénome apparait pour la 1 fois en 1998
- Handelsman et al. 1998 in Chemistry and Biology

 Etude de tous les génomes de facon isolée dans un échantillon

 Culture-indépendant : permet d’étudier les micro-organismes non ou difficilement
cultivables



La metagénomique : histoire

« Années 1970 : Développement de techniques moléculaires (séquencage ARNr 16S)
« 1977:. Carl Woese

« 1977 : Developpement du séquencage Sanger
 Fréderic Sanger et coll.

« 1998: Debut de la metagénomique

« Jo Handelsman et coll.
« Etude des genomes des microorganismes dans un échantillon environnemental

« Début annéees 2000 : Développement des techniques de séquencage a haut debit
* Rapidité de séquencage

* Milieu années 2000 : Développement de bases de données et d’outils informatiques
» Analyse des données de plus en plus volumineuses

 Aujourd’hui : Amélioration constante des techniques de séquencage et des outils bio-informatiques



La métagénomique : Principe

» Etude des genomes des communautés microbiennes dasn les échantillons environnementaux
sans besoin de cultiver les differentes especes microbiennes

» 2 méthodes principales:

 Seéguencage ciblé de certaines régions du génome
- marqueurs genétiques specifigues (ARNr 16S)
- suffisant pour identifier et caracteriser les organismes
- pas de resolution au niveau des souches

« Séquencage « Shotgun »

- séquencage « au hasard » de tout ’ADN de I'échantillon
- analyse détaillée du matériel génétique de tous les organismes
- détails sur la taxonomie et composition fonctionnelle de la communauté



La metagénomique : Méethode

1. Collecte de I'’échantillon et
extraction de ’'ADN

2. Construction de la librairie
métagenomique

3. Séquencage

4. Assemblage des séguences

Metagenomics

3

2

~ DNA —— DNA library — DNA sequencing —» Sequence
analysis and
reconstruction

5. Identification des genes et
annotation, classification des espéces

et abondance Sample

B I AATATCATGC 1
(ATaTcaTG CGCA
AT ATCATGCC
TCATGCGCAT

.l

Tools, Softwares, Analysis «—— Assembled genome sequence

5

13



La metagénomique : Méethode

operational
taxonomic units

16S rRNA gene proﬁllng

l

Microbial community

Shotgun metagenomics

1

DNA fragmentation and sequencing

16S rRNA gene amplification and amplicon sequencing
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La métagénomique : Importance

» Méthodes de culture traditionnelles : isolement d'une espece bactérienne pour I'étudier

- limite la compréhension du comportement bactérien dans les communautés
bactéeriennes

» Etude des microorganismes directement dans leur habitat
* Permet d’identifier des espéces non cultivables

* Informations sur la composition, les fonctions, les interactions qui ont lieu dans la communauté

microbienne



Le séquencage de nouvelle génération

Etudes possibles grace a l'utilisation de nouvelles techniques de séquencage de 'ADN :

* les NGS (Next Génération sequencing)
= le séquencage de nouvelle génération...

Deux types de technologie :
» « Séquencgage par amplification et synthése d’ADN »

= 454 Roche

= |[[lumina

*« Single Molecule Real Time Sequencing»
= PacBio (Synthese ADN)

= Nanopore (passage ADN...)

Le Smidglon d'Ofxord Nanopore, un sequenceur
qui se branche sur un IPhone

16



Accessibilité

Le codt du séquencage diminue

Cost per Genome

Moore's Law

Réduction
d’'un facteur

100 000
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genome.gov/sequencingcosts

Diminution du colt de sequencage pour un géenome humain
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Essor de la méetagenomique

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Pub¥Qed ¢o:

Metagenom Search

Advanced

PubMed® comprises more than 33 million citations for biomedical literature from MEDLINE, life science journals, and online books.

Citations may include links to full text content from PubMed Central and publisher web sites.

18



Essor de la méetagenomique

Recherche sur la base Pubmed avec le terme « metagenom »
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Les différentes approches

Trois grands types d’approches de métagenomique :

« Par amplicon - Diversité

« Par séquencage massif de fragments d’ADN
Whole Metagenome Sequencing = Diversité, Fonctions

« Par clonage -> criblage fonctionnel/biotechnologies

20



La métagénomique fonctionnelle

E'chuntillon \ s Identlflcutl
. Banque Criblage a
et extract A d
e:,‘;uDN 9 | B metngenomlque hlll.lt déblt [ et ;sofee:;ses
wkbl ert
’:6‘ "‘
E Epi
FOS-5 =
R

# 2070000 Criblage Lllﬂlli/lllllm(ﬂ?{[lﬂ[)B]LM‘ '-Lk
ADN s clones robotisé
métagénomique R — Mode!es.eg vivo
& q Clonage et en systemes Mutagenése par et précliniques
transformation rapporteurs transposition,
en £. coli HPLC, MS

1. Isolement de 'ADN de I'ensemble des bactéries présentes dans I'échantillon = ADN métagenomique
2. Fragmentation de 'ADN (~40 kb, ~40 genes bactériens/opérons)
3. Clonage des fragments dans un fosmide

4. Transformation dans E. coli

mmm) Banque de clones métagénomiques (20 & 70 000 clones)

5. Criblage a haut deébit (genes rapporteurs)
21
Med Sci (Paris) 2016 ; 32 : 944-951



La métagénomique fonctionnelle

metagenopolis
) S.eu

Plateforme robotique de métagénomique fonctionnelle de MétaGénoPolis. Cette
photographie montre trois robots utilisés par 'unité MétaGénoPolis (INRA) pour
réaliser les criblages a haut débit nécessaires a la métagénomique fonctionnelle.

22

Med Sci (Paris) 2016 ; 32 : 944-951



La métagénomique fonctionnelle

5. Criblage a haut débit (genes rapporteurs)

Développement du systeme rapporteur : cellules HT-29

o

NF-kB activity (fold increase)

Meilleur clone :
signal fort + ratio élevée

HT-29/kb-seap-25
30

25
20
15 ¢ ! +

10 ¢ ‘ ¢ '
5 i" *

0#
0 05 1 15 2 25 3

NF-xB activity (A ODgss)

Plasmide
rapporteur
pNiFty2-SEAP

23
Lakhdari et al., PlosOne, 2010



La métagénomique fonctionnelle

5. Criblage a haut debit (genes rapporteurs)

Criblage de la banque métagénomique

a.

Normalised NF-kB Activity

(ODéss)
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52B7 : 43 genes et 23 unités transcriptionnelles

Alignements de séquences - probablement une
bactérie du genre Bacteroides
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La métagénomique fonctionnelle

5. Criblage a haut débit (genes rapporteurs)

Insertion de transposons dans le locus: b. " B
- 192 mutants CED

- 3 ont perdu la stimulation de NF-kB

a. # s

W“EllﬂﬂDDlGﬂDﬂ[}]DﬂﬂlﬂDﬂDD -

0,4,

C
Legend :

8-amino-7-oxononanoate synthase D tyrosine type site-specific recombinase
|:] hypothetical protein . dinitrogenase iron-molybdenum cofactor
B efflux transporter system [] site-specific recombinase, phage integrase family

0,2
[l outer membrane protein TolC, putative ~ [] no hit reported

0.1 TPR repeat-containing protein [[] secretion activator protein, putative
ﬂﬂl two-component system response regulator ]:] putative lipoprotein
D 4

Control 52B7 52B7/A  52B7/B 52B7/C . . N
» 2 insertions dans un gene codant pour un ABC

0,3

NF-kB activity (ODsss)

I transporteur
» 1 insertion dans un gene codant pour une
lipoprotéine probable

25
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Les différentes approches

Trois grands types d’approches de métagenomique :

« Par amplicon - Diversité

« Par séquencage massif de fragments d’ADN
Whole Metagenome Sequencing = Diversité, Fonctions

« Par clonage -> criblage fonctionnel/biotechnologies

Deux nouvelles approches :

« Meétatranscriptomique (ARNmM)

« Métaprotéomique (protéines)

26



Arbre du vivant et évolution

OR-3 Dictyoglomi
TA06 Thermotogae
Poribacteria Deinococcus-Therm.

Un arbre du vivant.

» 3083 génomes

+1001 lignées sans représentant isolé

» 16 protéines ribosomales

(Tenericutes)

Actinobacteria Armatimonadetes Bacteria Nomurabacteria @

® Kaiserbacteria
Zixibacteria Atribacteria Adlerbacteria
Cloacimonetes Aquificae Chloroflexi ® Campbellbacteria
Fibrobacteres Calescamantes
Gemmut/monuaele: Caldiserica

Firmicutes

Cyanobacteria

Latesubacterla Synergistetes : fi 7 4

Giovannonibacteria
[ @ Wolfebacteria

e Melainabacteria @ jorgensenbacteria

Marinimicrobia @

RBX1

. ; *

Bacteroidetes  'g9navibacteria 4

Chlorobi Caldithrix WORI

PVC ® Azambacteria
V

Parcubacteria
superphylum @ Yanofskybacteria
Planctomycetes El icrobi > )\ ® Moranbacteria
Chldmirdide, usimicrobia \ \ .
Lentisphaerae, = @ Magasanikbacteria
Verrucomicrobia

@ Uhrbacteria .
@ Falkowbacteria Candidate

Phyla Radiation

Omnitrophica ®

— ® SM2F11
a NC10
Aminicentantes RO“—b“te ] = _ @ Peregrinibacteria
Acidobacteria @ - G ilib BD1-5, GNO2
Tectomicrobia, Modwbacst%nge. — o

® Absconditabacteria SR1
Nmospnae - Saccharibacteria
Dadabacteria e / ® Berkelbacteria
DP/tnpro[Pbu()‘e ja - \
(Thermodesulfobacteria) 2
_ Chrysiogenetes
Deferribacteres ° =
Hydrogenedentes NKB19 @ Woesebacteria
Spirochaetes ‘\Shaplrobactena
) X Amesbacteria
T™éE @, - ) Collierbacteria
Epsilonproteobacteria 2 3 r'Y) (] Pacebacteria
& Beckwithbacteria

Roizmanbacteria
Gottesmanbacteria
Levybacteria M
Daviesbacteria icr nomat
Kalanobactena Curtissbacteria crogenomates
Alphaproteobacteria WWE3

Zetaproteo.
Acidithiobacillia

Betaproteobacteria

Major lineages with isolated representative: italics
Major lineage lacking isolated representative: ®

04
Gammaproteobacteria

Micrarchaeota @
Diapherotrites

s EUKARYOTES

Nanohaloarchaeota

° "
Aenigmarchaeota Loki.
Parvarchaeota Thor.
| Korarch. %
DPANN , Crenarch. "
Pacearchaeota @@ Bathyarc.
Nanoarchaeota 4 YNPFF) .
Woesearchaeota ) A‘g"’d_" . Opisthokonta
Altiarchaeales  Halobacteria
Z7TME43
Methanopyri TACK
Methanococci Excavata
ArC haea Hadesarchaea
Thermococci Thaumarchaeota Archaeplastida 2 7
Methanobacteria
Thermoplasmata

Archaeoglob:k Chromalveolata Hug et al- 2016

‘Metharomicrobio Amoebozoa



Limites de la métagénomique

Limites :
* Collecte et conservation des échantillons
* Qualité des métadonnées
 Variation dans le temps... reproductibilité
* Vivants/morts
« Contamination
» Profondeur des séquences (organismes rares)
« Assemblage
* Reconstruction des génomes (HGT)

* Biais des bases de donnees (U) et des classes fonctionnelles



Le microbiote humain

Le microbiote humain
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Le microbiote humain

NIH Human Microbiome Project

Characterization of the Characternization of microbiome
microbiomes of healthy human and human host from three
subjects at five major body sites. cohorts of microbiome-associated
using 16S and metagenomic conditions. using multiple ‘omics
shotgun sequencing. technologies.

Enter iHMP

Géneérer des ressources pour faciliter la caracterisation du microbiote humain

Comprendre son impact sur la santé humaine et les maladies

30



Le microbiote humain

NIH Human Microbiome Project [RERELUE
- Phase initiale (2008)

- 300 personnes en bonne santé - 3055 génomes isolés et séquencés

- Caractérisation des communautés microbiennes (nez, bouche, peau,
tractus gastro-intestinal , tractus urogeénital)

Characterization of the Characterization of microbiome . . . .

icrobi f healthy h d human host from th - 9 __| b
S i e e i e ol Y ARNr 16S Existe-t-Il un microbiote commun aux personnes
using 16S and metagenomic conditions. using multiple ‘omics

shotgun sequencing. technologies. e n b O n n e S an té ?

Enter AP - Shotgun - fonctions et voies métaboliques présentes dans le
microbiote humain

* IHMP : integrative human microbiome project
- 2"d¢ phase
- Etude longitudinale sur 3 cohortes

Grossesse et naissance maladies inflammatoires o
) ; : . . Diabete de type 2
prématurée chroniques de l'intestin

l | l

Changement microbiote ?

Mise en place chez le nouveau- Changement microbiote ?
31 ne ?

Lien entre composition du
microbiote et diabete de type 2 ?




Le microbiote humain

i SEVENTH FRAMEWORK
. PROGRAMME

MetaHIT (METAgenomics of the Human Intestinal Tract)
» projet collaboratif européen (15 instituts dasn 8 pays)
« financé par I'Union
Essor des technologies de séquencage - explorer le potentiel génétique du microbiote humain et comprendre son impact

sur la santé humaine.

Objectifs :

« Etablir un catalogue de reference des géenes microbiens et des génomes presents dans les intestins chez 'lhomme.

» Développer des outils pour déterminer quels génes et génomes sont présents dans chaque individu et leur fréquence.

* Réunir des cohortes d’individus, sains ou malades, pour comparer leurs microbiotes.

» Développer des outils informatiques pour stocker, organiser, et interpréter toutes les informations collectées dans le but

d’établir des associations entre le microbiote intestinal et I'état de santé d’un individu.
32



Le microbiote humain

[ Firmicutes [] Bacteroidetes [ Fusobacteria
[ Actinobacteria [ Verrucomicrobia [_] Proteobacteria

Principaux Phyla

En 2018 : plus de 2000 individus étudies

Différents sites du corps

Chaque humain étudié possede un microbiote
spécifique

Chaque site possede un microbiote spécifique

* Il y a plus d’analogie entre microbiotes d’un site donné
d’individus différents qu’entre différents sites d'un méme
individu

» Chaque individu possede :

= 500 a 1000 especes bactéries
= 50aine especes de levure

- 23000 genes humains / 600 000 genes microbiens

33
Blum, 2017



Le microbiote humain

Canal auditif Cheveux Cavité buccale

Les études essaient de définir le microbiote des
Individus :

« Origine géographique
« Diete
Tractus intestinal * Individus sains/malades

% (selles)

1

Chaque individu adulte a un microbiote de base
(core) stable et une microbiote variable

[ Firmicutes [] Bacteroidetes [ Fusobacteria
[ Actinobacteria [ Verrucomicrobia [_] Proteobacteria 34

Principaux Phyla Blum, 2017




Le microbiote humain
Le microbiote du tractus intestinal - comparaison

Réduction du microbiote intestinal chez ’'hnomme et en particulier chez les occidentaux

(a) == Gorilla gorilla (b)

r Pan troglodytes

1- Pan paniscus

-= Homo sapiens

I Alouatta palliata !

L Alouatta pigra !

Lemur catta

75 50 25 0 0 50 100 150 200 250

Divergence time Number of observed genera per individual
(millions of years)

Current Opinion in Microbiology | 35
Moeller 2017




Le microbiote humain

Canal auditif Cheveux Cavité buccale

[ Firmicutes [] Bacteroidetes [ Fusobacteria
[ Actinobacteria [ Verrucomicrobia [_] Proteobacteria

Principaux Phyla

Le microbiote du tractus intestinal

Ecosysteme microbien :
> 1013 microorganismes
9,9 millions de genes microbiens

In utero : especes bactériennes identifiees dans la
placenta, le liguide amniotique et le meconium

Colonisation des la naissance :
- augmentation rapide de la biodiversité
- changements successifs de composition

Facteurs importants pour la composition :
- mode d’acquisition
- régime
- antibiotiques
- génétique

Influence sur les maladies gastro-intestinales et
non gastro-intestinales

36
Blum, 2017



Le microbiote humain
Le microbiote intestinal est influencé par des facteurs endogenes et exogenes

4
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HPA axis : axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien Maruvada et al., 2017



Le microbiote humain
RoOle dans la nutrition et la santé

« Communauté microbienne : interactions entre bactéries et avec I'hdte
 Roles:
« Stimulation de la croissance chez I'enfant (stimulation production d’hormones)
« Maturation du systeme immunitaire (activation)

« Modulation du métabolisme du glucose et des lipides

Dysbiose - maladies chroniques avec inflammation

* ROle dans le métabolisme :
« Substrats (sucres) partiellement digerés dans l'intestin sont une source de nutriments
pour les bactéries
« Leur fermentation produit des metabolites bénéfiques

38




Le microbiote humain

RoOle dans la nutrition et la santé

Methane Hydrogen sulphide
Sulphate | F8%
reduction | 155
Methanogenesis
‘Methanobrevibacter
‘ smithii rH
L or
- d( [ :'a‘ma Formate
e drogenotrophica
Ljungdahl’ o9 op

Hexoses and pentoses

Glycolysis and
pentose conversions

pathway
1 [

~ , ; ‘Ruminococcus
——

Acetoacetyl-CoA Acetaldehyde

¥
Pyruvate — Oxaloacetate

Succinate | | Bacteroidetes

Eubacterium hallii
Anaerostipesspp. |

Veillonellaspp.

pathway

\

l Lactate Succinate
Butyryl-CoA Ethanol \ Coprococcus catus|
B 0 |Acrylate
]( \ ‘Megasphaera pathway
Pep o Coprococcus eutactus e v

ERacteriom recuuin Coprococcus comes Lactoyl-CoA  Succinyl-CoA
Roseburiaspp.
Eubacterium hallii = v =
Anaerostipesspp. utyryl- Propionyl-CoA Propionyl-CoA
Coprococcus catus
Faecalibacterium
_prausnitzii
— A Y

Fig. 1 Pathways of carbohydrate metabolism [156]

Rowland et al., 2018; Makki et al. 2018

Y

Fucose and rhamnose

2 |
[ e DHAP + L-lactaldehyde

Propanediol

| | pathway

Roseburia inulinivoran
Ruminococcus obeum

[i almonella enterica

Propane-1,2-diol

Propionyl-CoA

Produits de fermentation clés :

Acides gras a chaines courtes

Butyrate :
» Source d’énergie cellules épithéliales
« Activité anticancéreuse
» Active la néoglucogénese

Propionate :
* Source d’énergie cellules épithéliales
» Foie : rOle dans la néoglucogenese
« Satiete

Acétate
* Le plus abondant
« Meétabolite essentiel pour d’autres
bactéries
« Métabolisme du cholestérol et
lipogenese dans les tissus périphériques

39



Le microbiote humain
RoOle dans la nutrition et la santé

Rowland et al., 2018; Makki et al. 2018

Régime riche en fibre = microbiote intestinal « sain » :
- plus grande diversité
- meilleures fonctions :

_oc emicals <——>i Omega-3 fatty acids , P .
= | TOEE SCFAs © augmentent la sécrétion de mucus et la production de
Mot Pt eptides antimicrobiens, réduisent la concentration en O
p p 1 21
augmentent les jonctions entre les cellules de l'intestin,
'E;@ maintiennent le systeme immunitaire.
| |
Enhanced mucus Increased antimicrobial ’
secretion peptides

Régime pauvre en fibre, riche en protéines et sucres :

- diversité réduite £
. . . e 1‘3111"‘:77‘?'. IV AL =L NG ‘.-"' v ’7'”
- fonctions diminuées 1 [01 i. |
i I i O-o-ro @ o(molo
B - inflammation chronique e

upregulated
tight junctions

Functional intestinal barrier

. Immune Functional
Eh‘m‘ homeostasis barrier

. Dietary fiber degrading
¥R gut microbiota

*SCFAs : Short Chains Fatty Acids MACs : microbiota-accessible carbohydrates
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7’\ Dégradation des aliments

Flore
commensale

Lumiere
intestinale Biofilm de bactéries
dans mucus

Bacteroides thetaiotaomicron :
produit de 'acétate et du propionate
—> favorise la différentiation des
cellules goblet et 'expression de
genes de production des mucines

Aliments
Antigenes

Faecalibacterium prausnitzii :
consomme de l'acétate et produit
du butyrate - previent la
surproduction de mucus, permet de

maintenir un mucus sain
Améliore

digestion
nutrition

Par les bactéries mais aussi ¢ Activation du systeme immunitaire

directement par les SCFAs (WERTET]) a1
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A B
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Fig. 1. (A) Different microbiomes in humans; (B) The intestinal microbiome in healthy individuals and patients [7].
Blum, 2017
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Table 2
Disease associations with the intestinal microbial community (examples).
References
Allergies/Allergy protection [23,59,64-66]
Atherosclerosis/Thrombosis/Cardiovascular Diseases [46-48,67-70]
Cancer [40,71,72]
Diabetes mellitus [42,73]
Immune-Mediated Inflammatory Diseases
—Inflammatory bowel diseases [26,27,30,31,74,75]
—Multiple sclerosis [76,77]
—Rheumatoid arthritis [78]
—Psoriasis [79]
Kwashiorkor [43,44]
Liver Diseases [80,81]
Metabolic Syndrome/Obesity [41,82-85]
Neurodevelopmental, Psychiatric and Neuro-
degenerative diseases
—Autism [49,86]
—Depression [49,87]
—Alzheimer’s Disease, Parkinson’s Disease [49,53,54,88,89]

43
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Le microbiote du tractus intestinal

L’installation d’un « bon microbiote » est
primordial pour un développement en bonne sante

Good bacteria

Health status

Window of opportunity for microbiota modulation >

Infection
. NEC Prenatal factors: Neonatal factors: Postnatal factors:
Disease status < Atopy - Placenta - Mode of delivery -« Feeding: breast-milk vs. formula
2 . Diabetes - Gestational age « Geographical location
Bad bacteria IBD/IBS « Family members

» Host interactions
« Maternal diet
» Weaning

Microbiota Establishment

TTTT

T
VUNUVY VYU UUUY VUUUUUY VUVUUUY URUUUOV UUVuuy ivovstuuuviive v 099 aD
\ C& — i 2 &~

Toddler &
childhood

Good bacteria Bad bacteria
2% Bifidobacterium species : @D Enterococcus faecalis
_ = Escherichia coli = Methanobrevibacter smithii
=== Faecalibacterium prausnitzii == Clostridium difficile
===l actobacillus species ' F‘f Campylobacter
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Mise en place du microbiote intestinal

Période prénatale

In utero

mypothése stérilité\

Présence de microbes ?
*Placenta ]

Liquide amniotique
Faible diversité

*meconium
K { Proteobacteria /

/‘ J
\
4& D~

—~2

Période néonatale

/Accouchement naturel )

= Mmicrobiote vaginal
1 Lactobacillus

1 Prevotella

1 Sneathia

Accouchement césarienne

= Microbiote peau
1 Staphylococcus

T Corynebacterium

T Propionibacterium

Allaitement au sein
1 Lactobacillus
1 Bifidobacterium
T Staphylococcus
1 Enterococcus

Allaitement biberon
Altération 1¢' colonisateurs ?

\Inhibe croissance Bacteroides?

_

Période postnatale

—

o 2
1ers stad es u‘
maturation 2
Puberté
(" Sevrage  \/Maturation sexuelle )
Bifidobacterium . Inf H
gPrevotella nfluence hormones

\

fRuminococcus
tBacteroides (2 ans)

J

Maturation
systéeme
immunitaire

sexuelles

» Populations microbiennes
spécifiques du genre

* Etablissement de variations

kliées au genre /

Age adulte

/ Stabilisation du\
microbiome
* Richesse
» Complexification
Bacteroidetes

Firmicutes

Grossesse

* Influence des hormones
sexuelles

1 Proteobacteria
1 Actinobacteria

Diversité microbienne
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A B

External auditory canal Hair on the head

Healthy control Patient

Inflammatory

1o bowel disease

* Intestin : Equilibre entre 2 phyla “

Bacteroidetes/Firmicutes chez les

Type 2 diabetes
personnes en bonne santé.

Necrotizing
enterocolitis

Ve

[ Firmicutes [T] Bacteroidetes [ Fusobacteria
[ Actinobacteria [] Verrucomicrobia [_] Proteobacteria

Fig. 1. (A) Different microbiomes in humans; (B) The intestinal microbiome in healthy individuals and patients [7]. 46
Blum, 2017



Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal
Entérocolite nécrosante

« Affecte principalement les nouveau-nes (prématures)
« Maladie inflammatoire de la mugqueuse du tractus
gastro-intestinal

* Inflammation de l'intestin = invasion bactérienne
« Dommages cellulaires
* Mort cellulaire
 Neécrose du colon et de l'intestin

> Peritonite, choc septique, mort

« Prématurés:2a5%
« Tractus gastrointestinal immature
« Capacités d’absorption et de digestion limitées
« Dysbiose du microbiote intestinal
« Mobilité gastrique diminuée

« Prevention : Lait maternel + probiotiques

é Prematurity Disrupted I N7
S ~—
b = Dysbiosis Mucosal yo ol 1y
. WX Barrier T
~. = oo - e
*\e)», ;
Impaired Infection
Immunity
Enteral DE Genetic
Feeds

Predisposition

Microvasculature

Alterations ;
FM WNe = :
( B e
X - Risk Factors
2068 of NEC
NI Severe
> D %H'E « ) Anemia
FGR
o8N ¥
CHD ® “* )
' : 4 Hypoxia

Gastroschisis f
Other
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Le microbiote du tractus intestinal
Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

« Rectocolite hémorragique : inflammation de la couche muqueuse du colon
« Maladie de Crohn : inflammation de toutes les couches de l'intestin

« Des changements du microbiote intestinal spécifiques aux maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin ont été identifiés
- Marqueurs de prédisposition, séveérité et réponse aux traitements

* ROle des parasites

. .

« Augmentation des maladies chroniques de l'intestin
« Diminution de I'exposition aux parasites intestinaux
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Le microbiote du tractus intestinal
Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

ROle des parasites

« Souris nod2-/- : colonisation anormale par Bacteroides vulgatus due a un défaut de la couche

mugueuse

Infection par Trichuris muris :
A
©

4

Log;ocfu/ mg sto

N.D.

DO DO D7 D14 D21 D28 D35

WT Nod2"

“
[o)]

Logy, cfu / cm tissue

Cltrl

T. muris H. poly

0

Heligmosomoides polygyrus

Le parasite inhibe la colonisation par B. vulgatus et favorise I'établissement d’'un environnement

protecteur, riche en clostridiales.
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Le microbiote du tractus intestinal
Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin
Role de la lipocalin-2

« Lipocalin-2 : peptide antimicrobien

« Concentration augmentée dans mucus et selles
des patients IBD

« Produite par les cellules épithéliales

e Souris IL10-/-:
- Inflammation

« Souris IL10-/- et Icn2-/- :
- altération de la composition du microbiote (Alistipes
spp.; pathogene opportuniste)
- inflammation et tumeurs
« Souris IL10-/-:
- inflammation - induction de la production de Lcn-2

- Controéle la composition microbienne - réduction de
I'inflammation, contréle de la tumorogénese

H10-/Len2*

4weeks B8weeks 12 weeks

@ Lipocalin2
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Le microbiote du tractus intestinal
Atheéerosclérose et risque de thrombose

Heart attack

Stroke

Death

Atherosclerosis

Fatty acid
Fatty acid

[ (l:H3 Gut Hepatic (I;H3

i

0-P-0 - Choline —3 HO=CHp~CHa~Nt CHz ———3 [ H~- O SO ~-NS 0

k. I flora FMOs 1

o) CH3 CH3
Phosphatidylcholine Choline Tripdethyl ami Trimethylamine N-oxide

(dietary) (TMA) (TMAQO)
DMB
Analogue de la choline
Inhibe la TMA lyase 51

Spence, 2018
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Le microbiote du tractus intestinal
Maladies neurologiques

« ROle critigue du microbiote intestinal :
« Modulation de la maturation et des fonctions des cellules immunitaires dans le

systeme nerveux central
« Activation des cellules immunitaires periphériques impliquées dans la
neuroinflammation, les atteintes cérébrales, la neurogénése...

« Souris « germ-free »: changement de comportement et neuropathies liées a I'autisme, la
dépression, les maladies d’Alzheimer ou de Parkinson

Parkinson

« Plaques dans le cerveau et l'intestin contenant la protéine neurotoxique a-synuclein (AS)
« Les patients ont souvent une mobilité gastrique réduite et la concentration d’AS est élevée

dans l'intestin
« Le microbiote des patients atteints de la maladie de Parkinson est significativement différent

des individus sains
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Maladie de Parkinson

Gut Microbiota Regulate Motor Deficits and
Neuroinflammation in a Model of Parkinson’s
Disease

Sampson et al. 2016



Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal
Maladie de Parkinson

e Modeéele animal :

« souris surexprimant AS - déficits neurologiques
ressemblant a ceux de la maladie de Parkinson

« Germ-free - développent moins de plagues et pas
de déficit neurologiques

« Traitement antibiotique des souris colonisées -
ameélioration des déficits

» Transplantation fécale depuis des patients aux
souris germ-free - déficits neurologiques

T

Motor dysfunction
and pathology

W AN
AN
N Disease-
/\ competent
Short microglia
chain
fatty acid
signaling

o

>\ g
\(D
SO

Typical
Microbiota

Limited
pathophysiology

No short

_ Unreactive
chain fatty microglia
acid

signaling

Germ-free

+*

Enhanced
motor
dysfunction

PD-derived
Microbiota
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Le microbiote du tractus intestinal
Clostridium difficile

* Clostridium difficile :
« Gram +, anaérobie, sporulante
« pathogene opportuniste
« Colonise le colon - inflammation et diarrhées (toxines) - mort des cellules
épithéliales et destruction de la barriere épithéliale

 Infection a Clostridium difficile :
* Recurrence liee a une dysbiose du microbiome
« Traitement antibiotique répéte
» Croissance de bacteries résistantes
« Cause principale de diarrhées acquises a I'hOpital et associées aux traitements
antibiotiques

« Patients Clostridium difficile infections (CDI) :
« Baisse de diversité du microbiote intestinal et augmentation des genes de resistance
aux antibiotiques
* Fecal microbiota transplant (FMT) : restaure la diversite, reduit le nombre de genes de
resistance aux antibiotigues, resolution de la maladie
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Clostridium difficile infection =
xposure to
CDI [ antibiotics ]
Dysbiosis and host Microbial diversity
susceptibility and long-term protection

[ Ty
}

Antibioti TR
[ 4 :alt rr'10e :1?( J C. difficile infection J Homeostasns]
! t a a ,ecal mlcroblota] EMT
Toxin-mediated disruption transplantat|on

Trends in Molecular Medicine 56
Frisbee & Petri, 2020
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Clostridium difficile infection — role de la réponse immunitaire

:tf; C. difficile TedA
IFN-y N Q @ @TcdB
IL-22 R - ‘>
IL-18 &

Host damage

Bacterial clearance ﬁ

® © Toxin-mediated
‘,D ® cDT epithelial disruption

A - A
L asond \ Tissue repair
Th-17 cells IL-1B, IL-6, IL-12
CXCL1,cxcL2  IL-25andIL-33
Type-2
immunity
. Type-17 Type-1
Neit:;]rﬁshll immunity immunity s
ILC1s ILC2s Eosinophil

* Immunité type 1 : protective, réegulée par le microbiote (ex: Bacteroides)
« Immunité type 2 : protective, maintenue par le microbiote

recruitment

* Immunité type 17 : défavorable si trop d’inflammation, certaines bactéries inhibent la production d'IL-17 -

Frisbee & Petri, 2020
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Le microbiote du tractus intestinal Diverse commensal flora
Clostridium difficile infection

— role du microbiote B
?}:l — SCFAs
- SCFAs: T
» Reéparation des tissus (butyrate) °
» Activation des Treg (propionate et 5
butyrate) 3
« MAMPs : :
» Activation TLRs a la surface des ILC2 - :
issue repair
« MACs: 1 TLR‘ ILC2 \':
» Croissance des bactéries du microbiote i
- fermentation et production de SCFAs TH-17
¢ )
- Acides biliaires : \
 Produits par le foie et métabolisés par microbiote i 47
« Certains métabolites sont inhibiteurs de C. difficile
 Certains métabolites interagissent avec l'inflammasome R reoeavers Eosinophil recruitment

58

tissue damage ] .
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Prebiotics

microbial composition and functions

\ Mncroblome-dlrected interventions

!

Untargeted

=

!

Targeted

%w P
03
g
Exercises  Individualized Faecal microbiota Bio-engineered Drugs targeting selected
nutrition transplantation commensals microbial metabolism

S 8= N

s

- ) oo
Probiotics Synbiotics Postbiotics Phage therapy CRISPR-Cas9-based
therapy

l

l

General improvement in Specific modification in

metabolism-related gut microbiota

Fan et Pedersen, 2021
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