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Microbiote, microbiome, métagénome

* Microbiote = ensemble des micro-organismes vivants dans un
environnement spécifique = microbiome

e Association mutualiste

 Métagénome = ensemble des genes présents dans un —

nature
/,J,

environnement spécifique

 Métagénomique = technique permettant d’analyser de / |
I'ensemble des genes dominants d’un écosysteme }\
 MetaHIT At

A gene catalogue

* Human Microbiome Project o e

Qin, Nature 2010
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Le microbiote associé a I’lhomme =
un écosysteme complexe

* L’'homme = 10%*cellules procaryotes

. , . Fraction
* = 50% humain, 50% bactéries cultivable
* =symbiose microbiote-hote ~30%

* 10 millions de genes bactériens
e 1individu = ~500 000 genes (x25 /génome
humain) ti2014
e ~500 especes / individu,
~5000 especes en tout

Fraction non
cultivable

~70%

* La majorité: c6lon
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Le microbiote = comment l'explorer?

{Microbioteintestinal }
|
A\ 4 ¢ \ 4
Quels sont les Quel est le Que font les
micro-organismes potentiel micro-organismes
présents ? génétique ? présents ?
\ 4 A 4 A 4 v \ 4

[ Culture ] [ ADN total ] [ ADN total ] [ ARNmM ] [ Protéines ] [ Métabolites ]
) . PN — 5 e 1

Génomique c{vﬂl . S B B o |
‘ ’ g e o - mf?’ S
s - - \ SSUP - : ' f

Proteomique i G 1 : R T |
. J é?} A —_— ﬁ_ K ] e RN
( ) i V2 g P

Transcrip- ™~ i AP e | . - KRR

tomique ( , ) a , ] ( )
L g ) Méta- Méta- Metatrans- Meta- Méta-
(Métabo- 3 \genomlque 168) . génomique criptomique protéomique . bolomique )
lomique
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L'approche métagénomique

Extraction de , PCR
VADN AU d’ADNRr16S
métagénomique _
> —_—> Amplicons
VWA
et /
Séquencage a haut débit
\
Projection de séquences sur le Regroupement des séquences en OTUs
catalogue de référence Comparaison aux bases de données
Diversité, richesse
Composition - Profil métagénomique de Diversité
Potentiel métabolique comptage de genes Composition

Potentiel génétique
Plasticité génétique
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Le microbiote intestinal = une biodiversité importante

Culture

Microbiote dominant 10°-10%!/g

Bacteroides
Eubacterium
Peptosptreptococcus
Bifidobacterium

Microbiote sous-dominant 10°-10%/g
Entérobactéries
Entérocoques
Clostridium
Lactobacilles
Staphylocoques
Microbiote transitoire <10°/g
Levures
Pseudomonas

Biologie moléculaire : 3-4 phyla dominants

Epsilonproteabacteria (2,1, 0)

Fusobacteria (9, 1, 0) 3%
/

Bacteroidetes

Actinobacteria ‘

(10,4, 4)

21% g Betaproteobacteria

(32,5,2)
Gammaproteobacteria
(5,2,0)

ol
\ .
\ o
\
\

Verrucomicrobia
\ (76,1,0)

. Deltaoroteobacteria

N MAY

™ Unclassified, near
Cyznobacteria (3,1, 1)

Firmicutes

0.10

Groupe Clostridium leptum
Eckburg, 2005 Groupe Clostridium coccoides

z
-~ -
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Le microbiote intestinal = un véritable partenaire

* Fonctions physiologiques

v’ Métaboliques

v" Production de métabolites: AGCC: action
trophique et systémique, ....

v' Apport d’enzymes
v’ Stockage d’énergie
v’ Barriére
v © R ala colonisation par les pathogénes

v’ Maturation immunitaire

= Production de cytokines, stimulation des

Treg, polarisation des ThO en Thl et Th2 | ;‘“‘F =
= Stimulation des défenses: mucus, SIgA, PAM, cytokines/— 4 — '@ yﬂ{f
défensines... chemokines Sl 'N\J

= = e @




Le microbiote intestinal = un véritable partenaire

Prévention des

== infections -
* Dysbiose =
Barnere i Prévention des pathologies
allergies .
ToIerance /pathologles
infectieuses
_— orale Maturation du

v allergies, MICI

~ Tissus lymphoides systeme Lo
P& immunitaire obésité, diabete
/ .
: Nutrlments ﬁ?th(t).logles ti
Microbiote Homéostasie €patiques, autisme...
: - energétique

intestinal
Signalisation
' » Comportement? UNIVERSITE
IE PARIS
DESCARTES

(sérotonine,...)




Dysbhiose et allergie

Etudes microbiologiques = différences entre
les enfants allergiques et non allergiques

. s 8 Treg
Diversite Thi
Bifidobacterium

Th2

Clostridium cluster IV
Akkermansia mucinophila
Lachnospiraceae

Equilibre Thl /

Bacteroidetes f o Th2 / Treg
‘ Clostridium sensus stricto
Clostridium difficile
Clostridium cluster XIVa ‘
K Bacteroides / A Th2, N Treg = allergie
Enterobaceriaceae A Thl = MICI, maladies

autoimmunes
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Microbiote et obésité

= Souris conventionnelles / souris axéniques
= 40% de masse grasse en plus

‘Microbiote

de souris

obéses

* Transfert de I'obésité par le microbiote (souris) S

receveuses
«minces»

Microbiote
de souris
ninces»

o

[ Firmicutes [l Bacteroidetes

5]
=]

= Ratio Firmicutes/ Bacteroidetes > obeéses

vV ratio si perte de poids grace a un régime

538

Percentage of total
sequences
[¥)
(]

0 12 26 52 | Lean

e Ley et al, Nature 2006

= Différences de microbiote entre obeses et non obeses turnbaugh 2009
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Microbiote et obésitée

* Analyse du microbiote de 292 adultes danois obéses (169) et non obéses (123)
» Différences de profil entre obeses et non obéses
 Différence la plus notable: individus avec microbiote réduite et grande diversité

Obeéses avec Obeéses avec
une diversité une diversité
conservée réduite

Genes bactériens

Risques
cardiométaboliques

Diversité bactérienne

Insulinorésistance
Dyslipidémie
Inflammation bas grade
Prise de poids

Microbiote de diversité réduite: microbiote de type inflammatoire

R. inulinivorans {4

C. eutactus

M. smithii ;

HL-3o B LR |

o -0 =0 =0 -0 =0 =0 -0 —_0 =0 =0 =0 —0 =0 =0 =0 -

59,147

Le Chatelier, Nature 2013

Gene number

878,816



Microbiote et MICI

Wi
/
o=

PC1

P value: 0.031

Données métagénomiques de MetaHit

Figure 4 | Bacterial species abundance differentiates IBD patients and
healthy individuals. Principal component analysis with health status as
instrumental variables, based on the abundance of 155 species with =1%
genome coverage by the Illumina reads in at least 1 individual of the cohort,
was carried out with 14 healthy individuals and 25 IBD patients (21 ulcerative
colitis and 4 Crohn’s disease) from Spain (Supplementary Table 1). Two first

Qin et al, Nature 2011

 Maladie de Crohn: N groupe Cleptum (Firmicutes)
N Faecalibacterium praustnitzii Sokol, IBD 2009
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Microbiote et axe intestin-cerveau

* Animaux axéniques = comportement lié a I'anxiété modifié

= |Implication du microbiote dans I'anxiété, le comportement

e Rongeurs sans microbiote: réactivité accrue de |'axe P a3
hypothalamo-surrénalien du stress corrélé a un

Central nervous

system

comportement anxieux, corrigé si colonisation
microbienne a la naissance

Sudo 2004, Nishini 2013

* Perturbations du microbiote initial = troubles
nociceptifs, mais pas de comportement anxieux

O’Mahony 2014




Une étape clé: I’établissement du microbiote

Microbiotes Ari - ’3 :
TD « stérile » jusqu’a la Environnement

maternels rupture des membranes
Déterminants périnataux —p <—  Facteurs bactériens
Age gestationnel Caractéristiques
Mode d’accouchement des souches
Alimentation
Antibiotiques Colonisation
digestive

Réle des 1eres Conséquences santé
CL E— |—> d’une dysbiose?
colonisatrices? . .
a court et a long terme

Fonctions liées au microbiote ‘ @ gl[\\llli\I/SERSITE
DESCARTES




Etablissement du microbiote

Colonisation par les bactéries
. . d’origine maternelle /

Jours de vie

- @

)

/ 1ers jours de vie d’un enfant né a terme, par voie basse et allaité \
I UFC/ .
1;‘,’910 J Dominance du genre
: Enierocoscus Bifidobacterium
; — eeciroties Diversité du microbiote
4 Clostridium
3 - Bifidobacterium

ﬂ
o 4—4—Ft—tF—+4
N
w

— microbiote « adulte »
vers 3 ans

S we .-2 3

C —

Augmentation de la diversité et de la stabilité

UNIVERSITE
PARIS
DESCARTES




Etablissement du microbiote

=
p

=

B

Fraction of sequences
[=]
th

0z

0

Lachnospiraceas In. Sed.
Staphylococcus
Bacieroidetes

¥ Dialister

B Succinivibrionaceas
Cionynebact emem

B Ur=aplazma

¥ Ruminococcaceas

B | aciobacillaceas

B | achnospiraceas

¥ Mzgasphaera

B Chirysecbacienum

B Yaillonallac=as
Sneathia

B Laciobacillales

B Fysobacteraceas

B Abopobium

B Pravoiellaceas

H Prevoiella

WMomil 1 Mom2 Moma3 Momd 4 :

e Bakby Vagina Baby? Vagina Babyd Vagina Batyd | aoiobacillus
Mother's vagina or Vaginally-delivered baby

Dominguez-Bello, 2010

% sequences

100

% Meconium
N Day 6
¥MR Day 85
BN Day 92

| Day 98

m Day 100

| Day 118

S e &= @ Day 371
e e me = smm Day 413

s oa Day 441

T s Day 432
T S @ §) Day 454

« Firmicutes

« Proteobacteria

. Viruses

« Bacteroidetes ® Euryarchaeota m Fungi

« Actinobacteria m Verrucomicrobia

UNIVERSITE
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Déterminants périnataux = dysbioses

Age gestationnel

Mode d’accouchement Facteurs périnataux = influent sur le profil du microbiote
Alimentation Modifications peuvent étre prolongées dans le temps
Antibiotiques

Environnement e Ful tor neonates Ineidence of colonisation

¢— Preterm neonates Colonlsatlon levels
----&--- Full term neonates

o

mean level (log10 CFU/g)

e Césarienne

* Etude américaine sur des adultes d’age
moyen de 46 ans: altération du profil du
microbiote Goedert 2014

colonizedinfants (%)

O=NWANONDO©

* Prématureés

e Dysbiose +++ chez les grands et tres grands ) ) _ _
prématurés 79 prématurés 25-<32 SA, 1 mois de vie,

41 suivis 1 an

——

Conséquences santé a court et long terme de ces dysbioses ?

T —

SITE
RTES




Dysbiose précoce et allergie

Etudes microbiologiques = différences entre
les enfants allergiques et non allergiques

. . s 8 Treg
ﬁ/ersne Thi
Bifidobacterium

Th2

Clostridium cluster IV
Akkermansia mucinophila
Lachnospiraceae

Equilibre Thl /

Césarienne =% | Bacteroidetes f -> Th2 / Treg
:ntl.l:‘nothues ‘ Clostridium sensus stricto
ygiene Clostridium difficile
Clostridium cluster XlIVa ‘
Bacteroides ]
T k Enterobaceriaceae / A Th2, N Treg = allergie
A Thl = MICI, maladies

Etudes épidémiologiques = relation entre autoimmunes

déterminants périnataux et allergies UNIVERSITE
PARIS
@ DESCARTES




Dysbiose précoce et allergie

 Etude ancillaire de la cohorte canadienne CHILD

* 319 enfants, prélevements de selles a 3 mois et 1 an D 3 months i year
e 1an: Bfgroupes cliniques: atopie, respiration sifflante, atopie + _ _
resp. si flante om0 Veillonella spp. . Vef.-’for?eﬁa spp.
s . . . R T . X ] = 1.0x107 e
e 3 ans: détermination de I'index de prédiction d’asthme 10x10-02| T 10x10%2] _
P . , . 1.0x10°% —SES— 10x mﬁ- _ﬁ_l-___ —=—
* =\ de I'abondance relative de 4 genres bactériens 10x10 Sno 1ol F E
\ . . i . 1.0x 10710 -
* Modele de souris asthmatique Lachnospira spp. Lachnospira spp.
* Amélioration par la supplémentation avec ces 4 genres bactériens 10107, ——— 10x10%y =
e I
fowiods| T TREE 10xi0ef e =
c = |1.0x10-02] " qox10®] T
2 [1.0x10-1 1.0x10-10 .
m . .
Controls . g 0 1040 Rothia spp. I~ Rothia spp.
Family = |10x102 ol : T -
Bifidobacteriaceae % 1gx 11 34}4 =.'.:- s 1.0x107% __T:f_.E ——
Atopy + Clostridiaceae S | 1.0x10-s o —%‘F— =" it
wheeze Coriobacteriaceae O 1'0 10-08 = e 1.0x 107, n Tl
Enterobacteriaceae ) e 10 “ " -
At Lachnospiraceae = 1.0x10 1.0x107 =
opy . Micrococcaceae = Faecalibacterium spp. Faecalibacterium spp.
only Ruminococcaceae % 10x10%, ——== 1.0 x 1079,
Veillonell : ugat ©10-2 . .
Wheeze eillonellaceae oc 1.0 % 10°% év-:—:-:__ X LEX :Em_ —-—.-L.- #..._
only 10x10% W T 40x10%]  =ma
; o 5 s e 1.0x 107 it 10x10%f
- « {10-10 ==
Abundance (%) Arrieta MC 2015 10107 1010




Dysbiose précoce et allergies

e Association naissance par césarienne et risque d’allergies (asthme,
d I Ierg|e d I | menta | re) Tollanes 2008, McKeever 2002, Bager 2003, Koplin 2008

* Etude de Goebert: plus d’allergie chez les adultes nés par césarienne

* Risque d’allergie x 2 chez des enfants nés par césarienne sur une cohorte de 432 enfants avec
ATCD d’allergie pistiner 2008

§

* Antibiothérapie a I'age <1mois = diversité
+ faible a 1 mois (Bacteroidetes +++) =
r|Sque a”erg|que } é 2 dNS Aabrahamsson 2012

Phyla
¥ Verrucomicrobia
¥ Protecbacteria
® Firmicutes

" Bacteroidetes

¥ Actinobacteria
¥ No match

* Nnés prématurés
v’ 2 études: risque plus faible d’allergie chez les grands et
tres grands prématurés siitanen 2011, Barbarot 2013

v' Grands prématurés: risque 7 d’asthme et allergies
pendant la 1°™ année de vie perez-varza 2015

EEEEREERE

O IZINIGISIBITIS 1920 2 22 2V M2 20 272K 29 W M) THOS W37 a0
J

Healthy Alopnc eczema

&Y DESCARTES

D




Dysbiose précoce et maladies autoimmunes

OR. (95%CT)
 Méta-analyse 7 de 20% du risque de diabete m
de type 1 chez les enfants nés par césarienne —
Cardwell 2008 . '

* Association antibiotiques a large spectre g
pendant les 2 premieres années de vie et Il
naissance par césarienne : 2 du risque de
diabéte de type 1 (cohorte danoise) -
Clausen 2016 (Plos one, Epidemiology) _5_-_=

-

* Naissance prématurée 7 le risque de .
syndrome métabolique, et est associée avec g — 1 — _

. .66 . 2

une N de la sensibilité a l'insuline Tinnion 2014

UNIVERSITE
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Dysbiose précoce et obésité

* Méta-analyse relation césarienne — obésité

e Suivi d’une cohorte 24 études éligibles Kuhle 2015
e A3ans, 1255 enfants = IMC Study n AR (95% C)

. A ) - Reference: Normal weight :
¢ E> rlsque d etre Obese X2 pour Zhou 2011 ’ 162 : + 5.23 (1.24, 22.058)
7 7 . N

les enfants nés par césarienne Flemning 2012 20oe S 119 085, 167
Gopinath 2012 (12—year olds) 1746 —_— 1.11 (0,70, 1.77)
Gopinath 2012 (6-year olds) 1339 :—0— 2.32 (1.34, 4.01)
Huh 2012 1237 :—0— 2.10(1.36, 3.24)
Birbilis 2013 2294 —1—: 0.98 (0.76, 1.26)
5 - c3/284 Bammann 2014 1024 - 1.17 (0.87, 1.57)
Peiz014 1198 e 1.49 (0.55, 4.04)
18 1600971 O Vaginal 44/284 Subtotal <.‘,i> 1.40 (1.08, 1.80)

16 B Caesarean 1

14 1 — Reference: Normal weight/overweight :
212 Li 2008 6828 —— 1.47 (1.19, 1.82)
§ 10 Barras 2012 (1982 cohort) 4742 o 1.22 (0.97, 1.53)
a g 72/971 Barros 2012 (1993 cohorf) 1237 _—— 1.31 (0.90, 1.91)
6 Barros 2012 (2004 cohort) 3756 —0’.— 1.21 (D.99, 1.48)
4 7% Goldani 2013 (High SES cohort) 720 —:—-O-— 1.74 (1.04, 2.92)
" Goldani 2013 (Low SES cohort) 673 : -+ 1.66 (D.44, 6.30)
Rathnayake 2013 142 2 : 0.70 (0.25, 2.00)
0 Overweight (BMI 85th to ! Obese (BMI 285 percentile) ! Wang 2013 ;7 -:—0— 1.87 (1.19, 2.94)
<95th percentile) Costantine 2014 1843 —0——: 0.88 (0.61, 1.27)
Mueller 2014 436 —_— 1.46 (1.08, 1.98)
Salehi-Abargousi 2014 635 - = 2.45 (1.08, 5.83)
Huh 2012 Subtotal & 1.33 (1.17, 1.51)

"
Overall o 1.34 (1.18, 1.51)

]

:

[ [ I



Dysbiose précoce et obésité

* Relation antibiothérapie précoce — obésité coxLm 2015

60 - Mo Antibiotics
] in First Year
50 4
# Prescriptions in First Year:
1to?2

40 -
=3

30 1 I M to4
20 | -
Azad 2014 10 1
0 T T T
Overweight Owverweight High Central Adiposity
Age 9 Age 12 Age 12
N = 346 M =249 N =248

* Peu d’études incluent I’lanalyse du microbiote
» 25 enfants agés de 7 ans, en surpoids ou obéses vs 24 enfants agés de 7 ans de poids normal,
appariés sur # criteres

e = plus faibles niveaux de bifidobactéries a 6 mois et un an et plus hauts niveaux de S. aureus
Kalliomaki 2008

* Prématuré? @ UNIVERSITE
PARIS
DESCARTES




Microbiote et axe intestin-cerveau

= Implication du microbiote dans I'anxiété, le
comportement...

* Quelques d’études = différences dans le microbiote

de NN sains et souffrant d’autisme suic 2015
d Clostridium +4+4 Louis 2012
e Cause ou conséquence?

 ROle des métabolites de fermentation? wang, 2012

* Risque x 3 de développer un autisme chez
le prématuré L)
Risque 7 quand 'AG ~  kuziewicz 2014 é a

Bacernal
Species

Bad eroides
vihpantus
Eschenchia sp
(W PL TR el P

VIS
Neigera sp
Blawtia coaowdes
Enterobacter

harmmaedhe
Burkholdena

Epada

Pedobader sp

Child ren With
il Issues ana
AUTism Controls [

1 i 005
1 | .01
1 | 0,01
1 i 2
1 i .05
1 i < 0005
| 1 2
| 1 .0

‘o

rrrrrrrrrrrrrrrrrrr

Gestational Age (weeks)

Prevalence
Fithed Line

n—gsm‘




Un microbiote in utero? Quel role?

. ;. , ) i A) Concepts of in utero colonization
* Mise en évidence d’un microbiote dans

* |e placenta Aagaard 2014, Collado 2016 Placenta Umbilical cord
* lesa Ng de cordon simenez 2005 AT Hematogenous route
* le liquide amniotique bi Giulo 2012 "‘”‘*ﬁ(b' Ea\oral cavity)

* |le méconium Mmoles 2013, Collado 2016 y )

* Microbiote peu abondant, mais divers V. ) Maternal intestinal
* Bactéries vivantes, ADN? 3 - } S
y SOUFCE(S)? \ NS / Amnion (inner)
R B % -~ Chorion (outer)
. ROIE(S)? Amniotic fluid - Fetal membranes
« délétére? = profils reliés avec un accouchement prématuré ééﬁ;ﬁ:&t&?ﬁ; : cervix
Aagaard 2014, Mor 2015 l Vaginal origin

* bénéfique? = maturation immunitaire? wmor 2015 Meconium

* Influence du microbiote maternel?

UNIVERSITE
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Etablissement du microbiote et santé future

" Lien de plus en plus évident entre le microbiote précoce du nouveau-
né et le statut santé ultérieur

v Méme s’il existe des controverses

" |ntérét de la modulation précoce du microbiote?

Dyshiose précoce

prébiotiques, probiotiques

ingrédients micro-organismes Prévention de
indigestibles vivants pathologies
" Intervariabilité importante du microbiote Qq
= nécessité de travailler sur des cohortes = ELFE, Epipage 2 - elfe

E l a e 2 Etude Longitudinale
26 Francaise depuis
Etude épidémiolo les pefits Gges gestationnels I'Enfance




Etablissement du microbiote et santé future

Projet EPIFLORE
Suivi d’une cohorte de prématurés (Epipage 2) vs cohorte de nouveau-nés a
terme (Elfe)

v’ étude du microbiote par séquencage nouvelle génération
v’ lien avec le développement de pathologies? ECUN, pathologies tardives

Projet METAKID

Etude métagénomique du microbiote intestinal a 3,5 ans
v |le métagénome a 3,5 ans est-il le reflet de I'établissement précoce?
v’ |le profil métagénomique a 3,5 ans est-il prédictif de pathologies ultérieures?

UNIVERSITE
PARIS
DESCARTES
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On donne pour hater
I’'apparition d’une flore
empéchante, un a deux

TRAITEMENT
3 verres a bordeaux d’'une
: . . s culture pure de bac.
INFECTIONS INTESTINALES acidiparalactici ou mieux
PAR LA d’'une symbiose de cette
méthode de transformation de la flore bactérlenne espece avec le bac. bifidus
de I'intestin

par le D' Henry TISSIER
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