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Introduction

On entend souvent dire que I’intestin est notre deuxiéme cerveau, et la flore intestinale
participe fortement a cet effet. Cette flore est un environnement complexe qui joue un role clé
pour le bien-étre de notre organisme (Dolié, 2018). Il y a dix fois plus de micro-organismes dans
notre intestin, les bactéries, principalement, mais aussi des archées, champignon, protistes et
virus, que des cellules humaines dans notre organisme, les connaissances sur sa composition et
ses roles en physiologie et en pathologie digestives et extradigestives ont fortement augmenté
avec la progression de la biologie moléculaire permettant d’identifier des micro-organismes dans
le liquides intestinal ou dans des biopsies mugueuses sans avoir a les cultiver, il est désormais vu

comme un organe a part entiere (Marteau, 2013).

Le métagénome du corps humain est composé du génome humain codé par nos 46
chromosomes et également des génomes des bactéries qui le colonisent. Il est estimé qu’un étre
humain héberge 10 bactéries dans son tube digestif. Les génomes respectifs de ces familles
bactériennes déterminent de nombreuses fonctions dont des activités enzymatiques

complémentaires a celles déterminées par les génes humains (Marteau, 2013).

Si nous ne pouvons pas cultiver un grand nombre de microorganismes, nous pouvons
tout de méme les étudier, directement dans leur milieu. Cela rend impossible 1’isolement d’une
seule espéce des autres. Comme le passage de la génétique a la génomique, 1’échelle ici est
différente. La génétique étudie les génes d’un organisme, la génomique, le génome d’un
organisme, ici on travaille sur un ensemble de génomes inconnus, on parle alors de
métagénomique. Historiqguement, les premiéres études metagénomiques remontent a 1985 et
1986 (Pace et al., 1985 ; Olsen et al., 1986), mais le terme “métagénomique” fut utilisé pour la

premiére fois en 1998 par Handelsman et al. (1998).

La métagénomique vise a étudier le contenu génétique d’échantillon du milieu naturel. Il
n’est donc pas nécessaire de pouvoir cultiver les espéces. En revanche, il est impossible de
savoir directement quelles especes ont été ainsi séquencées. Par conséquent, la métagénomique
pose ainsi de nouvelles problématiques : en terme biologique tout d’abord : combien d’espéces
y-a-t’il dans cet échantillon ? Quelles sont les relations entre ces especes ? Quelles protéines sont
sécrétées dans le milieu ? Qui sécréte quoi ? Toutes ces questions trouvent, a différents degrés,
leurs réponses, par différentes approches. En terme informatique : comment traiter ces données ?
La masse de données peut étre de I’ordre de plusieurs dizaines a des centaines de gigaoctet pour
un seul échantillon (Fitzroy et al., 1836 ; Karsenti et al., 2012). La métagenomique peut utiliser

certains outils de génomiques, mais la plupart des questions soulevees par cette discipline



récente nécessitent de réinventer les outils de génomiques, adaptés, a ces nouvelles

problématiques (Maillet, 2013).

Ce travail a pour optique d'apporter une vue globale sur nos connaissances actuelles de la
flore intestinale et son impact sur la santé humaine, ainsi que les récentes études du métagénome

intestinal. A cet effet, une veille bibliographique est synthétisée et organisée comme suite :

e Le premier chapitre est centré sur la présentation générale du microbiote intestinal :
Qu’est-ce que le microbiote intestinal ? De quoi est-il constitué ? Quel est sa fonction et
quels sont les facteurs le déterminant ?

e Le second chapitre se divise en deux parties :

v La premiére partie est une mise au point sur les récentes découvertes ou la
dysbiose est mise en cause dans la survenue de certaines pathologies
métaboliques, auto-immunes, inflammatoires et cancéreuses;

v La deuxiéme partie est consacrée a I’efficacité des moyens thérapeutiques
(les probiotiques, prébiotiques et la transplantation fécale) dans la
modulation du microbiote intestinal.

e Le troisieme chapitre comprend la métagéenomique qui s’impose sur ses différentes

méthodes qui s’intéresse a 1’étude de la flore intestinal.

e Enfin, une conclusion génerale, récapitulera les principaux axes de cette étude.
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Chapitre | Flore intestinale

Chapitre | : Flore intestinale

1.1. Définition

La flore, ou microbiote, est I’ensemble des micro-organismes commensaux dits non
pathogenes, vivant dans un environnement dominant nommé microbiome, chez un héte qui peut
étre animal ou végétal ou une matiere pouvant étre elle-méme d’origine animale ou végétale
(Burcelin et al., 2016).

Le microbiote intestinal est un ensemble de micro-organismes qui se trouvent tous le long
du tube digestif (Charlotte, 2013). C’est un milieu complexe constitué essentiellement des
bactéries, dans une moindre mesure, d’eucaryotes, de virus et d’archées. Le nombre des geénes
microbiens dans cet écosystéme non redondants est estimé & 3.3 millions et le nombre de cellules
bactériennes est estimé a 10'* bactéries/g (Qin et al., 2010).

I.2. Représentation du tube digestif

Le systéeme digestif est constitué successivement de la cavité buccale, I’estomac, I’intestin
gréle (duodénum, jejunum et iléon), le caecum, le colon ou gros intestin (colon ascendant, colon
transversal et colon descendant) puis se termine par le rectum et 1’anus (figure 1) (Watterlot,

2010).
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Langue Glandes salivaires

Glandes salivaires — g

Y Bouche
et oesophage

Foie Estomac

Vésicule biliaire Pancreas
Colon transverse
Colon descendant

Colon ascendant Intestin gréle

Colon sigmoide

Caecum
Appendice Rectum
Canal anal
Anus

Appareil digestif
Figure 1. Schéma anatomique de 1’appareil digestif (Keita, 2017).

1.2.1. Physiologie du tube digestif

La physiologie du tube digestif est constituée de 5 tuniques concentriques situées

respectivement de la lumiere vers I’intérieur de 1’organisme (Watterlot, 2010).

. Lamuqueuse = Epithélium + chorion + muqueuse musculaire

La muqueuse est en contact avec la lumiere du tube digestif ; elle comprend un revétement
épithélial, soutenu par un tissu conjonctif nommé chorion, et ce dernier se termine avec une
mince couche de tissu musculaire lisse dénommée muscularis-mucosae ou musculaire-muqueuse
(Keita, 2017).

. Lamusculaire-muqueuse
La musculaire-muqueuse est composée d’une mince couche de tissu musculaire lisse ; elle

est absente aux extrémités du tube (1/3 supérieur de 1’oesophage et du canal anal) (Poirier et al.,

2008).
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e |asous-muqueuse
La sous-muqueuse est constituee de tissu conjonctif composée des vaisseaux sanguins et
un réseau de nerfs sympathiques, le plexus de Meissner qui commande la mobilité du tube
digestif (Keita, 2017).

e Lamusculeuse
La musculeuse a une disposition générale en 2 couches de tissus musculaires lisses :
circulaire interne et longitudinale externe. Entre ces deux couches se situe le plexus nerveux

d’Auerbach ou « plexus myentérique d’Auerbach » (Poirier et al., 2008).

e Latunique externe

Aux extrémités du tube digestif, la tunique externe est constituée par le tissu conjonctif
lache qui la lie aux organes voisins ; Entre ces deux extrémités, la tunique externe comporte un
tissu conjonctif tapissé sur son versant externe par un épithélium simple (mésothélium),

constituant ainsi le feuillet viscéral de la séreuse peritonéale (Poirier, 2008).

1.2.2. Epithélium intestinal

L’épithélium retrouvé le long de I’intestin gréle et du colon est un épithélium prismatique

simple constitué de plusieurs types cellulaires (Muniz et al., 2012).

L’ensemble de 1’épithélium gastro-intestinale est organisé en invagination appelée
cryptes (figure 2), avec des protubérances appelées villosités présents uniquement dans le petit
intestin, cette architecture sert a augmenter la surface, permettant une absorption nutritionnelle
maximale par les entérocytes situés a la surface, tout en minimisant 1’exposition de la base de la

cryptes au contenu luminal (Iftekhara et al., 2021).

La majorité des cellules qu’on retrouve sont les entérocytes (ou cblonocytes au niveau du
colon). Ces cellules sont indiquees par différentes fonctions, et sont pourvues de microvillosités.
Elles jouent également un réle de protection par un effet de barriere, aussi elles permettent
I’absorption des nutriments grdce notamment a la production d’enzymes spécifiques (Dolié,
2018).
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Nature Reviews | Immunology

Figure 2 : Epithelium intestinal (Abreu, 2010).

1.3. Composition de la flore intestinale

La composition de la flore intestinale est conditionnée par plusieurs facteurs tels que
I’alimentation, 1’age gestationnel, mode d’accouchement, par voie vaginale ou par césarienne,
I’hygieéne est un facteur trés important entourant les accouchements dans les pays a haut niveau
de vie est, sans doute, la colonisation par des bactéries de 1’environnement est plus importante

que celle des bactéries de la flore maternelle (Gronlund et al., 1999).

Les bactéries dominantes du microbiote peuvent étre réparties en 3 phyla bactériens
majeurs : phylum des Firmicutes, phylum des Bacteroidetes et phylum d’Actinobacteria
(Barbut et al., 2010).

1.3.1. Phylum des Firmicutes

Les firmicutes sont des bactéries a Gram positif. Elles représentent habituellement plus de

la moitié des micro-organismes de la flore. Ce phylum comporte 3 classes de bactéries :

- la classe | des Clostridia qui contient les genres Clostridium, Ruminococcus et
Faecalibacterium;
- la classe 11 des Mollicutes contenant les bactéries du genre Mycoplasma ;

- la classe 111 des Bacilli contenant les genres Listeria et Lactobacillus (Dolié, 2018).
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1.3.2. Phylum des Bacteroidetes

Bacteroidetes Ce sont des bacilles Gram négatifs, anaérobies stricts, non sporulant,
associés parfois a des infections humaines. Parmi les especes pathogénes opportunistes, le plus
fréquent Bacteroides fragilis, dans le colon, ils sont toujours présents et partagent la dominance

avec le groupe précédent (Barbut et al., 2010).

1.3.3. Phylum d’Actinobacteria

Les Actinobacteria représentent en général moins de 10% de la population du
microbiote, On y trouve les Bifidobacterium (0,7 a 10 %), qui sont des bacilles Gram positifs et
anaérobies stricts. Dans le tractus digestif, 1’espéce Bifidobacterium bifidum est considérée
comme un probiotique pour son maintien de I’équilibre microbien en évitant la prolifération de

bactéries pathogenes (Germond et al., 2002).

1.4. Installation du microbiote

La primocolonisation bactérienne du tractus gastro-intestinal du nouveau-né est
déterminé par le mode d’accouchement lors de la naissance. Ainsi, I’enfant né par voie basse est
d’abord colonisé par des bactéries d’origine maternelle, en particulier des bactéries vaginales,

fécales ou cutanées (figure 3) (Favier et al., 2003).

Individus d!\g;g:s nonE iiiicvisbles
Prématurés 21
Enfants 15
Adultes 134
Seniors 342

Figure 3 : Evolution de la flore fécale au cours de la vie (Suau et al., 1999 ; Bashir et al.,
2004).
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La colonisation bactérienne débute deés I’accouchement avec une flore simple a partir des
flores de la mere et de I'environnement proche. Le nouveau-né est stérile in utero (Campeotto et
al., 2007).

1.1.4. Chez I'enfant

Les premieres bactéries implantées sont des organismes aérobies-anaérobies facultatifs
les entérocoques et les staphylocoques (figure 4). Les entérobactéries (principalement I'espéce E.
coli). Ces premiéres bactéries vont rapidement consommer lI'oxygene contenu dans la lumiére
intestinale, permettant I'implantation des genres anaérobies stricts (Barbut et al., 2010).

’ Bacteroidaceae

@ Lachnospiraceae

@ Ruminococcaceae
Prevotellaceae

. Enterobacteriaceae

. Veillonellaceae

. Bifidobacteriaceae

Clostridiaceae
Lactobacilleaceae

’. p—

V=
S we 3
0 1 Mois 6 Mois 12 2-3 Ans
divercité bacterienne
e

variabilité individuelle
Figure 4: Différentes étapes de la colonisation microbienne intestinale du nourrisson et de
I’enfant (Albenberg et al., 2014).

1.2.4. Chez les personnes agées

Peu d’études ont été menées en ce qui concerne les personnes agees (& partir de 65 ans).
Une diminution des Bifidobacterium est observée alors qu’une augmentation des Clostridium,
des enterobacteriaceae et des Enterococcus a été remarquée. De plus, il existe une modification
de la balance Firmicutes/Bacteroidetes avec une nette augmentation des Bacteroides et une perte
des Firmicutes, donc la diversité et la fraction non cultivable du microbiote augmentent avec
I’age (Goulet, 2009).
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I.5. Facteurs influencant la cinétique d’implantation de la flore digestive

Il existe plusieurs facteurs qui exercent une influence sur la composition de la flore
intestinale tel que, 1’age gestationnel, le mode d’accouchement, par voie vaginale ou par
césarienne ainsi que 1’environnement du lieu de naissance. L’hygi¢éne de plus en plus stricte
entourant les accouchements dans les pays a haut niveau de vie est, sans doute, responsable
d’une moindre colonisation par les bactéries de la flore maternelle par rapport a la colonisation

par des bactéries de I’environnement (Gronlund et al., 1999).

1.1.5. Influence du mode d’accouchement

Les enfants nés par césarienne rencontrent majoritairement en premier lieu les bactéries
de leur environnement : air et personnel soignants. L’implantation de leur flore est donc
différente de celle des nouveau-nés par voie basse. Les premieres bactéries implantées sont
toujours les anaérobies facultatifs (entérobactéries et staphylocogues), mais la flore anaérobie
stricte s’implante beaucoup plus tardivement ; ce retard portant principalement sur les genres

Bifidobacterium et Bactéroides ; bactéries d’origine entérique (Gronlund et al., 1995).

1.2.5. Influence de ’environnement

L’environnement joue un r6le important dans la colonisation de I’intestin. Certaines
études ont montré que le niveau et la fréquence de la colonisation par bifidobacterium sont plus
élevés chez les enfants nés dans les pays en voie développement (Simhon et al., 2000 ; Seep et
al., 2000), ces différences de flore peuvent étre liées a des conditions d’hygié¢ne plus strictes a
I’accouchements dans les pays industrialisés ce qui réduit la possibilité de contact du nourrisson

avec les selles et la flore vaginale de la mere (Campeotto et al., 2007).

1.3.5. Influence du mode d’alimentation

Le mode d’alimentation des nouveau-nés parmi les facteurs les plus étudiés, Un nouveau-
né allaitée par sa mére développe une flore riche en bactéries de type Bifidobacterium. Dés que
I’alimentation mixte est commencée, la flore semble reprendre un profil de flore de nouveau- né
nourri au lait artificiel (Duseluzen, 1993 ; Orrohage et al., 1995). Cependant, certaines études
ont montré que les nouveau-nés nourris au lait artificiel peuvent étre colonisé par le genre
Bifidobacterium plus rapide que les nouveau nés allaités mais les espéces dominantes semble
étre différentes (Campeotto et al., 2007).
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Les nouveau-nés nourris au lait de vache adapté ont moins de Bifidobacterium, étant plutot
caractérisee par une richesse en bactéries de type Clostridium (Harmsen et al., 2000 ; Favier et
al., 2003).

1.3.5. Antibiothérapie

L’administration orale ou intraveineuse d’antibiotiques, en particulier aux phases
cruciales d’implantation et de développement d’une flore bifide dominante, toute antibiothérapie
doit étre parfaitement adaptée a la situation, tout particulierement chez le nourrisson et le
nouveau-né. Des travaux réalisés suggerent un lien entre antibiothérapie en période néonatale et

asthme (Ducluzeau et al., 1993).

1.6. ROle de la flore intestinale

La flore intestinale joue un réle important sur la santé humaine (Hooper et al., 2001), Les
Fonctions critiques de la flore commensale comprennent une protection contre les lésions des
cellules épithéliales (Rakoff-Nahoum et al., 2004), la régulation du stockage de la graisse de
I’hote (Backhed et al., 2004), et la stimulation de I’angiogenése intestinale (Stappenbeck et al.,
2002).

Les populations microbiennes adhérentes a la surface peuvent remplir des roles différents
au sein de 1’écosystéme. Par exemple I’architecture d’un biofilm de microbiote muqueux, en
contact étroit avec 1’épithélium intestinal sous-jacent, facilite notamment 1’échange de

nutriments et ’induction de I’immunité innée de 1’héte (Paul et al., 2018).

La grande majorité de la flore intestinale (10 a 100 trillion) qui se trouve dans notre
tractus gastro-intestinal, sert a la synthése des acides aminés et traites les composants des
contributions autrement indigestibles a notre alimentation, tels que les polysaccharides végétaux
(Backhed et al., 2004).

Le microbiote participe a la synthése vitaminique, les bactéries de la flore peuvent
notamment produire de la biotine (vit B8), des folates (vit B9) et de la vitamine B12. Elles
participent également a la production de la vitamine K, une vitamine essentielle de la coagulation
(Dolié, 2018).
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1.1.6. Grandes fonctions du microbiote intestinal

Les études montrent de plus en plus de fonctions importantes remplies par la flore
intestinale. En effet, les micro-organismes du tractus digestif assurent des fonctions

indispensables pour le maintien de la santé de 1’hote (Charlotte, 2013).

| .1.1.6. Fonction de protection

La microflore forme une barricre a la colonisation de bactéries pathogeénes. L’équilibre de
la flore résulte d’un systéme de compétition pour les substrats, de la capacité d’adhésion mais
aussi de I’aptitude a la synthese de molécules a effet bactéricide inhibant ainsi les micro-

organismes pathogénes (Goulet, 2009).

1.2.1.6. Fonction de structuration et de développement immunitaire

Il existe un lien entre flore bactérienne, muqueuse intestinale et systeme immunitaire. Ce
dernier va permettre le développement des défenses immunitaires préservant par la suite
I’homéostasie et I’intégrité de 1’hote (Stappenbeck et al., 2002). Elle va également indiquée son
implication dans la physiologie intestinale notamment dans la fonction et la structure de
I’épithélium car les bactéries sont responsables d’angiogenése qui est due a 1’élaboration de
microvascularisation de I’épithélium intestinal et de la mobilité intestinale (Stappenbeck et al.,

2002).

1.3.1.6. Fonction métabolique

Un autre role essentiel de la communauté bactérienne est la dégradation via le processus
de fermentation des composés d’origine alimentaire non digestibles. Ensuite ces processus
fermentaires sont reliés aux substrats disponibles, la majorité des métabolites fermentaires
synthétisés par le microbiote seront absorbés et utilisés par I’hdte. La plupart de ces métabolites
sont probablement bénéfiques (acide gras a courte chaine), certains peuvent avoir des effets

nocifs sur la santé (production de nitrosamines cancérigéne) (Bernalier, 2010).

1.4.1.6. Microbiote intestinal et digestion

La dégradation des sucres complexes présents dans nos aliments s’effectue au niveau du
colon par I’intermédiaire d’un grand type d’enzymes appelées carbohydrate-active enzymes ou
CAZymes (Cantarel et al., 2012). Cette classification couvre genéralement les glycosides

hydrolases (GH) et les polysaccharide-lyases (PL), deux classes de CAZymes qui catalysent la
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coupure des polysaccharides. La méme famille des CAZymes sont en général caractérisées par
une machinerie catalytique identique, un mécanisme moléculaire similaire, mais des spécificités
de substrats pouvant étre différentes. Ces derniers sont synthétisés presque exclusivement par les
bactéries intestinales. D’autres part, 1’exploration de seulement 17 génomes bactériens de
référence a permis d’identifier environ 10 000 enzymes impliquées dans la digestion des sucres

(El Kaoutari et al., 2013).

Cet accumulation enzymatique sert aux bactéries a assurer leur source de carbone en

dégradant les substrats alimentaires non digérés (El Kaoutari et al., 2014).

1.5.1.6. Principaux substrats indigestibles par I’homme et digérés par le microbiote

Les fibres alimentaires sont des polysaccharides de plantes qui résistent a 1’absorption et
a la digestion au niveau de D’intestin gréle, et qui subissent une fermentation compléte ou

partielle par le microbiote du célon (Devries, 2003).

Les principales fibres alimentaires ciblées par les bactéries au niveau du célon sont ceux
composants la paroi de la cellule végétale et ’amidon non digéré par ’Homme (amidon résiduel

ou résistant) (EI Kaoutari et al., 2013).

e Amidon

Parmi le polysaccharide complexe, ’amidon qui est composé de chaines linéaires de
molécules de glucose liées par des liaisons a-1,4, et comprenant des branchements a-1-6
distribués de facon non aléaratoire, la construction granulaire et insoluble de 1’amidon cru limite
cependant I’accés aux enzymes humaines, et sa dégradation est incomplete lorsque le bol
alimentaire atteint le cblon cette partie restante est ciblée par le microbiote intestinal (Gallant et
al., 1992).

e Lesglycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes sont classés parmi les polysaccharides complexes d’origine
fongique et animale, composés de longues chaines linéaires constituées de répétitions de
disaccharides contenant un sucre aminé et un acide uronique, comme 1’acide glucuronique, ou un

sucre neutre (tel que le galactose) (Esko et al., 2009).

La flore intestinale est composée de certaines bactéries qui peuvent digérer des glycanes

endogenes de I’héte, tels que les mucines, ces derniéres sont indiquées comme des protéines
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hautement glycosylées recouvrant les surfaces muqueuses, dont les intestins, ces glycoprotéines
forment une barriére physicochimique au niveau du colon en séparant 1’épithélium intestinal de

la lumiere colique (El Kaoutari et al., 2014).

1.6.1.6. Fermentation

La fermentation microbienne est réalisée au niveau du colon, les bactéries
saccharolytiques transforment les fibres et substrats glucidiques complexes en oses (sucres
simples) puis les oses sont fermentés en acides gras a courte chaine et en gaz (hydrogéne et gaz
carbonique) eux-mémes soient transformés (par example méthane),soit absorbés par la lumiére
colique (Doré, 2010 ; Yatsunenko et al., 2012).

1.1.6.1.6. Fermentation des produits d’hydrolyse des polysaccharides

Les GH et les PL sont des éléments qui font partie de la diversité des substrats végétaux
contenus dans les aliments, une seule bactérie ne suffis pas pour dégrader tous les types de
substrats, bien que le génome de quelque bactéries puisse coder pour des centaines de GH et PL
différentes. La participation de plusieurs especes bactériennes est nécessaire pour la dégradation
de la totalité des composants de la paroi de la cellule végétale, possédant un nombre d’activités
enzymatiques important, différentes et complémentaires (Martens et al., 2011). Par exemple, les
composants de la paroi de la cellule végétale complexe tel que le rhamnogalacturonane de type
II, nécessite I’intervention au moins de 30 enzymes différentes pour son hydrolyse compléte

(Martens et al., 2011).

1.7.1.6. Acides gras a chaine courte

Parmi les produits issus de la fermentation des polysacharides par le microbiote intestinal,
on trouve le butyrate qui est un acide gras a chaine courte (AGCC). Ce dernier constitue la
premicre source d’énergie pour les cellules du colon (colonocytes), et 1’absence de ce produit
provoque I’autophagie ou I’autolyse de ces cellules qui finissent par se dégrader (Donohoe et al.,
2011). Les fonctions bénéfiques de AGCC sont multiples, telles que la stimulation de la
croissance de colonocytes sains et 1’inhibition de la prolifération des cellules tumorales du c6lon
(Vanhoutvin et al., 2009).

Parmi les propriétés anti-inflammatoires des AGCC, I’inhibition de I’activation du facteur

nucléaire kappaB inclus dans la réponse immunitaire (Inan et al., 2000), qui est capable de
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jouer un role contre la résistance a I’insuline et contre 1’obésité chez les souris, en augmentant les

dépenses énergétiques (Gao et al., 2009).
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Chapitre 11 : Dysbiose

11.1. Définition

Dysbiose est une perturbation du microbiote intestinal qui concerne sa composition ou
ses fonctions, avec des conséquences pour 1’hote, ¢’est-a-dire pour I’Homme (figure 5), car elle

peut conduire au développement de différentes maladies (Tournadre et al., 2018).

A titre d’exemple, apres la prise d’un antibiotique, certains microbes sont ¢liminées, les
équilibres sont changés et c’est la que surviennent: une diarrhée, des ballonnements et un
inconfort (Sanz, 2010).

Expositions précoces de la vie — Symbiose —> *Tolérance immunitaire

*Mode d'accouchement

*Homeéostasie intestinale

*Métabolisme sain

(microbes maternels)

sAlimentation infantile Microbiote

er 4 *Maladie im itai ie,
(substrats sélectifs) it aladie immunitaire (atopie

*Antibiotiques (destruction sélective)

asthme, sclérose en plagues)

*Probiotiques (enrichissement sélectif) *Maladie intestinale (maladie

eEnvironnement physiaue __| Dysbiose > inflammatoire de l'intestin,

entérocolite nécrosante, cancer
du célon)
*Maladie métabolique (diabéte,

(microbes de I'environnement)

obesite)

Figure 5: Influence exercée sur le microbiote intestinal et état de symbiose et de dysbhiose
(Bonder et al., 2016).

11.2. Principales causes de dysbiose intestinale
11.2.1. Alimentation

Les relations qui unissent le régime alimentaire et le microbiote intestinal font encore
I’objet de multiples controverses. Alors que les variations d’un jour a 1’autre d’une alimentation
normale de type occidental ne s’accompagnent que de modifications modestes du microbiote
intestinal, celles-ci peuvent étre bien plus substantielles en cas de changement extréme du
régime, comme le jeine ou 1’adoption d’un régime alimentaire dépourvu de fibres (Fabbiano et

al., 2018).
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11.2.1.1. Malnutrition infantile et diversité microbienne

L’alimentation est un facteur majeur qui participe a la composition et a 1’établissement de
la diversité microbienne du microbiote digestif humain. La flore intestinale a son tour joue un
role important dans la récolte, le stockage et la dépense de I’énergie extraite des aliments
(Subramanian et al., 2014 ; Tidjani et al., 2017).

Le type et 'importance de macronutriments (carbohydrates, protéines et matieres grasses)
contenus dans les aliments ingérés influencent I’abondance et la diversité des bactéries de la
flore intestinale. Un régime alimentaire riche en polysaccharides dérivés de plantes et de fibres,
aussi bien chez I’enfant comme chez 1’adulte est associ¢é a un microbiote digestif enrichi en

Bacteroidetes par rapport aux Firmicutes (Wagner et al., 2016).

11.2.2. Vieillissement

La dysbiose liée a I'age est la conséquence de I'immunosénescence et de I'inflammation.
Le remodelage du systtme immunitaire modifie le contexte cytokinique au profil de cytokines
pro-inflammatoires conduisant a un état inflammatoire de bas grade. Cet état inflammatoire est
observé dans les maladies chroniques liées au vieillissement telles que Alzheimer, le diabéte de

type 2 et lI'ostéoporose (Ait-belgnaoui et al., 2012).

11.2.3. Antibiotique

Lors de la prise d’antibiotique on observe des perturbations cliniques, et notamment une
diarrhée. Deux mécanismes différents sont impliqués. Le premier est que les antibiotiques
diminuent la capacité fermentaire du microbiote et que les résidus non fermentés dans le colon
exercent un effet osmotique conduisant a une diarrhée (Marteau, 2012). Le suivant implique la
perturbation de 1’activité de barriére, ce dernier favorise la multiplication de micro-organisme

agressif pour le colon comme C. difficile (Marteau, 2012).

Lorsque la maladie est sévere la diarrhée peut atteindre plusieurs litres par jour, et il y a
des douleurs sanguines et abdominales, posant un risque grave pour la santé. Le diagnostique est
assez simple en termes de genre (mise en évidence dans les selles de (C.difficile) et/ou de
toxines. Le traitement se compose d’administrer un antibiotique qui cible le Clostridium, qui
est trés efficace ; cependant, vers la fin de la traitement une rechute est plutdt commune (Eckert

et al., 2010). Il est alors nécessaire d’essayer d’influer sur I’écosystéme dans le bute d’éliminer
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le Clostridium tout en préservant les bonnes bactéries (la fidaxomicine est une importante

thérapeutique avance dans ce domaine) (Louie et al., 2011).

Il 2.4, Stress

Des études precliniques comparant les rongeurs axéniques et conventionnels ont montré
que 1’absence de microbiote intestinal augmente la réactivité du corticotrope HHS a une situation
stressante en perturbant de nombreux niveaux de contréle (Heijtz et al., 2011 ; Nishino et al.,
2013), cela indique que le microbiote intestinal peut avoir un effet régulateure sur la réponse au
stress de 1’axe HHS. De plus, le microbiote intestinal semble jouer un réle dans la
programmation de 1’axe corticotrope tot dans la vie et la réponse au stress tout au long de la vie.
De plus le probiotique Lactobacillus rhamnosus JB-1 (Bercik et al., 2011), ou Lactobacillus
farciminus (Lyte et al., 2006), est administré a 1’age adulte. Il peut atténuer la réponse de 1’axe
HHS au stress aigu chez les rongeurs SPF indiquant que ces probiotiques ont un effet

bénéfique sur la réponse au stress méme a 1’age adulte (Lyte et al., 2006).

11.3. Maladies liées au microbiote intestinal

Ces derniéres années, de nombreuses études ont montré que le tractus intestinal joue un
réle de plus en plus important dans la physiologie des maladies chroniques, des changements
significatifs dans la composition du microbiote intestinal et de ces fonctions provoquent de
nombreuses maladies (le roy et al., 2020), telles que 1’obésité (Le Chatelier et al., 2013), le
diabete de type 2 (Cotillard et al., 2013), les maladies du systeme digestif (Jie et al., 2017) et

les cancers (Kim et al., 2013).
11.3.1. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

11.3.1.1. Maladie de Crohn

La maladie de Crohn est une maladie intestinale inflammatoire qui a récemment été
attribuée a des changements dans le microbiote intestinal. Le microbiote du patient est
caractérisé par une réduction substantielle des membres du phylum Firmicutes, notamment
Clostridium leptum (Manichanh et al., 2006), et Faecalibacterium prausnitzii, tant en termes
de biodiversité que d’abondance (Sokol et al., 2008). Cependant, d’autres études de cohortes de
patients atteints de la maladie de Crohn ont montré que I’abondance de F. prausnitzii est

sinificativement augmentée par rapport aux sujets sains (Hansen et al., 2012). De plus,
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I’amélioration clinique de ces patients s’accompagnera d’une diminution de 1’abondance de F.

prausnitzii (Jia et al., 2010).

11.4. Microbiote et maladies extradigestives
11.4.1. Obésité

La plupart des études métagénomiques du microbiote intestinal distal humain incluent le

séquencage de fragment d’ADN bactérien extraits de matiére fécale (El Kaoutari et al., 2014).

Il existe deux types d’études métagénomiques : ceux qui se concentrent spécifiquement
sur I’ADN codant pour I’ARN16S des ribosomes et donnent la répartition taxonomique de la
population bactérienne ; et ceux obtenus par séquencage d’un grand nombre de fragments
d’ADN bactérien afin d’obtenir un échantillonnage aléatoire de fonctions codées par la flore
microbienne. Les premieres analyses métagénomique du microbiote intestinal distance ont
montré que I’obésité, chez les humains et les modéles, souris et humain, sera liée a la réduction
des Bacteroidetes entrainant un ratio élevé de Firmicutes/Bacteroidete (Ley et al., 2006 ;
Burcelin et al., 2013), Cependant, cette corrélation n’a pas été prouvée par la suite comme
¢tant bonne ou non, d’autre part, le rapport ne change pas significativement avec la prise de
poids (Zupancic et al., 2012). D’autre part, le changement de ratio favorise les Bacteroidetes
plutdt que les Firmicutes (Zupancic et al., 2012).

L’analyse du microbiote fécal de souris obéses a travers des mutations du géne codant
pour la leptine (I’hormone qui contrdle la sensation de faim) a montré que le nombre bactéries
Akkermania muciniphila (appartenant au phylum Verrucomicrobia), était réduite par rapport aux
souris témoin non mutant c’est 3 300 fois. De plus, ces souris obeses ont été gaveées, les
probiotiques contenant A. muciniphila peuvent entrainer une réduction significative de poids

corporel et de la graisse corporelle recommandée (Everard et al., 2013).

Le mécanisme d’action d’A. muciniphila n’a pas encore été élucidé, mais il semble que
cette bactérie, qui peut se nourrir de mucine de 1’héte, joue un role dans le maintien de la
fonction de la barriére intestinale et dans la régulation du taux d’absorption des nutriments
(I’épaisseur de la couche de mucus intestinal est plus réduite chez, les souris obeses) (Everard et
al., 2013). Egalement, le microbiote extrait de souris obeses et introduit dans des souris sans
flore intestinale a entrainé une augmentation significative du poids corporel, par rapport aux

souris témoin (des souris sans bactéroidetes ont été transplantées avec la flore extraite de souris
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normales), leur capacité de récupération thermique est significativement augmentée (Turnbaugh
et al., 2006).

Pour étudier comment la flore intestinale répond dynamiquement a divers facteurs, nous
utilisons un modéle animal faisant appel a des souris « humanisées », c’est a-dire nées sans
germes, 1’inoculation est ensuite réalisée avec le microbiote extrait du sujet humain a travers la
sonde. Par conséquent, il a été récemment montré que des souris humanisées avec une flore
provenant de sujets obéses prenaient davantage de poids que celles ayant été ensemencées avec
la flore d’individus maigres (Ridaura et al., 2013). Les souris étant coprophages, on a placé
dans la méme cage les deux types de souris humanisées et découvert aprés quelques jours, que la
flore des souris maigres a progressivement remplacé la flore des souris obeses. Cette meilleure
performance de la flore des souris maigres est attribuée a une plus grande biodiversité de la flore
« maigre » et mieux s’adapter a certains régimes alimentaires (Ridaura et al., 2013). Par
conséquant, le principale effet anti-obésité dominant de la flore « maigre » a été observé dans
une alimentation riche en polysaccharides végétaux, mais pas en cas de régime riche en graisses
(Ridaura et al., 2013).

11.4.2. Diabete de type 2

Le diabéte de type 2 est caractérise par une augmentation de la production hépatique de
glucose, une insensibilité a I’insuline. La pathogenése de la maladie est hétérogéne, impliquant

un déréglement du métabolisme du glucose et une inflammation (Caesar, 2019).

L’insulino-résistance et le diabéte de type 2 (DT2) sont quant a eux associés a une
diminution des bactéries productrices de butyrate et d’Akkermansia muciniphila, en paralléle
d’une augmentation des genres Streptococcus, Dorea et Sutterella (Qin et al., 2012 ; Karlsson
et al., 2013). La dysbiose est recemment apparue comme un facteur potentiellement impliqué

dans le développement de diabéte de type 2 (Caesar, 2019).

Un certain nombre d’étude ont analysé la composition du microbiote intestinal chez les
patients atteints de diabéte de type 2, dans une petite étude en 2010 des différences significatives
au niveau des phylum ont été observées entre les patients et les sujets témoins indiquant une

association entre diabéte et les changements de composition intestinal (Larsen, 2010).

Par la suite, deux études de métagénome comprenant des cohortes de patients plus

importantes ont été réalisées en Chine et en Suéde la composition du microbiote intestinal
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différait entre les patients atteints de diabete de type 2 et les sujets témoins (Qin et al., 2012 ;
Karlsson et al., 2013), en comparent les métagénome des populations chinoise et suédoise, il a
été montré que les cohortes se regroupaient séparément, reflétant probablement les habitudes
génétiques et alimentaires, Néanmoins, les deux études ont signalé une diminution des niveaux
de bactéries productrices de butyrates chez les patients diabétiques les données de ces deux
études ont ensuite été réanalysées dans une méta-analyses centrée sur les médicaments courants

contre le diabéte comme facteurs de confusion (Forslund et al., 2015).

Il a été constaté que nombreuses différences observées pouvaient étre attribuées au
traitement par la métaformine, cependant la réduction de 1’abondance des producteurs de
butyrate était indépendante de I’utilisation de la métaformine et les especes appartenant a
Roseburia, Subdoligranulum et un groupe de Clostridium étaient également présentes, ces
derniers ont également diminué dans un sous-groupe de patients naifs de tout le traitement et
atteints de diabéte de type 2, il a été suggéré que certains effets antidiabétique de la métaformine
pourrait étre mediés par le microbiote intestinal (Pedersen et al., 2016).

Pour etudier les changements précoces dans la composition et la fonction du microbiote
au cours du développement du diabéte de type 2 tout en évitant I’influence des médicaments
antidiabétiques, des études ont été réalisées chez des personnes présentant une homéostasie du
glucose déficients mais non encore diagnostiquées comme diabéte . Une étude incluant 277
sujets non diabétiques a montré que les personnes présentant une résistance a 1’insuline avaient
des microbiotes intestinaux ayant une capacité accrue a produire de I’insuline et d’acides aminés
a chaine (BCAA) aussi qu’une augmentation des taux sérique de (BCAA) (Pedersen et al.,
2016).

Prevottella copri et bacteroides vulgatus ont été identifiées comme des especes les plus
importantes a 1’origine de 1’association entre la biosynthése des BCCAAs et la résistance a
I’insuline (Yoon, 2016).
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I1.5. Microbiote et cancérogenése dans le tractus digestif

1.5.1. Cancer colorictal

Le cancer colorectal (CCR) est le troisiéme cancer le plus fréquent chez ’homme et le
deuxiéme chez la femme en termes d’incidence dans le monde (figure 6), divers facteurs de
risque pour le développement du cancer colorectal ont été identifiés : age avancé, MICI,
antécédents familiaux de cancer, consommation de viandes rouges et de viandes transformées,
alcool, tabagisme, obésité, diabéte (Peghini et al., 1990), la plupart d’entre eux sont des facteurs
environnementaux, en fonction du monde de vie et de I’environnement de chaque personne. Au
fil des ans, la recherche a montré que ces facteurs de risque de cancer colorectal sont liés au
microbiote intestinaux particulierement les troubles de la composition bactérienne (Peghini et
al., 1990).

Figure 6 : (A) Aspect macroscopique d'une tumeur végétante du colon ; (B)
cancer du colon (Keita, 2017).

11.6. Maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont devenues un probléme de santé majeur en raison de
la morbidité et de la mortalité élevée qui y sont associées chez les patients (Mogensen et al.,
2018), de nouvelles données indiquent une relation entre le microbiote intestinal et les maladies
cardiovasculaires (figure 8), (Jie et al., 2017), des expériences menées sur des humains et des
animaux ont révélé que des altérations de la fonction de la flore intestinale, reconnue comme une
dysbiose de la microflore, peuvent accélérer la progression des maladies cardiovasculaires (Jin
etal., 2019).
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11.6.1. Role pathogéne du microbiote intestinal dans les maladies cardiovasculaires

11.6.1.1. Maladies coronariennes

La composition et les fonctions du microbiote intestinal sont affectées par des
facteurs externes qui sont associés a des risques accrus de maladies cardiovasculaires notamment
le vieillissement, 1’obésité, la sédentarité et les habitudes alimentaires, la composition du
microbiome intestinale, a son tour, la composition du microbiote intestinal peut influer sur le
développement des MCV (Battson et al., 2018). L’observation de la présence d’ADN de
diverses especes de bactéries dans les 1ésions athérosclérotiques et dans I’intestin des mémes
individus suggére que le microbiote intestinal peut étre une source potentielle de bacterie
athérosclérotiques et qu’il est donc susceptible de participer a la pathogénese de la maladie

coronienne (Ott et al., 2006 ; Koren et al., 2011).

11.6.1.2. Hypertension

Le microbiote intestinal est constitué de quatre grands phylums : firmicute, bacteroidetes,
Actinobactéria et proteobactéria, les firmicutes et les bactériodetes représentent une grandes
partie de la microflore intestinale. Le rapport entre les firmicutes et les bacteroidetes (F/B) est

considéré comme un biomarqueur de la dysbiose intestinale (Sanz et al., 2014).

Yang et al. (2015), ont démontré que la richesse, la diversité et 1’homogénéité
microbienne étaient réduites non seulement dans les modéles de rats spontanément hypertendues
mais aussi dans une cohorte de patients souffrants d’hypertension. De plus, une augmentation du
rapport F/B et une diminution du nombre de bactéries productrices d’acétate et de butyrate ont
été observées. Les rats sous perfusion d’Ang Il, I’intervention de la minocycline a permis
d’abaisser la pression artérielle et d’induire des changements tels que 1’augmentation de la
diversité microbiennes intestinale, la diminution du rapport F/B et ’expansion des populations
de bactéries productrices d’acétate et de butyrate, ces résultats indiquent que 1’hypertension est
lice a une dyshiose intestinale pourrait étre une cible pour les futures traitements de

I’hypertension (Jin et al., 2019).

Les meécanismes de I’hypertension sont complexes et multifactoriels. Le microbiote
intestinal est considéré comme un facteur de risque pour divers maladies, notamment
I’athérosclérose, 1’obésité, le syndrome métabolique (Natividad et al., 2018) et le diabete
(Gavin et al., 2018), dont il est prouvé qu’il sont liés I’hypertension, par rapport aux autres de la

microflore intestinale, un plus grand nombre d’études ont montré les fonctions physiologique des
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acides gras a chaine courte dans la régulation de la pression artérielle. Les bactéries de 1’intestin
produisent des AGCS ont des effets biologiques multiples sur le systéme endocrinien, Le
systéme nerveux , les maladies cardiovasculaires, 1’inflammation et I’homéostasie intestinale en
se liant a leurs récepteurs , notamment le récepteur couplé a la protéine G 41, le récepteur couplé
a la protéine G 43, le récepteur couplé a la protéine G109A et le récepteur olfactif vasculaire
(I’Olfr78) (Sivaprakasam et al., 2016 ; Pluznick et al., 2017).

L’olfactif est exprimé dans les neurones olfactifs, les artérioles afférentes rénales ainsi
que dans les cellules musculaires lisses vasculaires , ou il joue un rdle dans la régulation de la
pression artérielle, cela contribue aux effets hypertensifs par le biais des AGCS (Pluznick et al.,
2009 ; Pluznick et al., 2014).

11.6.3. Insuffisance cardiaque

L’insuffisance cardiaque (IC) englobe un groupe de symptémes cliniques complexes qui
se traduisent par des dommages a la structure ou a la fonction du systéeme nerveux central, ¢’est
le complexe qui entraineuse altération de la structure ou de la fonction du cceur, I’insuffisance
cardiaque est le stade final de nombreuses maladies cardiovasculaires. Bien que les thérapies
pharmacologique et non pharmacologique puissent retarder la progression de I’HF, les
traitements a court et a long terme ne sont pas toujours efficaces, les taux de mortalité court et a

long terme restent elevé (Maggioni et al., 2013).

Le role du microbiote intestinal dans la réponse inflammatoire et immunitaire a attiré

I’attention sur le lien entre le microbiote intestinal et I’'HF (Dantzer et al., 2018).

Pasini et al., 2016 ont comparé les bactéries et les champignons présents dans les selles
de patients atteints d’HF a ceux des témoins sains), les résultats montrent que les patients
souffrant d’insuffisance cardiaque chronique (ICC) étaient colonisés par des bactéries plus
pathogénes que les patients témoins. Candida, et les espéces Campylobacter et de Shigelle se
sont averées étre positivement avec la gravité de la maladie par rapport aux témoins sains, la
perméabilité intestinale (PI) a augmenté chez 78.3 % des patients atteints d’ICC. I’intestin était
plus perméable chez les patients atteints d’une sévere ICC que chez les patients atteints d’une
légere ICC, la pression auriculaire droite était positivement corrélée la Pl, dans une expérience
en laboratoire de 10 types de flore fécale a ét¢ modifiée chez des cobayes atteints d’HF avec
surcharge de pression ces donnés suggerent que I’HF (Heart failure) peut perturber I’équilibre de

la microflore intestinale (Pluznick et al., 2014).
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Le métabolite TMAO (molécule trimethylamine-N-oxide) susmentionné, généré par le
microbiote intestinal, a une certaine importance chez les patients atteints d’HF, deux études de
cohorte, qui ont inclus des centaines de participants, ont démontré des niveaux élevés de TMAO
étaient prédictifs du risque de mortalité a long terme chez les patients souffrants non seulement
d’ICC (69), mais aussi d’HF aigue (Suzuki et al., 2016).

La TMAO pourrait accélérer le développement d’une dilatation de la veine gauche, d’un
myocarde et d’un cancer du sein, en accord avec les observation d’organ, (Li et al., 2019) ont
également démontré que la TMAO jouait un réle dans le développement de I’hypertrophie et de

la fibrose cardiaque (Jin et al., 2019).

D’autres métabolites dérivés de I’intestin ont également montré qu’ils avaient un impact
sur I’HF, I’acide biliaire secondaire, transformé par le microbiote intestinale a été signalé comme
augmentant chez les patients souffrants d’ICC (Dantzer et al., 2018) et le sulfate d’indoxyles a

été lié a la fibrose myocardique et au remodelage ventriculaire (Wu et al., 2016).

Les PAG (phénylalcétyglutamine) sont des composants des produits finaux phénoliques
générés par les microorganismes intestinaux en métabolisants les acides aromatiques comme la

tyrosine et la phénylalanine, dans I’intestin (Gryp et al., 2017).

L’acide phénylacétique, dont les niveaux €levés sont connus comme un facteur de risque
fort et independant pour les MCV et la mortalité chez les patients souffrants de maladies

chroniques (Poesen et al., 2016).
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Figure 7 : Rdéle du microbiote intestinale dans les maladies cardiovasculaires (Jin etal., 2019).
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Le role du microbiote intestinal dans les maladies cardiovasculaire, les habitudes
alimentaires, les facteurs environnementaux et les infections intestinales peuvent modifier le
microbiote intestinal ,qui passe de 1’eubiose & la dysbiose.le microbiote intestinal métabolise de
la choling,la phosphatidylcholine, la L-carnitine et la bétaine,générant de Ila
triméthylamine(TMA), qui est oxydés en N-oxyde de triméthylamine (TMAO) par les flavines
mono oxygénases (FMO3) hépatique, la TMAO peut accélérer 1’athérosclérose en inhibant le
transport inverse du cholestérol et en accumulant le cholestérole des macrophages, d’autres
métabolites de la flore intestinal ,les acides gras a chaine courte (AGCC),régulent la pression
artérielle en ce combinant avec I’Olfr78 et GPR41.les acides biliares secondaires et le sulfate

d’indoxyle sont associé a I’insuffaisance cardiaque (Jin et al., 2019).

I11.7. Allergie

Au cours des dernieres décennies, la fréquence des manifestation cliniques d’allergies |,
d’eczéma atopique , de rhino conjonctivite allergique et d’asthme observées dans la plupart des
pays industrialisés a considérablement augmenté, ce qui se refléterait dans la réduction de
I’exposition aux microorganismes au début de la vie (Mcloughlin et al., 2011 ; Abrahamsson et
al., 2012). Une meilleure hygiéne et un traitement antimicrobien précoce peuvent réduire
I’efficacité des lymphocytes T régulateurs immunosuppresseurs, qui peuvent induire une
tolérance et lutter contre les allergies. la composition du microbiote intestinal est différentes
entre les nourissons atteints d’éczéma atopique et des témoin en bonne santé, des changements
sont souvent observés chez Bifidobacterium , Clostridium et E. coli (Mcloughlin et al.,
2011 ;Abrahamsson et al., 2012). Des études interventionnelles utilisant des probiotiques a
donner aux nouveau-nés et/ou a leurs meres avant la naissance ont montré que certains
probiotiques peuvent réduire significativement le risques d’eczéma atopique a 1’age adulte
(Marteau, 2013).

11.8. Modulation de la flore intestinale

Un nombre croissant d’enfants développent de nos jours, et de plus en plus précocement,
des réactions de types allergique se produisant la « théorie hygiéniste » suggére que 1’évolution
des conditions de vie et la forte diminution de 1’exposition a des antigénes de type bactérien
s’accompagneraient d’une augmenteront des maladies allergiques inflammatoires et auto-
immunes (Bach et al., 2002). La nourriture et les modes de vie occidentaux jouent un rdle

important dans 1’acquisition et le maintien de la flore équilibrée. Les nouveau-nés qui allaitent

24



Chapitre 1 Dysbiose

ont une flore riche en bactéries de genre Bifidobacterium, celle des nouveau- nés nourris au lait

de vache est plut6t riche en bactéries de type Clostridium (Harmsen et al., 2000).

Sur la base de ces observations qu’est fondée 1’objectif d’orienter, par I’alimentation du
nouveau né qui n’allaitent pas, la colonisation de son tube digestif vers une dominance de
bactéries de type Bifidobacterium principalement par I’alimentation. Une sorte de la flore
stimule la production d’IgA sécrétées sous lumiere. L’intestins et améliore la réponse vaccinale.
Divers alimentations atteignent actuellement cet objectif (Rautava et al., 2006 ; Mulliée et al.,
2004), les probiotiques, organismes vivants non pathogenes , il peut avoir un effet bénéfique sur
la santé (Rautava et al., 2006); les prébiotiques, oligosaccharides ajoutés a la préparation
.pendant 1’allitement, il peut modifier la flore et apporter par conséquent, c’est bon pour la
santé (Agostoni et al., 2004); les laits fermentés qui comportent des fragments de bactéries tuées
qui ont un effet probiotique et des produits de fermentation qui ont des effets voisins de ceux des

oligosaccharides prébiotiques (Mullié et al., 2004).

11.8.1. Utilisation médicale des micoorganismes en transit

11.8.1.1. Probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants ajoutés dans certains produits
alimentaires, tels que les yaourts, dans le but d’excercer un effet positif sur la santé de 1’hote.
Une étude récente utilisant des souris « humanisées » a I’aide d’un modéle de microbiote humain
simplifié composé de 15 especes bactériennes, a montré que le traitement avec des probiotiques
(Bifidobacterium animalis, Lactobacillus delbrueckii, Lactococcus lactis et Streptococcus
thermophilus) stimulait de fagon significative 1’expression d’un ensemble de génes bactériens et,
en particulier, le métabolisme de digestion des polysaccharides végétaux (McNulty et al., 2011).
Ces résultats ont permis de conclure a un effet des probiotiques, mais cette conclusion est pour
I’instant limitée aux souris « humanisées », car ces effets n’ont pas pu étre mesurés chez
I’homme, Le véritable impact des probiotiques sur le microbiote intestinal humain reste donc a
établir (McNulty et al., 2011).

Une fagon radicale d’induire un changement de composition du microbiote intestinal
consiste a transplanter chez un patient la totalité du microbiote d’un sujet sain via une injection
directe dans le célon (Borody et al., 2013). Contrairement a 1’utilisation des probiotiques, qui ne
sont composés essentiellement que de bactéries lactiques, le recours au transfert de 1’ensemble

des communautés d’un microbiote équilibré pourrait modifier et enrichir durablement un
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microbiote perturbé. Le r6le bénéfique de cette thérapie par transfert de microbiote intestinal a
ainsi été démontre chez des patients atteints de colite ulcéreuse (ou rectocolite hémorragique) ou
I’on a observé une disparition compléte des symptomes chez la totalité¢ des patients ayant regu un

transfert de microbiote provenant de donneurs sains (Borody et al., 2013).

11.8.1.2. Transplantation de microbiote fécal chez I'Homme

La seule indication de la TMF dans les soins de routine est l'infection a Clostridioides
difficile (Cd) récidivant aprés plusieurs traitements antibiotiques (Brandt et al., 2012 ; Mattila
etal., 2012).

Cette pathologie présente des perturbations majeures du microbiote intestinal, dans la
plupart des cas le déséquilibre du microbiote intestinal causé par plusieurs traitements
antibiotiques visant une autre pathologie infectieuse. Le nombre d'especes présentes dans le
microbiote des patients atteins d'une infection récurrente a Cd sont ‘environ 40 % moins

nombreux que les individus sains (Milani et al., 2016).

L'abondance des divers genres bactériens qui constituent le "noyau microbiologique",
c'est-a-dire que lI'ensemble des espéces qui existe chez tous les individus en bonne santé est trés
petit (Han et al.,2019). La TMF restaure la diversité du microbiote intestinal donc il agit comme
une barriére a la colonisation des agents pathogénes et permet donc 1’amélioration clinique dans
80 a 90 % des cas (Gough et al., 2011 ; van Nood et al., 2013). En effet, le TMF avéré efficace
a conduite a I’arrét prématuré du premier essai clinique randomisé parce que étant donné sa
supériorité par rapport au traitement standard a la vancomycine, ce dernier ne permet que
rémission de 25 a 30 % (van Nood et al., 2013).

Ces résultats ont ensuite été confirmés dans d'autres études (Kelly et al.,, 2012 ;
Youngster et al., 2014 ; Lee et al,, 2016) et méta-analyse (Quraishi et al., 2017). La TMF
est aujourd’hui incluse dans les recommandations de prise en charge des infections récurrentes
a Cd (Surawicz et al.,, 2013). le panel dexperts a émis un consensus formel sur les
recommandations mise en ccuvre du TMF pour traiter les infections récurrentes a Cd ( Konig et
al., 2017), ainsi que des directives concernant les exigences techniques, réglementaires et
administratives pour une utilisation optimale de la TMF (Cammarota et al., 2017). Le succes
du TMF dans le traitement de I’infections & Cd et multiples études cliniques on prouvé
I'efficacité de la technologie dans d'autres pathologies caractérisé par un dysfonctionnement du
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microbiote intestinal telles que le syndrome du colon irritabilit¢ (Anderson et al., 2012), la
maladie de Crohn ( Zhange et al., 2013), et la réaction du greffon contre I'héte (Qi et al., 2018).

11.9. Prébiotiques et controle de la flore intestinale

Les sucres composés qui ne sont pas digérés par ’homme sont la source principale de
carbone des bactéries de la flore intestinale. La quantité et par conséquent, le type de glucides
dans I’alimentation peut affecter en grand partie le rapporte des différentes bactéries fonctions
métaboliques intestinale et apparentées (Koropatkin et al., 2012 ; Cantarel et al., 2012). Des
glucides spécifiques, appelés prébiotiques, sont utilisés pour tester manipule le microbiote
intestinal. Prébiotiques comestibles en particuliére, comme [1’inuline ou les fructo-
oligosaccharides, il favorisent la croissance transitoire de Bifidobacteria, Faecalibacter (Meyer
et al., 2009), et Roseburia (Scott et al., 2011). Cependant, pour assurer la pérennité des effets

bénéfiques des prébiotiques, est nécessaire manger régulierement (El Kaoutari et al., 2014).
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Chapitre 111 : Métagénomique

L’intestin humain comprend plusieurs espéces bactériennes, 1’étude de cette écosysteme a
été realisée jusqu'a récemment par des techniques de culture traditionnelles avec des méthodes

biochimiques pour identifier les organismes (Furrie, 2006).

La grande majorité des bactéries (plus de 99 %) ne peuvent pas étre cultivées (Ferrer et
al., 2005). Ainsi, pour étudier une communauté bactérienne dans son ensemble, il est nécessaire
de séquencer I’ADN de toutes les bactéries présentes dans un milieu donné (sol, eau, tube
digestif de ’'Homme et des animaux, échantillons cliniques...etc). Cette méthode est, appelee
«métagénomique», elle nous renseigne sur la diversité et 1’abondance relative des

microorganismes présents (Diene et al., 2014).

I11.1. Définitions de la métagenomique

La métagénomique est une méthode d’obtention d’informations biochimiques
caractéristiques. Ces études a grande échelle sont congues pour fournir des inventaires
genétiques de communautés microbiennes. Il s'agit du séquencage de la coupe I'ADN génomique
sans aucun préamplificateur, également connu sous le nom de séquencage au canon. Pour éviter
de manquer les informations génétiques des espéeces a trés faible abondance, la métagénomique

doit étre étudiée en profondeur (Furrie, 2006).

Cette approche peut identifier la diversité, mais pas les nombres relatifs de chaque espece
résidant dans cet environnement particulier. Cette analyse nécessite la production d’une
bibliothéque métagénomique qui, en théorie, contient tout le matériel génétique présent dans
I’échantillon initial, mais sous une forme qui peut étre facilement analysées par le chercheur.
L’exhaustivité de cette bibliotheque dépend entierement de I’extraction initiale du matériel

genétique total de la source primaire (Furrie, 2006).

I11.2. Sequencage a haut débit

Le séguencage, permettant de déterminer la succession des bases nucléotidiques de
I’ADN, a révolutionné la recherche scientifique, ce dernier est un processus simple et répétitif, il

est donc indispensable de le rendre automatique, il s’ensuit la nécessité de produire des systemes
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de séquencage d’ADN assurant un taux de précision élevé (Hann et al., 2001 ; Hann et al.,
2002).

Le séquencage du génome complet d’une bactérie ou le séquencage
métagénomiques’effectue en quatre eétapes principales
a) extraction de I’ADN génomique, soit a partir d’une culture bactérienne pure, soit directement
a partir d’un échantillon ;
b) séquencage de I’ADN avec ou sans amplification préalable ;
¢) assemblage bio-informatique du ou des génomes séquences ;

d) analyse des séquences obtenues (Ferrer et al., 2005).

I11. 3. Méthodes de la métagenomique

Deux méthodes sont principalement utilisées, la premiére approche, plus ciblée et plus
utilisée, est basée sur I’amplification par PCR de la séquence compléte ou partielle de I’ARN
ribosomique 16S (16S rRNA) d’un échantillon (figure 9A), (Handelsman, 2004). La deuxieme
approche est basée sur I’extraction de I’ADN total d’un échantillon directement suivi de son
séquencage (figure 9B). Cette approche directe permet de mettre en évidence le contenu en genes
d’une population microbienne. Cette approche demande plus de ressources de séquencage et est
donc moins sensible que la précédente pour étudier la biodiversité (Handelsman, 2004). Il est
toutefois probable que cette approche devienne la méthode de choix, en raison des multiples
informations de fonctions géniques qu’elle seule peut apporter (Ferrer et al., 2005). Il est
toutefois probable que cette approche devienne la méthode de choix, en raison des multiples

informations de fonctions géniques qu’elle seule peut apporter (Ferrer et al., 2005).
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Echantillons
* Cliniques (salives, expectorations pulmonaires, selles)
* Environnementaux (eau, sol, air)

Métagénomique par amplification Métagénomique par séquencage
de génes conservés direct de PADN extrait de
* 16S rRNA: séquence partielle ou I’échantillon

compléte du géne
* rpoB:séquence partielle du géne

l

Séquencage par les nouvelles technologies de séquencage
a haut débit (NTS)

Analyse ciblée sur un seul Analyse de I'’ensemble des génes
géne conserveé séquencés

* Etude de la biodiversité uniquement  * Etude de la biodiversité (bactéries,
des bactéries virus, Archeae)

* Plus spécifique et plus sensible que * |dentification des génes séquencés
la métagénomique directe (ORFing)

+ Abondance: quantification de la * Annotation: assignation de fonction
proportion des bactéries aux geénes identifiés

Figure 8 : Les différentes étapes et applications de la métagénomique (Ferrer et al., 2005).

111.3.1. Métagénomique via des génes conserveés

111.3.1.1. Séquencage du géne de ’ARN ribosomique 16s

Le géne codant pour I’ARN ribosomique (ARNr) 16S, dédié aux bactéries et aux
archées, est c’est le plus souvent mentionné dans la recherche d’écosystémes microbiens (Yarza
etal., 2014). Présent au moins une portion dans chague génome bactérien, il existe deux régions
hautement conservées, permettent une amplification par PCR (polymerase chain reaction) et
régions ou la population bactérienne ont des variables specifiques élevées. Le séquencage des
régions hypervariables du géne de I’ARNr 16S amplifiées par PCR, et le ciblage des régions

conservees conduit a de courts fragments d’ADN (Calenge et al., 2017).
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Ces derniers sont regroupés en Operational Taxonomic Unit (OTU) sur la base dela
similarité de séquences, une OTU étant définie en tant qu’ensemble de séquences ayant plus de
98 % de similitude. Les OTU sont ensuite comparées a des séquences d’affiliation taxonomique
connue recensées dans des bases de données dédiées, cela permet d’attribuer chaque OTU a un
groupe bactérien correspondant a une espéce, un genre ou tout autre niveau taxonomique
jusqu’au phylum selon la précision des informations disponibles et le niveau de spécificité de
I’OTU. Cette méthode est a la fois qualitative et quantitative. Elle permet la détermination de la
composition en OTU d’un écosystéme bactérien, et aussi sa richesse (quantité d’OTU
différentes) ainsi que sa diversité (indice prenant en compte a la fois la quantité d’OTU

différentes et les abondances relatives des OTU) (Calenge et al., 2017).

Cette méthode est bien plus exhaustive que les méthodes précédemment utilisées tel que
TTGG (temporal température gradient gel),et DGGE (Electrophorése sur gel en gradient
dénaturant), hybridation in situ couplée a la microscopie et I’épifluorescence ou la cytométrie).
Elle est applicable a n’importe quel microbiote, relativement facile & mettre en ceuvre et
abordable en terme de codt, car la quantité de séquence requise pour la caractérisation du géne de

I’ ARNr 16S est faible (Calenge et al., 2017).

I11.4. Sequencage complet du méeta-génome et approches-omiques

Le séquengage complet de I’ensemble des génomes composant le microbiote étudié ou le
métagenome, offre la possibilité de déterminer plus en détail les fonctions que le microbiote peut
remplir, sans biais quantitatifs significatifs. Cette méthodes est possible grace au couplage de
technologies de séquengage massif et a haut débit avec des analyses bioinformatiques, tout
comme pour I’approche 16S, mais avec une plus grande quantité et complexité des séquences a
analyser, L’expérience récente a montré que la constitution préalable d’un métagénome de
référence de 1’espece animale étudiée facilite grandement cette approche (Nielsen et al., 2014). Il
s’agit d’une liste, ou catalogue, de génes qui composent les organismes microbiotes,
reconstitués de novo a partir de fragments d’ADN. Les travaux les plus récents incluent dans
cette liste des génomes entiers appelés especes métagénomiques (MGS), reconstitués sur la base
de I’observation de co-variations d’abondances des génes entre échantillons (Nielsen et al.,
2014), il est en effet attendu que les abondances de I’ensemble des genes d’un génome varient de
la méme fagon d’un échantillon a I’autre puisqu’ils sont physiquement liés sur le méme support
genétique. Le premier catalogue de référence du microbiote digestif a été celui du métagénome

intestinal humain, publié en 2010 (Qin et al., 2010), et complété depuis (Li et al., 2014). 1l a été
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suivi plus récemment de ceux de la souris (Xiao et al., 2015), et du porc, et il est trés probable
que ceux du lapin, de la vache et de la poule (Gallus gallus) soient publiés prochainement (Xiao
etal., 2016).

L’existence d’un catalogue de référence autorise les approches de détermination rapide et
compléte du profil métagenomique de nombreux individus, mais aussi du métatranscriptome,
afin d’étudier I’expression des génes par le microbiote. En raison d’une quantité de séquence a
produire nettement plus importante, les analyses de meétagénomique sont beaucoup plus
colteuses que lesanalyses de la diversité du géne de I’ARNr 16S, Les méthodes de
métaprotéomique et de métamétabolomique, en plein développement, sont aussi tres utiles
puisqu’elles s’intéressent aux produits de 1’activité du microbiote susceptible d’interagir avec

I’hote (Calenge et al., 2017).

I11.5. Avantages et inconvénients de I’utilisation de techniques moléculaires

pour étudier les populations bactériennes intestinales

Le développement de techniques moléculaires pour étudier les communautés
microbiennes écologiques a fourni aux microbiologistes une vaste gamme de nouvelles
techniques pour étudier la flore intestinale humaine, (les avantages et les inconvénients de

I’analyse moléculaire sont présentés dans le tableau (Macfarlane et al., 2007).
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Tableau 1 : Avantages et inconvénients des techniques moléculaires (Furrie, 2006).

Avantages Inconvénients

Rendement élevé et temps d’apprentissage | Difficile de standardiser 1’extraction du
relativement court avec la plupart des | matériel génétigue de chaque espece de
techniques. maniére égale, risque de bai important dans

les populations mixtes.

Manipulation en aérobies et expertise non | Peut étre trés couteux.

requises.

L’échantillon peut étre congelé en vue d’une | La sélection des amorces et des sondes peut

analyse ultérieure. induire un biais important dans la détection

L’ADN peut étre transporté entre | De nombreuses méthodes ne sont pas
laboratoires. quantitatives et 1’analyse de confirmation est

nécessaire

Des espéces non cultivables sont détectables. | Impossible de modéliser 1’écosystéme

En théorie, il est possible de quantifier | Certaines méthodes sont tres peu sensibles.

jusqu'a une molécule d’ADN cible

I11.6. Méthodes classiques

Depuis la description pionniere de Bacterium coli communiore par Echeriche en 1885,
des développements méthodologiques successifs ont permis une amélioration constante des
méthodes aboutissant progressivement a la possibilité de mettre en culture in vitro, puis d’isoler
en culture pure, les microorganismes de la flore intestinale. Méme si au tout début du siécle
dernier. Les travaux de Pasteur avaient ouvert un concept de vie microbienne en absence
d’oxygéne, ce n’est que dans les années 1970 que la microbiologie digestive humaine a connu
son plus fort essor. L’anaérobie est alors maitrisée grace aux travaux de Hungate et de frete

(Ducluzeau et al., 1993).

Hangate distrubue stérilement et sous un flux constant de CO; des milieux préparés pour
simuler les conditions physicochimique de I’environnement digestif. Il s’intéresse avant tout aux
bactéries et protozoaires du rumen, mais sa technique est appliquée par la suite par Moore et
holdeman pour la caractérisation de la microflore intestinale humaine. Freter met en place le

systeme de la chambre de Fréter, enceinte a atmosphére contrdlée, que nous connaissons toujours
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et qui permet de manipuler des échantillons et des milieux sur boites de Pétri en absence d’Oa.
Ces progres ont permis d’isoler et d’inventorier de nombreuses especes microbiennes de la flore
fécale dominante et de les répertorier selon les régles de la taxonomie classique. Grace a
quelques études ayant porté sur un grand nombre d’échantillon fécaux , il a été possible d’avoir
une vue d’ensemble de la composition globale de la microflore fécale humaine cultivable
(Wilson et al., 1996 ; Guamer et al., 2003), les genres microbiens anaérobies principaux ainsi
répertoriés sont Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus, Bifdobacterium ,
Fusobactium et Clostridium (Rambaud et al., 2004).

Il est certain que seuls les microorganismes pour lesquels la niche écologique peut étre
reproduite en laboratoire ont pu étre isolés et identifiés. Toutes les espéces dépendantes
d’interrelations étroites avec des partenaires ou exigeant des apports nutritionnels difficiles a
satisfaire in vitro auront de ce fait toujours échappé a la culture et 1’identification. A titre
d’exemple, 1’isolement des microorganismes sous forme de colonies ne donne accés a aucune
espece bactérienne dépendante d’une autre espéce pour sa croissance. Les archées
méthanogénes, dont la présence était détectée par 1’analyse du méthane dans 1’air expiré, n’ont
pu étre cultivées qu’apres la mise en place des méthodes de culture sous H, /CO; en atmosphére
pressurisée a 2 bars, les améliorations techniques apportées depuis les années 1970 ont ainsi
permis la culture et le dénombrements des archées méthanogénes (Hoskins et al., 1976 ; Freitas

et al., 2002).

D’autres especes bactériennes nouvelles sont continuellement isolées de la flore
dominante apres sélection pour des activités particuliéres (Collins et al., 1994 ; Vaughan et al.,
2000).

Les micro-organismes moins représentés (10 a 10 UFC/g) composent la flore sous-
dominante fait qu’on connait trés bien certaines composantes, Echerichia coli par exemple,
Enfin, on isole facilement une fraction mineure composée de micro-organismes parfois aérobies
a des niveaux inférieurs a 10° bactéries/g de feces, et qui ne font que transiter dans le tube
digestif (Rambaud et al., 2004).

La nécessité de cultiver in vitro les micro-organismes pour caractériser la flore digestive a
toujours conduit a sous-estimer les populations. Malgré 1’utilisation de nombreux milieux de

culture in vitro, simulant 1’écosystéme, les expérimentateurs ont toujours observé de grandes
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différences entre les souches issues d’enrichissements et les échantillons naturels du point de vue

qualitatif mais aussi quantitatif (Rambaud et al., 2004).

La stratégie d’inventaire moléculaire de la diversité d’espéces dominantes apporte une
richesse d’informations inégalée et permet la constitution d’une base de données de séquence,
elle présente cependant des limites méthodologiques liées essentiellement aux aspects possibles
d’extraction et d’amplification. Il est ainsi possible que des micro-organismes plus difficiles a
lyser soient sous représentés dans les banques d’ADN ribosomiques analysées. Par ailleurs, ces
méthodes sont peu sensibles et ne donnent de 1’écosystéme qu’une vue de la flore dominante (99

% des bactéries présentes) (Rambaud et al., 2004).

I11.7. Avantages et inconvénients de la méthode classique

L’intestin humain est un milieu complexes, constitué d’un ensemble de microorganismes,
I’étude de cette écosysteme complexes a été réalisés récemment par des technique de cultures
traditionnelles, il existe un certain nombre d’avantages et d’inconvénients a ’utilisation de cette

méthodes (tableau 2) (Finegold et al., 1983 ; Macfarlane et al., 2007).

Tableau 2 : Avantages et inconvénients de la méthode classique (Furrie, 2006).

Avantages Inconvénients

Relativement peu colteux. Lent, Long et exigeant en main d’ceuvre.

Largement disponible, les échantillons | Permet de quantifier les populations
nécessitent un traitement immédiat. bactériennes une grande expertise et un
équipement spécialisé sont nécessaires pour

isoler les anaérobies stricts.

Peut fournir une bonne indication de la Limités aux organismes cultivables.
complexité de 1’écosysteme, elle est réalisee

par un microbiologiste expérimenté.

Des études physiologiques sont possibles. La sélection des milieux de croissance peut
affecter considérablement les résultats, toutes
les bactéries viables ne peuvent étre

récupeéreées.

Des études biochimiques sont possibles. Une fois isolées, les bactéries doivent étre

identifiées a 1’aide de plusieurs techniques.
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Conclusion

Chaque microbiote intestinal individuel est un ecosysteme complexe dont les
composantes microbiennes sont en équilibre dynamique. A ce jour, les liens de causalité entre
composition/structure microbienne de la flore intestinale et pathologies sont souvent suggerés,
mais rarement Vérifiés, les études aboutissant souvent a des résultats différents voire méme

contradictoires.

Les fonctions métaboliques importantes, notamment celles nécessaires a la survie d’ un
tel écosystéeme, sont trés souvent redondantes et présentes dans des groupes bactériens
différents. Cette redondance procure au microbiote une grande résilience fonctionnelle,
puisque la diminution ou la perte d’une espéce, voire d’un groupe phylogénétique entier

n’entraine pas la disparition des fonctions primordiales de 1’écosystéme.

Cette réesilience fonctionnelle est peut-étre a 1’origine des résultats contradictoires
rapportés plus haut sur I’implication de groupes taxonomiques dans certaines pathologies,
telles que I’obésité. En effet, il est parfaitement possible que, selon les individus, des
microbiotes de composition taxonomique trés différente possedent des fonctionnalités
similaires, et que des microbiotes de composition taxonomique similaire aient des profils

fonctionnels différents.

Il est évident que le microbiote intestinal joue un role essentiel dans la santé humaine,
cependant, la complexité du microbiome intestinal humain et le progres de la recherche dans
ce domaine dépassent notre imagination. Encore, il est évident que d’autres études
métagenomique comparatives sont nécessaires pour comprendre I’impact du microbiome
intestinal sur la sant¢ humaine. L’age et le régime alimentaire et les lieux géographiques sont

essentiels pour élucider le réle de microbiome intestinal dans la santé humaine.

Les analyses métagenomiques commences a définir le contenu génétique et les
attributs fonctionnels codés du microbiome intestinal chez I’ Homme sain. Des études futures
sont nécessaires pour fournir une couverture plus profonde du microbiome et évaluer les
effets de 1’age, du régime alimentaires et des états pathologique sur le microbiome de

I’intestin distal d’humain vivant dans des différents environnements.
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Résumé

La flore intestinale correspond a I’ensemble des microorganismes qui résident notre tractus
digestif, ces fonctions sont nombreuses : barriére contre les pathogenéses, immunomodulation et
métabolisme divers dont la fermentation. Le déséquilibre de la flore intestinal, dénommé dysbiose, est lié
aux plusieurs facteurs tels que les antibiotiques, 1’alimentation, le stress...etc. Les changements
significatifs dans la composition de la flore intestinale provoquent de nombreuses maladies comme
I’obésité, diabéte de type 2, les cancers et les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin. Les
manipulations thérapeutiques du microbiote peuvent utiliser des antibiotiques mais aussi des
microorganismes probiotiques et substrat prébiotiques et la transplantation de microbiote fécal. L’étude
de ce systtme microbien est brutalement accélérée ces derniéres années grace a l’avénement de
techniques dites métagénomiques, qui s’affranchissent de la culture bactérienne et reposent sur le
séquengage de I’ADN En effet, deux méthodes sont principalement utilisées, la premiére approche, plus
ciblée et plus utulisée est basée sur I’amplification par PCR de la séquence compléte ou partielle de
I’ARNr 168, est le plus souvent mentionné dans la recherche d’écosystéme microbien. . La deuxiéme
méthode c’est le séquencage complet de 1’ensemble des génomes composant le microbiote étudié ou le
métagénome offre la possibilité de déterminer plus en détail les fonctions que le microbiote peut remplir.

Mots clés : ARNrl16s, Dysbiose, Flore intestinal, Métagénomique, PCR.

Abstract

The intestinal flora corresponds to all the microorganisms that reside in our digestive tract. These
functions are numerous and beneficial: barrier against pathogenesis, immunomodulation and various
metabolisms, including fermentation. The imbalance of the intestinal flora, called dysbiosis, is linked to
several factors such as antibiotics, diet, stress, etc. Significant changes in the composition of the intestinal
flora cause many diseases such as obesity, type 2 diabetes, cancer and chronic inflammatory bowel
disease. Therapeutic manipulations of the microbiota can use antibiotics but also probiotic
microorganisms and prebiotic substrate and also transplantation of fecal microbiota. The study of this
microbial system has been sharply accelerated in recent years thanks to the advent of so-called
metagenomic techniques, which free themselves from bacterial culture and rely on DNA sequencing. In
fact, two methods are mainly used, the first approach, more targeted and more used, is based on the
amplification by PCR of the complete or partial sequence of 16S rRNA, is most often mentioned in
microbial ecosystem research. . The second method is the complete sequencing of all the genomes that
make up the microbiota studied, where the metagenome offers the possibility of determining in more
detail the functions that the microbiota can perform.
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