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Définitions

Le microbiote : 

- Ensemble des microorganismes vivant en association stable avec 

un hôte ou dans une niche écologique

Le microbiome : 

- Aire de vie (écosystème) du microbiote (J. Lederberg, 2001) 

- Ensemble des gènes (génomes) d’un microbiote

L’holobionte : 

- Entité fonctionnelle formée par l’hôte et son microbiote
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Définitions

L’holobionte : 

Murali Gopal & Alka Gupta 2016 

HOLOBIONTE

Phyllosphère

Rhizosphère

Épiphyte: à la surface

Endophyte: dans les feuilles
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Définitions

La symbiose

• Albert Bernhard Frank  

→ symbiotismus en 1877
• Anton de Bary

→ lichens en 1879 

1831-18881839-1900

La symbiose est alors définie comme la vie en association stable de deux espèces

→ notion d'interaction biologique 

→ cette définition inclue donc le parasitisme.

1885: mycorhize: association entre des 

champignons et les racines des plantes
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Lynn Margulis

1938-2011

Définitions

Théorie des 

endosymbioses successives :

les cellules eucaryotes sont nées 

de l'union symbiotique entre 

des bactéries non nucléées
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3 types de symbiose :

• Commensalisme

Relation bénéfique pour l’un des organismes (micro-organisme) 

et neutre pour l’autre

• Mutualisme

Relation bénéfique pour les deux organismes associés

• Parasitisme

Relation bénéfique pour l’un des organismes (micro-organisme) 

au dépend de l’autre organisme (hôte)

Définitions

La symbiose
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Leizeaga et al. 2017 Activité enzymatique ARN 16s Marquage ADN
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Paradoxe : elles sont là
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Paradoxe : mais on ne peut pas les cultiver

-Environnement aquatique :

-104-106 x plus  de cellules viables que cultivables

- Sol

- 0,1 à 1% des bactéries sont

cultivables sur milieux standards

Pokorny et al. (2005) Res. Microbiol. 

SEM de l’intérieur de charbon 
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La métagénomique

Vers de nouvelles approches pour étudier le microbiote indépendamment de la mise en culture :

La métagénomique

= Etude des organismes (microorganismes) dans le contexte de leur communauté ou 

niche écologique par le biais du séquençage d’ADN  

• Le terme métagénome apparait pour la 1ère fois en 1998

- Handelsman et al. 1998 in Chemistry and Biology

• Etude de tous les génomes de façon isolée dans un échantillon

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

cultivables
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La métagénomique : histoire

• Années 1970 : Développement de techniques moléculaires (séquençage ARNr 16S) 

• 1977:  Carl Woese

• 1977 : Développement du séquençage Sanger 

• Fréderic Sanger et coll.

• 1998: Début de la métagénomique

• Jo Handelsman et coll.

• Etude des génomes des microorganismes dans un échantillon environnemental

• Début années 2000 : Développement des techniques de séquençage à haut débit 

• Rapidité de séquençage

• 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 séquençage et des outils bio-informatiques  
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La métagénomique : Principe

• Etude des génomes des communautés microbiennes dasn les échantillons environnementaux 

sans besoin de cultiver les différentes espèces microbiennes

• 2 méthodes principales:

• Séquençage ciblé de certaines régions du génome

- marqueurs génétiques spécifiques (ARNr 16S)

- suffisant pour identifier et caractériser les organismes

- pas de résolution au niveau des souches

• Séquençage « Shotgun »

- séquençage « au hasard » de tout l’ADN de l’échantillon

- analyse détaillée du matériel génétique de tous les organismes

- détails sur la taxonomie et composition fonctionnelle de la communauté
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La métagénomique : Méthode

1. Collecte de l’échantillon et 

extraction de l’ADN

1

2

2. Construction de la librairie 

métagénomique

3. Séquençage

3 4

4. Assemblage des séquences

4

5

5. Identification des gènes et 

annotation, classification des espèces 

et abondance
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La métagénomique : Méthode

operational

taxonomic units
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La métagénomique : Importance

• Méthodes de culture traditionnelles : isolement d’une espèce bactérienne pour l’étudier

→ limite la compréhension du comportement bactérien dans les communautés 

bactériennes

• Etude des microorganismes directement dans leur habitat

• Permet d’identifier des espèces non cultivables

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

microbienne

15



Le séquençage de nouvelle génération

Etudes possibles grâce à l’utilisation de nouvelles techniques de séquençage de l’ADN : 

• les NGS (Next Génération sequencing)

= le séquençage de nouvelle génération…

Deux types de technologie :

• « Séquençage par amplification et synthèse d’ADN »

▪ 454 Roche

▪ Illumina

•« Single Molecule Real Time Sequencing»

▪ PacBio (Synthèse ADN)

▪ Nanopore (passage ADN…)

Le SmidgIon d'Ofxord Nanopore, un séquenceur 

qui se branche sur un IPhone
16



Accessibilité

Diminution du coût de séquençage pour un génome humain

Réduction 

d’un facteur 

100 000

Le coût du séquençage diminue
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Essor de la métagénomique

Metagenom
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Essor de la métagénomique

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

Trois grands types d’approches de métagénomique :

• Par amplicon → Diversité

• Par séquençage massif de fragments d’ADN 

Whole Metagenome Sequencing → Diversité, Fonctions

• Par clonage → criblage fonctionnel/biotechnologies
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La métagénomique fonctionnelle

Med Sci (Paris) 2016 ; 32 : 944–951

1. Isolement de l’ADN de l’ensemble des bactéries présentes dans l’échantillon = ADN métagénomique

2. Fragmentation de l’ADN (~40 kb, ~40 gènes bactériens/opérons)

3. Clonage des fragments dans un fosmide

4. Transformation dans E. coli

Banque de clones métagénomiques (20 à 70 000 clones)

5. Criblage à haut débit (gènes rapporteurs)
21



La métagénomique fonctionnelle

Med Sci (Paris) 2016 ; 32 : 944–951

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

5. Criblage à haut débit (gènes rapporteurs)

Développement du système rapporteur : cellules HT-29

Meilleur clone : 

signal fort + ratio élevé

23
Lakhdari et al., PlosOne, 2010

Plasmide 

rapporteur 

pNiFty2-SEAP



La métagénomique fonctionnelle

5. Criblage à haut débit (gènes rapporteurs)

Criblage de la banque métagénomique :

• 52B7 : 43 gènes et 23 unités transcriptionnelles

• Alignements de séquences → probablement une 

bactérie du genre Bacteroides

24
Lakhdari et al., PlosOne, 2010



La métagénomique fonctionnelle

Lakhdari et al., PlosOne, 2010

5. Criblage à haut débit (gènes rapporteurs)

Insertion de transposons dans le locus: 

- 192 mutants

- 3 ont perdu la stimulation de NF-κB

• 2 insertions dans un gène codant pour un ABC 

transporteur

• 1 insertion dans un gène codant pour une 

lipoprotéine probable
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Les différentes approches

Trois grands types d’approches de métagénomique :

• Par amplicon → Diversité

• Par séquençage massif de fragments d’ADN 

Whole Metagenome Sequencing → Diversité, Fonctions

• Par clonage → criblage fonctionnel/biotechnologies

Deux nouvelles approches :

• Métatranscriptomique (ARNm)

• Métaprotéomique (protéines)
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Arbre du vivant et évolution

Un arbre du vivant…

• 3083 génomes

•1001 lignées sans représentant isolé

• 16 protéines ribosomales

Hug et al. 2016

BACTERIA

ARCHAEA

EUKARYOTES
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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 données (µ) et des classes fonctionnelles
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Le microbiote humain

Le microbiote humain
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Le microbiote humain

Générer des ressources pour faciliter la caractérisation du microbiote humain

Comprendre son impact sur la santé humaine et les maladies
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Le microbiote humain

• HMP1 : 

- Phase initiale (2008)

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

- Caractérisation des communautés microbiennes (nez, bouche, peau, 

tractus gastro-intestinal , tractus urogénital)

- ARNr 16S  → Existe-t-il un microbiote commun aux personnes 

en bonne santé ?

- Shotgun → fonctions et voies métaboliques présentes dans le 

microbiote humain

• iHMP : integrative human microbiome project

- 2nde phase

- Etude longitudinale sur 3 cohortes 

Grossesse et naissance 

prématurée

maladies inflammatoires 

chroniques de l'intestin
Diabète de type 2

Changement microbiote ?

Mise en place chez le nouveau-

né ?
Changement microbiote ?

Lien entre composition du 

microbiote et diabète de type 2 ?
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Le microbiote humain

MetaHIT (METAgenomics of the Human Intestinal Tract)

• projet collaboratif européen (15 instituts dasn 8 pays)

• financé par l’Union

Essor des technologies de séquençage → explorer le potentiel génétique du microbiote humain et comprendre son impact 

sur la santé humaine.

Objectifs :

• Etablir un catalogue de reference des gènes microbiens et des génomes presents dans les intestins chez l’homme.

• Développer des outils pour déterminer quels gènes 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 l’état de santé d’un individu.
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Le microbiote humain

Blum, 2017

• Chaque humain étudié possède un microbiote 

spécifique

• Il y a plus d’analogie entre microbiotes d’un site donné 

d’individus différents qu’entre différents sites d’un même 

individu

• En 2018 : plus de 2000 individus étudiés

• Différents sites du corps

• Chaque individu possède :

▪ 500 à 1000 espèces bactéries 

▪ 50aine espèces de levure 

→ 23000 gènes humains / 600 000 gènes microbiens

• Chaque site possède un microbiote spécifique

Principaux Phyla

Cavité buccale

Œsophage

Tractus intestinal 
(selles)

VaginPénis

Peau

Narine

Canal auditif Cheveux
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Le microbiote humain

Blum, 2017

Cavité buccale

Œsophage

Tractus intestinal 
(selles)

VaginPénis

Peau

Narine

Canal auditif Cheveux

Principaux Phyla

Les études essaient de définir le microbiote des 

individus :

• Origine géographique

• Diète

• Individus sains/malades

Chaque individu adulte a un microbiote de base 

(core) stable et une microbiote variable
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Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal - comparaison 

Réduction du microbiote intestinal chez l’homme et en particulier chez les occidentaux

Moeller 2017
35



Le microbiote humain

Blum, 2017

Cavité buccale

Œsophage

Tractus intestinal 
(selles)

VaginPénis

Peau

Narine

Canal auditif Cheveux

Principaux Phyla

Le microbiote du tractus intestinal 

• Ecosystème microbien : 

> 1013 microorganismes

9,9 millions de gènes microbiens

• In utero : espèces bactériennes identifiées dans la 

placenta, le liquide amniotique et le meconium

• Colonisation dès 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
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Le microbiote humain

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

Le microbiote intestinal est influencé par des facteurs endogènes et exogènes

37



Le microbiote humain

Rôle dans la nutrition et la santé

• Communauté microbienne : interactions entre bactéries et avec l’hôte

• Rôles : 

• Stimulation de la croissance chez l’enfant (stimulation production d’hormones)

• Maturation du système immunitaire (activation)

• Modulation du métabolisme du glucose et des lipides

• …
Dysbiose  → maladies chroniques avec inflammation

• Rôle dans le métabolisme :

• Substrats (sucres) partiellement digérés dans l’intestin sont une source de nutriments 

pour les bactéries

• Leur fermentation produit des métabolites bénéfiques
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Le microbiote humain

Rôle dans la nutrition et la santé

Acides gras à chaines courtes

Produits de fermentation clés :

• Butyrate :
• Source d’énergie cellules épithéliales

• Activité anticancéreuse 

• Active la néoglucogénèse

• Propionate :
• Source d’énergie cellules épithéliales

• Foie : rôle dans la néoglucogénèse

• Satiété 

• Acétate :
• Le plus abondant

• Métabolite essentiel pour d’autres 

bactéries

• Métabolisme du cholestérol et 

lipogenèse dans les tissus périphériques

Rowland et al., 2018; Makki et al. 2018
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Le microbiote humain

Rôle dans la nutrition et la santé
Rowland et al., 2018; Makki et al. 2018

MACs : microbiota-accessible carbohydrates*SCFAs : Short Chains Fatty Acids

Régime riche en fibre → microbiote intestinal « sain » :

- plus grande diversité

- meilleures fonctions :

SCFAs → augmentent la sécrétion de mucus et la production de 

peptides antimicrobiens, réduisent la concentration en O2, 

augmentent les jonctions entre les cellules de l’intestin, 

maintiennent le système immunitaire.

Régime pauvre en fibre, riche en protéines et sucres :

- diversité réduite

- fonctions diminuées

→ inflammation chronique
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Biofilm de bactéries

dans mucus

Flore 

commensale    
Aliments

Antigènes

Pathogène

MAMPS

Dégradation des aliments

Activation du système immunitaire

(maturation)

Production vitamines

Exclusion

Améliore

digestion

nutrition

Le microbiote humain

Rôle dans la nutrition et la santé

Bacteroides thetaiotaomicron : 

produit de l’acétate et du propionate 

→ favorise la différentiation des 

cellules goblet et l’expression de 

gènes de production des mucines

Lumière

intestinale

Faecalibacterium prausnitzii : 

consomme de l’acétate et produit 

du butyrate → prévient la 

surproduction de mucus, permet de 

maintenir un mucus sain

Par les bactéries mais aussi 

directement par les SCFAs 41



Le microbiote humain

Blum, 2017

Le microbiote du tractus intestinal 

• Intestin : Equilibre entre 2 phyla

Bacteroidetes/Firmicutes chez les 

personnes en bonne santé.
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Blum, 2017

Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal : rôle dans la nutrition et la santé
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Milani et al. 2017

Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal 
L’installation d’un « bon microbiote »  est 

primordial pour un développement en bonne santé
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Le microbiote humain

Mise en place du microbiote intestinal
Période postnatalePériode prénatale

Hypothèse stérilité
Présence de microbes ?
•Placenta

•Liquide amniotique

•meconium

Faible diversité

Proteobacteria

Maturation sexuelle

• Influence hormones 

sexuelles

• Populations microbiennes

spécifiques du genre

• Etablissement de variations

liées au genre

In utero

Allaitement biberon
Altération 1er colonisateurs ?

Inhibe croissance Bacteroides?

Accouchement naturel

microbiote vaginal
Lactobacillus

Prevotella

Sneathia

Accouchement césarienne

microbiote peau
Staphylococcus

Corynebacterium

Propionibacterium

Allaitement au sein
Lactobacillus

Bifidobacterium

Staphylococcus

Enterococcus

Période néonatale
1ers stades 

maturation

Stabilisation du 

microbiome
• Richesse

• Complexification

Bacteroidetes

Firmicutes

Grossesse
• Influence des hormones 

sexuelles

Proteobacteria

Actinobacteria

Sevrage

Bifidobacterium

Prevotella

Ruminococcus

Bacteroides (2 ans)

Puberté Age adulte

Maturation 

système 

immunitaire

Diversité microbienne45



Le microbiote humain

Blum, 2017

Le microbiote du tractus intestinal 

• Intestin : Equilibre entre 2 phyla

Bacteroidetes/Firmicutes chez les 

personnes en bonne santé.
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Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Entérocolite nécrosante

• Affecte principalement les nouveau-nés (prématurés)

• Maladie inflammatoire de la muqueuse du tractus 

gastro-intestinal 

• Inflammation de l’intestin → invasion bactérienne

• Dommages cellulaires

• Mort cellulaire

• Nécrose du colon et de l’intestin

Péritonite, choc septique, mort

• Prématurés : 2 à 5 %

• Tractus gastrointestinal immature

• Capacités d’absorption et de digestion limitées

• Dysbiose du microbiote intestinal

• Mobilité gastrique diminuée

• Prévention : Lait maternel + probiotiques 47



Le microbiote humain

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, sévérité et réponse aux traitements 

• Rôle des parasites

• Augmentation des maladies chroniques de l’intestin 

• Diminution de l’exposition aux parasites intestinaux
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Ramanan et al. 2016

Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin

Rôle des parasites

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

muqueuse 

Infection par Trichuris muris : 

Heligmosomoides polygyrus

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

protecteur, riche en clostridiales. 49



Moschen et al. 2016

Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin

Rôle de la lipocalin-2

• Lipocalin-2 : peptide antimicrobien

• Concentration augmentée dans mucus et selles 

des patients IBD

• Produite par les cellules épithéliales

• Souris IL10-/- : 

- inflammation

• Souris IL10-/- et lcn2-/- : 

- altération de la composition du microbiote (Alistipes

spp.; pathogène opportuniste) 

- inflammation et tumeurs

• Souris IL10-/- : 

- inflammation → induction de la production de Lcn-2

→ Contrôle la composition microbienne → réduction de 

l’inflammation, contrôle de la tumorogénèse
50



Spence, 2018

Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Athérosclérose et risque de thrombose

DMB

Analogue de la choline

Inhibe la TMA lyase 51



Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Maladies neurologiques

• Rôle critique du microbiote intestinal : 

• Modulation de la maturation et des fonctions des cellules immunitaires dans le 

système nerveux central 

• Activation des cellules immunitaires périphériques impliquées dans la 

neuroinflammation, les atteintes cérébrales, la neurogénèse… 

• Souris « germ-free »: changement de comportement et neuropathies liées à l’autisme, la 

dépression, les maladies d’Alzheimer ou de Parkinson

• Plaques dans le cerveau et l’intestin contenant la protéine neurotoxique α-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

Parkinson
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Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Maladie de Parkinson

Sampson et al. 2016
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Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Maladie de Parkinson

Sampson et al. 2016

• Modèle animal : 

• souris surexprimant AS → déficits neurologiques 

ressemblant à ceux de la maladie de Parkinson

• Germ-free → développent moins de plaques et pas 

de déficit neurologiques

• Traitement antibiotique des souris colonisées →

amélioration des déficits

• Transplantation fécale depuis des patients aux 

souris germ-free → déficits neurologiques
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Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Clostridium difficile

• Infection à Clostridium difficile :

• Récurrence liée à une dysbiose du microbiome

• Traitement antibiotique répété

• Croissance de bactéries résistantes

• Cause principale de diarrhées acquises à l’hôpital et associées aux traitements

antibiotiques

• Clostridium difficile :

• Gram +, anaérobie, sporulante

• pathogène opportuniste

• Colonise le colon → inflammation et diarrhées (toxines) → mort des cellules

épithéliales et destruction de la barrière épithéliale

• Patients Clostridium difficile infections (CDI) :

• Baisse de diversité du microbiote intestinal et augmentation des gènes de résistance

aux antibiotiques

• Fecal microbiota transplant (FMT) : restaure la diversité, réduit le nombre de genes de

resistance aux antibiotiques, resolution de la maladie 55



Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Clostridium difficile infection

Frisbee & Petri, 2020

FMT

CDI
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Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Clostridium difficile infection – rôle de la réponse immunitaire

Frisbee & Petri, 2020

• Immunité type 1 : protective, régulée par le microbiote (ex: Bacteroides) 

• Immunité type 2 : protective, maintenue par le microbiote

• Immunité type 17 : défavorable si trop d’inflammation, certaines bactéries inhibent la production d’IL-17 57



Le microbiote humain

Le microbiote du tractus intestinal

Clostridium difficile infection

– rôle du microbiote

Frisbee & Petri, 2020

• SCFAs : 

• Réparation des tissus (butyrate)

• Activation des Treg (propionate et 

butyrate)

• MAMPs : 

• Activation TLRs à la surface des ILC2

• MACs : 

• Croissance des bactéries du microbiote 

→ fermentation et production de SCFAs

• Acides biliaires : 

• Produits par le foie et métabolisés par microbiote

• Certains métabolites sont inhibiteurs de C. difficile

• Certains métabolites interagissent avec l’inflammasome
58
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