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Introduction

Le microbiote intestinal

Définition
Le microbiote désigne l'ensemble des micro-organismes (bactéries, virus,
champignons, archées et protistes) qui colonisent une niche écologique donnée de
I'organisme. Chez 'Homme, les microbiotes cutanés, génitaux et surtout digestifs sont

les mieux décrits. Le microbiote intestinal s’étend de I'estomac au colon et constitue

un écosystéme complexe de symbiose mutualiste, spécifique a chaque individu.

Les estimations de la taille du microbiote ont beaucoup varié avec I'amélioration
des techniques scientifiques. Le métagénome intestinal comporte un total de 3,3
millions de génes contre environ 22 000 pour le génome humain." Les données
actualisées font état d’un ratio bactéries/cellules humaines de 1 pour 1, loin du chiffre

de 10 pour 1 longtemps admis.
Composition

Le microbiote intestinal est principalement constitué de micro-organismes

commensaux? :

e Bactéries : Elles représentent la majorité des micro-organismes du tube digestif
avec plus de 3000 espéces décrites.3

e Virus : En particulier des bactériophages.

e Champignons : Tels que Candida albicans, présents en faible abondance.

e Archées : Notamment des méthanogénes.

e Protistes : Peu nombreux, mais parfois impliqués dans des fonctions spécifiques

ou pathologiques.
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Le microbiote représente un équilibre entre ces différents composants. Il évolue
tout au long de la vie et est influencé par de nombreux facteurs tels que I'alimentation,
I'environnement, les traitements antibiotiques ou les maladies.* La dysbiose désigne
la rupture de cet équilibre, caractérisée par une altération de la composition du

microbiote retentissant sur son fonctionnement.

De nombreuses études ont proposé une cartographie de la composition du
microbiote avec une résolution croissante, en particulier de sa composition
bactérienne.>” Deux embranchements, ou phylum, se partagent I'essentiel du volume
bactérien : Bacillota (anciennement dénommées Firmicutes) et Bacteroidota
(Bacteroidetes). D’autres, comme les Actinomycetota (Actinobacteria) et les
Pseudomonadota (Proteobacteria), présentent une trés grande diversité taxonomique
mais une moindre abondance relative (Figure 1). On constate par ailleurs une trés
grande variété de composition microbienne en fonction des régions, due aux

particularités locales de I'environnement et des régimes alimentaires (Figure 2).

Species status
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des 4616 especes bactériennes identifiees dans le microbiote

humain.

Almeida et al. Nat Biotechnol, 2020°.
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Figure 2 : Arbre phylogénétique des especes de l'ordre des Comantemales (la plus grande
lignée phylogénétique représentée exclusivement par des espéces non cultivées) et
prévalence dans les microbiotes de différentes populations.

Almeida et al. Nat Biotechnol, 2020°.

La diversité d’'un environnement complexe tel que le microbiote peut se mesurer
suivant trois types d’'indices : alpha, béta et gamma.® La diversité alpha est une mesure
locale de la diversité d’'un unique site échantillonné (rectal, colique, féces, ...), elle
prend en compte la diversité des espéces présentes et leurs abondances relatives.
Les indices alpha les plus frequemment utilisés sont I'indice de Shannon et I'indice de
Simpson. La diversité béta est une mesure relative de la diversité qui compare
plusieurs échantillons. Elle peut mesurer des changements ou des différences dans la
composition du microbiote, que ce soit entre individus, sites corporels ou conditions
expérimentales. Les principaux indices béta sont I'indice de Bray-Curtis et la distance
UniFrac. L'indice gamma représente la diversité a I'échelle d’'un écosystéme entier, le
tube digestif pris dans sa globalité. En pratique, il n’est que rarement employé dans

I'’étude du microbiote.

Transmission et évolution

In utero le feetus est stérile, le microbiote de I'enfant se met en place dés sa
venue au monde.® |l est issu de I'environnement infantile immédiat, en particulier du
microbiote maternel, dont le transfert va dépendre du type d’accouchement: voie
basse ou césarienne. En effet, si 74% du microbiote post-natal est issu de la mére lors
d’'un accouchement par voie basse, seul 13% en sont issus aprés une césarienne avec
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une prédominance du microbiote cutané maternel.’® Une diversité microbienne plus
importante est aussi rapportée a 4 jours de vie chez les enfants nés par voie basse,
néanmoins ces différences sont largement réduites dés 1 mois de vie et ne sont plus
significatives a 6 mois."" Plusieurs études ont montré une corrélation entre mode de
délivrance et pathologies infantiles'? (allergies alimentaires, asthme, diabéte, maladies
auto-immunes et métaboliques) et ont souligné le potentiel réle du microbiote post-
natal. La littérature rapporte par ailleurs une contribution paternelle au microbiote

infantile suivant une chronologie similaire a la transmission maternelle post-

césarienne.’3

La diversité microbienne évolue ensuite tout au long de la vie des individus
(Figure 3). Elle augmente progressivement jusqu'a atteindre un équilibre relativement
stable a la sortie de I'enfance.* Des perturbations internes ou externes comme une
infection gastro-intestinale ou la prise d’antibiotiques peuvent momentanément
déséquilibrer le microbiote auquel cas I'équilibre est progressivement rétabli via des

mécanismes similaires a I'établissement initial du microbiote.

‘ i 2. -l 1 .1. :-t gy
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Figure 3 : Evolution de la diversité du microbiote intestinal avec I'4ge.
Martino et al. Nat Rev microbiol, 2022+
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A un age plus avancé I'écologie microbienne subit de nouveaux changements,
désormais dans lincapacité de rétablir la diversité antérieure. Celle-ci s’effondre

finalement au moment du décés de I'héte.*

Fonctions

Le microbiote intestinal est un acteur majeur de I'’homéostasie gastro-
intestinale. Il influence non seulement la digestion et le métabolisme, mais aussi
I'immunité ou encore les fonctions cérébrales. La dysbiose est associée a de
nombreuses pathologies aigués et chroniques, que ce soient les infections gastro-
intestinales, les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI), 'obésité, ou

encore certains troubles neuropsychiatriques. Ses fonctions essentielles sont :

Fonctions digestives et métaboliques :

L’'une des fonctions essentielles du microbiote réside en sa capacité a dégrader
un large éventail de fibres alimentaires, non digestibles par les seules enzymes
humaines. Les principaux produits finaux de cette fermentation sont les acides gras a
chaine courte (AGCC) comme le butyrate, I'acétate et le propionate. lls sont la
principale source d’énergie des colonocytes.'®'® Leur disponibilité dépend non
seulement de la composition du microbiote mais aussi de plusieurs facteurs
environnementaux tels que l'alimentation et I'utilisation d'antibiotiques. Le réle des
AGCC ne se limite pas a leur apport énergétique, ils participent aussi a la régulation
de l'immunité et au bon fonctionnement de la barriére épithéliale via les récepteurs

couplés aux protéines G (RCPG) GPR41, GPR43 et GPR109A.""

La grande variété écologique du microbiote lui permet de produire de
nombreuses vitamines, nécessaires a son propre fonctionnement. |l synthétise en
particulier la vitamine K et plusieurs vitamines B (biotine, cobalamine, folate, niacine,

pantothénate, pyridoxine, riboflavine et thiamine).'® Cette synthése a principalement
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lieu dans le cOlon, ou le microbiote peut produire de novo ces vitamines qui peuvent
ensuite étre absorbées et utilisées par I'héte a la condition d’étre produite en

quantité suffisante.

Les acides biliaires sont stockés dans la vésicule biliaire et sont excrétés dans
le tube digestif au cours de la digestion. lls sont ensuite réabsorbés dans l'intestin gréle
a 95-99% avant d’étre recyclés et reversés dans la vésicule biliaire, ce qui constitue le
cycle entéro-hépatique.'® Les 1-5% restants représentent chez 'Homme 200 a 800mg
par jour qui se déversent dans le colon. La une relation bidirectionnelle entre ces
acides biliaires et le microbiote intestinal se met en place. D’une part les acides biliaires
possédent des caractéristiques antimicrobiennes pouvant influencer la composition du
microbiote intestinal et d’autre part le microbiote a la capacité de modifier la structure
et les propriétés des acides biliaires, c’est ainsi que le pool d'acides biliaires circulants
et hépatiques contient plus de 30 molécules différentes.?’ La majorité de ces acides
biliaires est générée par le microbiote intestinal et sont dénommées acides biliaires

secondaires.

Enfin des études récentes montrent que le microbiote intestinal peut influencer

le métabolisme des médicaments par des mécanismes a la fois directs et indirects.?’

Fonctions de protection :

L'épithélium intestinal joue un réle crucial en agissant comme une barriére
protectrice et un filtre sélectif. || empéche l'entrée de substances nocives tout en
facilitant l'absorption des nutriments. La perte de son intégrité augmente la
permeéabilité intestinale et entraine infections et réactions inflammatoires. Le
microbiote participe au bon fonctionnement de cet épithélium. D’'une part il entre en

compétition avec les pathogenes potentiels et limite leur acceés aux ressources
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énergétiques et aux sites d’attachement, d’autre part il stimule la production de mucus

qui ajoute une strate protectrice au-dessus de I'épithélium intestinal.??

De facon plus spécifique la littérature rapporte que la stimulation des récepteurs
TLR2 des colonocytes par le microbiote favorise le maintien des jonctions serrées.??
De méme, une précédente étude a montré comment Bacteroides thetaiotaomicron
contribue a la stabilité des jonctions serrées (claudines/occludine/ZO-1) en induisant

I'expression de la protéine sprr2A.2*

Fonctions immunomodulatrices :

Le microbiote contribue a la prévention des infections et des maladies
inflammatoires en modulant la réponse immunitaire de I'héte de plusieurs fagons,
notamment en favorisant la maturation des cellules immunitaires et en produisant des
meétabolites qui influencent la réponse immunitaire locale et systémique. Le microbiote
favorise par exemple la modulation de I'équilibre Treg/Th17 et I'activation des cellules

immunitaires résidentes.?®

Le butyrate est 'un des principaux métabolites possédant une action anti-
inflammatoire. Issu de la fermentation des fibres alimentaires en AGCC décrite plus
haut, il favorise la différenciation des cellules intestinales, des phagocytes et des
lymphocytes B et T.'” Les AGCC ont aussi des effets immunitaires au-dela de l'intestin.
Dans un modéle murin, I'administration intra-hépatique de butyrate a par exemple
augmenté la production de prostaglandine E2 (PGE2) par les cellules de Kupffer.28
L’effet modulateur des AGCC issues du microbiote a aussi été décrit dans le poumon?’
et le cerveau?®, parfois en lien avec diverses maladies (inflammatoires?®, allergies®,

asthme?’, cancer?®).

Le microbiote participe aussi a la tolérance immunitaire aux antigénes d’origine
alimentaires, il favorise favorise notamment I'équilibre entre lymphocytes T régulateurs
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(Treg) et Th17 dans la muqueuse de l'intestin gréle.3! Inversement, il est rapporté que

I'altération du microbiote participe au développement des allergies alimentaires.32

Axe microbiote-intestin-cerveau :

L’'impact du microbiote intestinal s’étend aux autres organes via différents axes
de communication décrits dans la littérature.33 En particulier, plusieurs études récentes
établissent l'existence d’'une communication bidirectionnelle entre le microbiote
intestinal et le cerveau. Elles rapportent généralement une association entre une
modification du microbiote et la présence de troubles psychiatriques® et

neurodéveloppementaux®.

Le support de cette communication n’est pas parfaitement élucidé a ce jour mais
plusieurs voies de communication possibles ont été mises en évidence impliquant le
systéme nerveux entérique, I'axe hypothalamo-hypophysaire, le systéme immunitaire
intestinal, certains neurotransmetteurs et régulateurs neuraux produits par les
bactéries intestinales et enfin les barrieres muqueuses intestinales et hémato-
encéphaliques.®® Au travers de ces réseaux les signaux viscéraux provenant de
l'intestin affectent le fonctionnement du cerveau tandis que le cerveau influence les
fonctions motrices, sensorielles et sécrétoires de l'intestin. Par exemple, le nerf vague
posséde une action bidirectionnelle, il permet d’'une part la transmission des messages
provenant de l'intestin et peut d’autre part avoir une action anti-inflammatoire sur
I'intestin.3” Le microbiote a la capacité d’activer le nerf vague via la production de
glutamate® mais il produit aussi de nombreux autres neurotransmetteurs (GABA,
acétylcholine, dopamine, sérotonine)® capables d’initier une activation du systéme

nerveux périphérique en direction du systéme nerveux central.
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Dysbiose, colonisations et infections digestives

La dysbiose correspond a une altération de la composition et du fonctionnement
du microbiote intestinal. Elle peut étre due a de nombreuses causes aigués ou
chroniques*? : maladies de l'intestin, alimentation, facteurs environnementaux et mode
de vie, traitements antibiotiques, facteurs génétiques, etc. Les conséquences sont une
incapacité du microbiote a remplir une ou plusieurs de ses fonctions normales,
précédemment citées. La dysbiose est en particulier responsable d’'une diminution de
I'effet barriere et d'une dérégulation immunitaire a l'origine d’une inflammation
chronique de lintestin.*' Les effets de la dysbiose sont systémiques, in-vivo elle est
par exemple a lorigine d'une immunodépression favorisant les infections

pulmonaires.*?

La colonisation correspond a I'apparition dans la flore intestinale d’'une souche
bactérienne inattendue, mais sans symptdmes ni retentissement sur la santé.
Contrairement aux infections ou la présence d’'un agent pathogéne est a 'origine d’'une

pathologie digestive retentissant sur 'organisme.

Plusieurs approches visant a restaurer I'’équilibre du microbiote intestinal ont été
proposées. La plus simple consiste en la supplémentation alimentaire, par exemple
par des probiotiques, prébiotiques ou postbiotiques : c’est-a-dire respectivement des
micro-organismes vivants présentant des effets bénéfiques une fois consommés, leur
substrat (par exemple des fibres) ou leur produit (par exemple des AGCC). La
combinaison de prébiotique et de probiotique est aussi appelée symbiotique. Les
probiotiques les plus fréquemment étudiés sont des bactéries de l'ordre des
Lactobacillales qui présentent a la fois des propriétés immunomodulatrices,

métaboliques, antimicrobiennes et détoxifiantes utiles au rétablissement d’un
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microbiote sain.*? L’efficacité de ces compléments reste néanmoins discutée dans la

littérature comme le montre la revue publiée par Suez et al en 2019.44

Une seconde approche repose sur la transplantation du microbiote fécal (TMF),
extrait d’échantillons de féces de donneurs sains. Son fonctionnement repose sur une
arrivée massive d’'une population bactérienne saine dans le tube digestif qui entre en
compétition avec les souches multirésistantes présentes. La TMF réduit les ressources
et la place disponibles pour les pathogénes. Son efficacité a largement été démontrée

dans le traitement des infections a Clostridioides difficile mais aussi des MICI.45

Colonisation a Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est un bacille a Gram négatif encapsulé, non mobile,
anaeérobie facultatif et commensal du tube digestif. Il s’agit cependant d’une bactérie
pathogene opportuniste car, bien que fréequemment présent naturellement dans le
systéme digestif de la population générale il peut étre a I'origine d’infections digestives
et pulmonaires en cas de dysbiose ou d'immunodépression.*¢ Par ailleurs, une simple
colonisation par K. pneumoniae a été associée in-vivo a une aggravation de l'infection

pulmonaire a Pseudomonas aeruginosa.*’

La souche sauvage est facilement accessible a I'antibiothérapie. Naturellement
productrice d’'une pénicillinase de bas niveau de type Sulfhydryl Variable de type 1
(SHV-1), elle est inhibée par l'acide clavulanique ou le tazobactam. Cela rend la
souche sauvage sensible a un traitement par I'une des associations disponibles dans
le commerce tel qu’amoxicilline / acide clavulanique ou piperacilline / tazobactam ainsi
que par les céphalosporines. Plusieurs génes de résistance peuvent étre acquis par
K. pneumoniae et sont a lorigine de différents profils d'antibiorésistance. lls
proviennent généralement de plasmides et leur propagation est extrémement rapide,

que ce soit entre souches de la méme espéce ou entre especes différentes. Ces
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échanges sont a l'origine d’'une antibiorésistance mondiale croissante, un enjeu de

santé publique contemporain majeur. Plusieurs profils de résistance acquise sont

décrits :

Pénicillinase de haut niveau : Il peut s’agir d’'une hyperproduction de SHV ou
de l'acquisition d’'une (B-lactamase de la famille des TEM.

B-lactamase a spectre étendu (BLSE) : pénicillinase de type TEM ou SHV
modifiée ou d’'une céfotaximase de type M (CTX-M).

Résistance aux aminosides : elle est due a l'acquisition d’'une enzyme
aminoglycoside phosphotransferase (APH), aminoglycoside nucleotidyltrans-
ferase (ANT) ou aminoglycoside acetyltransferase (AAC).

Résistance aux quinolones : elle peut étre due a une modification de la cible
des antibiotiques (mutation chromosomique), a une protection de la cible
(plasmidique, gene qnr), ou a une inactivation enzymatique (plasmidique,
AAC(6')-Ib-cr). Elle est généralement associée a la résistance aux
céphalosporines de 3°M¢ génération (C3G).48

Carbapénémase : Cing principales enzymes sont capables de dégrader les
carbapénémes. Par ordre de fréquence : Oxacillinase du groupe 48 (OXA-48-
like), New Delhi métallo-B-lactamase (NDM), K. pneumoniae carbapénémase
(KPC), Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase (VIM) et imipénémase

(IMP).

La carbapénémase NDM est particulierement problématique du fait de la

résistance qu’elle induit a la plupart des antibiotiques disponibles sur le marché. Cette

carbapénémase est identifiée pour la premiére fois en Inde en 20084 elle est

aujourd’hui retrouvée dans la quasi-totalité des pays du globe® (Figure 4). En 2022

elle représentait 25,7% des carbapénémases identifices dans I'hexagone toutes

entérobactéries confondues, (Figure 5A) et 33% chez K. pneumoniae (Figure 5B).%
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Elle agit en catalysant I'hydrolyse des carbapénémes. Son site actif contient

deux ions zinc capables de cliver la liaison amide caractéristique des B-lactamines. De

ce fait, I'ajout d’un chélateur du zinc (1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane, TPEN) a

montré une capacité a restaurer l'activité des carbapénémes sur K. pneumoniae

productrice de NDM-1 in-vitro mais reste toxique in-vivo.%?
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Figure 4 : Années de découverte des différents variants de carbapénémase de type NDM.
Mojica et al., Lancet Infect Dis, 2022.%0

La transmission des espéces productrices de carbapénémases (EPC) est

souvent d’origine nosocomiale, mais le contact avec un patient porteur n’est pas

toujours a l'origine d’'une transmission. D’aprés la littérature plusieurs facteurs

favorisent la colonisation par EPC d'un patient : une chirurgie récente, la ventilation

mécanique et I'exposition a une antibiothérapie dans les 3 mois précédents.53

21



NDM + OXA-
48 like
8%

VIM + OXA-48 like
0,4%
Vim
2%
NDM + VIM
0,2%

OXA-48-like
60,6%

OXA-48-like
(n=535)

NDM +IMP
0,1%

KPC
2,1%

Figure 5 : A Distribution des EPC par types de carbapenémase en 2022. B Répartition des
différents clones EPC de K. pneumoniae par types de carbapénémase en 2022.
Rapport annuel d'activité 2023 du CNR résistance aux antibiotiques.5?

Microbiote en réanimation

Le microbiote intestinal des patients hospitalisés en réanimation est soumis a
plusieurs contraintes médicales et environnementales sévéres® parmi lesquelles on
peut retrouver une ou plusieurs antibiothérapies a large spectre, I'exposition a des
pathogénes nosocomiaux, une immunodépression, un contexte inflammatoire ou
encore une modification de l'alimentation et particulierement de I'apport en fibres
alimentaires. Ainsi, plus de 90% du contenu microbien digestif est perdu aprés 6h en
réanimation. La diversité des espéces est largement diminuée® avec notamment une

disparition de nombreuses souches commensales, bénéfiques pour la santé.>

Cette libération de la niche écologique digestive facilite les infections
nosocomiales® et I'établissement de colonisations dysbiotiques délétéres comme cela
a été rapporté pour difféerents pathogénes. La colonisation en réanimation par une
entérobactérie productrice de carbapénémase est responsable d’'une hausse de 79%
de la mortalité et celle par Acinetobacter baumannii d’'une hausse de 100%.5"-%8 Plus
généralement, le pronostic des patients est aggravé en cas de dysbiose sévére, un

ratio Bacteroidota / Bacillota fortement déséquilibré est corrélé a une hausse de la
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mortalité®® et un enrichissement en entérobactéries est associé a une hausse des

infections nosocomiales.%®

Plusieurs modalités interventionnelles ont été proposées pour remédier a cet
effet indésirable du séjour en réanimation. La TMF en réanimation a principalement
été étudiée dans le cadre des infections a C. difficile, avec un taux de guérison
d’environ 90%.5° Quelques études ont montré une efficacité significative de la TMF
chez les patients atteints de MICI, de diarrhée induite par les antibiotiques et de

sepsis.b’

Enfin, 'approche nutritionnelle a fait I'objet de nombreuses études. Elles
concernent la place des nutritions entérales et parentérales®? ainsi que l'usage des
compléments alimentaires : probiotiques, prébiotiques et symbiotiques.364 Le réle des

fibres alimentaires est ici prépondérant, comme nous allons le développer ci-apres.

Les fibres alimentaires

Définition

Différentes institutions proposent une définition des fibres alimentaires. Celle
adoptée en 2014 par la commission européenne est tirée du Codex Alimentarius®®, |ui-
méme issu de I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et |'agriculture
(FAO) et de I'Organisation mondiale de la santé (OMS). Il énonce que « Par fibres
alimentaires, on entend les polymeres glucidiques de plus de dix unités monomeres,
qui ne sont pas hydrolysés par les enzymes digestives de l'intestin gréle de 'homme ».
L’'importance de l'action enzymatique permet de différencier les fibres alimentaires
d’autres polymeres glucidiques comme I'amidon simple, sensible a Il'action de
'amylase. Le terme de fibre alimentaire n’est pour autant pas synonyme de non

digestible, certaines fibres pouvant étre dégradées par des enzymes d’origine non
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humaine. A ce titre, le microbiote présente un réle central dans la digestion et la

fermentation des fibres alimentaires.

Ces fibres sont un composant essentiel de [lalimentation, elles sont
indispensables au bon fonctionnement du tractus digestif. Elles sont d’origine
exclusivement végétale et on peut les retrouver dans les fruits, les légumes, les
céréales complétes ou les légumineuses. Les derniéres recommandations de '’Agence
nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de l'environnement et du travail
(ANSES)®®, publiées en 2016, préconisent une consommation quotidienne de 30
grammes de fibres a I'age adulte, bien au-dela des 20g/j observées en France a I'heure
actuelle.®® Une proportion égale de fibres solubles et insolubles est par ailleurs

recommandée.%®

Classification

Les fibres alimentaires peuvent étre classées selon plusieurs critéres, elles se
divisent notamment en fibres solubles et insolubles. Les fibres solubles sont miscibles
dans l'eau, a l'origine d’'une substance gélatineuse. La pectine, les gommes, les béta-
glucanes et 'amidon résistant sont les principaux représentants de cette catégorie. On
les retrouve dans I'alimentation via les agrumes, les pommes, les pois ou encore les
haricots. Ces fibres ralentissent la digestion et l'absorption des glucides en
augmentant la viscosité du bol alimentaire. Elles régulent ainsi la glycémie et réduisent

le cholestérol sérique en liant les acides biliaires dans l'intestin.

Les fibres insolubles, elles, ne se dissolvent pas dans l'eau et leur réle est
essentiellement mécanique. Elles absorbent I'eau, ce qui augmente le volume des
selles et favorise un transit intestinal régulier. On retrouve entre autres la cellulose,

I'hémicellulose et la lignine dans cette catégorie. Elles sont particuliérement présentes
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dans les produits céréaliers complets, les noix et les légumes. Seules certaines sont

fermentescibles.

Les fibres solubles et certaines fibres insolubles sont fermentées dans le colon
par le microbiote, faisant d’elles une source de différents gaz et dAGCC. Ceux-ci,
aussi nommé acides gras volatils, agissent sur de nombreux systémes

homéostatiques comme nous allons le détailler ci-apres.

Roéles

Régulation de la glycémie

Les fibres alimentaires ont une influence positive sur la glycémie et
I'insulinémie®’, elles augmentent la sensation de satiété et réduisent I'apport calorique
global.®® Les fibres solubles augmentent la viscosité du bol alimentaire ce qui ralentit
la vidange gastrique et I'absorption des glucides®®, réduisant les pics de glucose
postprandiaux. Les fibres insolubles améliorent la sensibilité a [linsuline par
I'intermédiaire du microbiote intestinal’®, ce qui diminue [I'hyperglycémie et
I'nyperinsulinisme post-prandiale.”! De fait, plusieurs études épidémiologiques ont
montré que la consommation de fibres est associée a une diminution du risque de

développer un diabéte de type 2.7273

Effets sur le cholestérol

Plusieurs méta-analyses récentes’’> montrent que la consommation de fibres
solubles comme les béta-glucanes et la pectine est corrélée a une amélioration des
principaux facteurs de risque cardiovasculaires : taux de LDL-cholestérol, pression
artérielle et indice de masse corporelle. Chaque type de fibre a ses propres
caractéristiques avec un mécanisme et un impact d’'ampleur variable.”® Par exemple,
le psyllium est une fibre soluble couramment utilisée comme complément alimentaire.

Son association avec une statine provoque une réduction du LDL-cholestérol
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équivalente a un doublement de la dose de statines.”” Plus globalement, une

consommation élevée de fibres alimentaires est associée a un risque réduit de

mortalité prématurée’®, en particulier de cause cardiovasculaire.

Le mécanisme d’action des fibres alimentaires reste encore débattu. Il a été
proposé qu’elles puissent piéger les acides biliaires dans la lumiére intestinale,
obligeant le foie a utiliser davantage de cholestérol pour produire de nouveaux acides

biliaires.”®

Prévention de la constipation

Les fibres insolubles sont capables d’absorber un important volume d’eau, ce
qui augmente le volume des selles et améliore leur consistance, réduisant ainsi le
risque de constipation.t® Un ratio de 1:1 entre fibres solubles et insolubles est le plus
favorable dans cette indication.®’ D’autres mécanismes laxatifs des fibres alimentaires
ont été décrits in-vivo, par exemple en contribuant a la prolifération de
Limosilactobacillus reuteri (anciennement Lactobacillus reuteri) qui favorise la motilité

intestinale par un mécanisme sérotoninergique.8?

Impact sur 'immunité et I'inflammation

Nous avons précédemment développé le réle du microbiote intestinal dans
'inflammation et I'immunité. Or les principaux médiateurs du microbiote sont les AGCC
issus de la fermentation des fibres alimentaires, c’est pourquoi elles ont un impact

indirect majeur sur 'immunité et la réponse inflammatoire.®3

Cependant, les fibres alimentaires ont aussi un impact direct sur la barriére
intestinale en modulant I'étanchéité des jonction serrés® et la production de mucus
par les cellules caliciformes.85 In-vitro certaines fibres on réduit I'expression de
chimiokines pro-inflammatoires par les cellules épithéliales intestinales.®¢ Enfin, les
fibres alimentaires agissent sur certains récepteurs Toll-like (TLR) des cellules
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épithéliales et dendritiques et modulent ainsi la production de cytokines

inflammatoires.8”

Protection contre le cancer colorectal

La consommation de fibres alimentaires est associée a une diminution de
I'incidence du cancer colorectal®, plusieurs mécanismes ont été mis en évidence. En
augmentant le volume fécal elles favorisent la dilution des substances cancérogénes
et diminuent leur contact avec la muqueuse intestinale. Un régime riche en fibres
alimentaires induit une concentration luminale élevée en butyrate qui ne peut pas étre
entierement métabolisé par les entérocytes. Dans cette configuration le butyrate
présente une action inhibitrice des histones désacétylases avec un effet antiprolifératif
et pro-apoptotique sur les cellules épithéliales tumorales.® Enfin, la consommation de
fibres alimentaires est corrélée a une diminution de la concentration fécale en acides
biliaires secondaires. Or, si parmi ces derniers certains comme l'acide lithocholique
sont surreprésentés chez les centenaires®, d'autres possédent une action pro-

carcinogéne colique.®’

Relation entre fibres et microbiote

Si, par définition, les fibres alimentaires ne sont pas digestibles par les enzymes
humaines elles sont pour la plupart fermentescibles par le microbiote. Différents types
de fibres requiérent différentes enzymes, donc potentiellement différentes espéeces
bactériennes pour étre dégradées. Mais ce n'est pas seulement la capacité
enzymatique d’une espéce qui détermine sa capacité a tirer profit d'une catégorie de
fibre alimentaire. C’est aussi sa capacité a lier le substrat, a tolérer les modifications
de I'environnement induite (comme le changement de pH) et a bénéficier des produits

issus de la fermentation.
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C’est par I'ensemble de ces mécanismes que l'apport en fibres modifie la
composition du microbiote. Par exemple, chez 'Homme, la prise orale d’amidon
résistant a accru la proportion de Bifidobacterium adolescentis, Ruminococcus bromii,
Eubacterium rectale, et Parabacteroides distasonis® alors que I'ingestion de galacto-
oligosaccharide a sélectivement favorisé certaines souches de Bifidobacterium®,
seules capables d'utiliser ce substrat. C’est d’ailleurs en se fondant sur cet argument
que s’est développé une gamme de compléments alimentaires « pré-biotiques »
censés apporter un meilleur équilibre de la flore intestinale en favorisant certaines

especes bénéfiques, bien que ces promesses restent la encore soumises a caution.

Usage des fibres en réanimation

Prés de la moitié des patients hospitalisés en réanimation présentent une
dysfonction de la barriére intestinale, associée a une mortalité plus élevée.®* C’est
pourquoi l'impact d’'un apport entéral de fibres alimentaires en réanimation a été
exploré par plusieurs études.®® Chez ces patients, I'apport en fibres alimentaires
favorise I'expansion des espéces productrices d’AGCC% dont la présence est
associée dans ce contexte a une protection contre la colonisation par des espéces
pathogénes.% Par ailleurs, les fibres sont réputées réduire le risque de diarrhée, leur
adjonction en réanimation a montré son efficacité dans cette indication.®® Cependant,
deux méta-analyses portant sur l'utilisation des fibres en réanimation n’ont pas montré
d'impact sur les complications gastro-intestinales, la durée d’hospitalisation en

réanimation ni la mortalité.95.99

A I'heure actuelle, la Society of Critical Care Medicine (SCCM) et I’American
Society for Parenteral and Enteral Nutrition (ASPEN) recommandent I'ajout de fibres
alimentaires en routine chez les patients hémodynamiquement stables et déja sous

nutrition entérale. Elles encouragent par ailleurs leur utilisation en cas de diarrhée
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persistante mais les déconseillent chez les patients a risque d’ischémie mésentérique

et de ralentissement important du transit."

Techniques classiques d’identification bactérienne

La nécessité d’identifier les pathogénes bactériens est bien antérieure a
I'’émergence de la biologie moléculaire. Plusieurs techniques ont successivement été
mises au point et sont encore en usage, que ce soit pour des raisons de rapidité, de

cout ou de formation des personnels.

Culture bactérienne

L’ensemble des techniques présentées ci-aprés nécessite une premiére étape
de mise en culture des bactéries a identifier. L’échantillon est étalé mécaniquement a
l'aide d’'une oese sur différentes géloses qui sont ensuite incubées a 35°C sous
atmosphére contrblée, de fagon a ce que chaque bactérie isolée soit a I'origine d’'une
colonie unique, fournissant suffisamment de matériel bactérien identique pour

permettre son identification ultérieure.

Examen direct

L’examen direct macroscopique et microscopique permet d’obtenir de
nombreuses informations sur I'espéce bactérienne a identifier. Macroscopiquement, la
couleur, la texture ou encore le type de gélose favorisant la croissance sont un
ensemble d’informations utiles. Microscopiquement la forme (cocci, bacille, ...),
'organisation (tétrade, chainette, ...) la mobilité, la présence d’un flagelle ou d’une
capsule, la coloration de Gram, sont autant de caractéristiques permettant de
suspecter un type de bactéries. Néanmoins, cela ne permet que dans de rares cas

d’aboutir a une identification précise.
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Tests biochimiques

Les premiéres techniques d’identification plus précises a avoir été utilisées
exploitent les caractéristiques biochimiques et enzymatiques propres a chaque espéce
bactérienne pour permettre leur identification. Généralement I'association de plusieurs
tests est nécessaire a une identification précise. On retrouve une trés large gamme de
tests selon les espéces. Les plus courants sont par exemple les tests a la catalase, a
'oxydase ou a la nitrate réductase qui se positivent lorsque la bactérie d’'intérét

exprime I'enzyme recherchée.

Ces tests ont par la suite été standardisés et ont mené a I'émergence des
galeries API (Appareils et Procédés d'ldentification) dans les années 1970. Chaque
galerie est composée d’'un ensemble de cupules prétes a I'emploi contenant chacune
un test permettant de détecter une réaction spécifique du microorganisme a un
substrat donné. Différentes galeries sont disponibles dont 'emploi est orienté par les

caractéristiques identifiées lors de 'examen microscopique.

MALDI-TOF

Le MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-Of-Flight)
est un spectrométre de masse qui combine une source d'ionisation par
désorption/ionisation laser sur matrice (MALDI) avec un analyseur en temps de vol

(TOF).

Une colonie bactérienne obtenue en culture est déposée sur une plaque
metallique et une matrice chimique est ajoutée pour cristalliser les composants
bactériens. Un laser est ensuite utilisé pour ioniser ces cristaux et les ions produits
sont accélérés par un champ électrique. lls se déplacent dans une chambre sous vide

jusqu'a un détecteur, ou leur temps de vol est mesuré. Ce temps que les ions mettent
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a atteindre le détecteur est proportionnel a leur rapport masse sur charge (m/Z).

Chaque molécule est a 'origine d’un spectre de masse caractéristique.

Le spectre de masse résultant de l'ionisation d’'une colonie bactérienne est
composé de la superposition de 'ensemble des profils moléculaires le composant. Il
est comparé a une base de données de référence qui permet une identification précise

de l'espéce bactérienne en quelques minutes seulement.

Techniques de biologie moléculaire

ARN 16S et autres genes cibles

Le séquengage de I'ARN ribosomique 16S est l'outil moléculaire le plus
performant pour identifier les différentes espéces bactériennes qui composent le
microbiote. Cette technique est qualifiée d’universelle car elle cible une région
génétique commune a I'ensemble des bactéries : le géne d’'un ARN ribosomique non
codant, 'ARNr 16S, qui fait partie de la petite sous-unité ribosomale des espéces
procaryotes. Elle présente la particularité de posséder plusieurs domaines trés
conservés, permettant d’utiliser des amorces universelles et neuf domaines
extrémement variables'®’, permettant [lidentification précise d'une espéce.!%?
Néanmoins, la similarité entre les ARNr 16S de deux espéces distinctes mais proches
peut atteindre 98,65%. D’autres génes présentant une forte variabilité peuvent étre
séquencés avec le méme objectif comme gyrB'% qui code pour la sous-unité B de

I'ADN gyrase ou le géne rpoB'%* qui code pour la sous-unité béta de ’ARN polymérase.

En cas de recherche d’une espéce bactérienne particuliere, orientée en fonction
du contexte clinique, certains genes spécifiques de I'espéce ou du profil de résistance
peuvent étre recherchés par PCR. La présence d’un produit d’amplification signant

alors la présence du pathogéne recherché.
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1ere génération

Meéthode de Maxam-Gilbert

Pratiqguement abandonnée de nos jours cette méthode a été la toute premiere
a étre publiée en 1973.7% Aprés une premiére étape d’extraction et de purification de
I’ADN a partir d’'un échantillon, un marqueur radioactif est fixé a I'extrémité des brins a

séquencer (Figure 6).

Les segments d’ADN obtenus sont répartis dans 4 puits ou un faible
pourcentage des différentes bases est modifié de fagon aléatoire par un réactif
chimique différent dans chaque puits : de I'hydrazine (bases C et T), de '’hydrazine en
solution alcaline (bases C), du diméthyle sulfate (DMS) (bases G) et de l'acide
formique (bases A et G). De la pipéridine est ensuite ajoutée pour casser les brins

d’ADN au niveau des bases modifiées.

Les fragments de taille variable vont ainsi étre générés et sont ensuite séparés
sur un gel de polyacrylamide. La séquence peut ensuite étre lue a partir de

I'autoradiographie.
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Figure 6 : représentation schématique de la technique de séquengage Maxam et Gilbert.

Cette méthode est utilisable avec des fragments simple et double-brin mais
prend beaucoup de temps et n'est pas capable de séquencer des fragments de plus

de 500pb. Elle nécessite par ailleurs I'utilisation de réactifs nocifs, c’est pourquoi elle
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sera rapidement remplacée par la technique Sanger. Elle reste encore parfois utilisée
pour quelques applications spécifiques telles que lidentification de modification

épigénétique ou la fixation de protéines a I'ADN.

Meéthode de Sanger (1977)

En paralléle des travaux de Maxam et Gilbert, une autre technique de
séquencage de 'ADN a été développée en 1977 par I'équipe de Frederick Sanger et
est désormais connue sous le nom de « Séquengage Sanger ».'% Elle s’est
rapidement imposée comme la technique de référence pendant prés de 40 ans,
occultant la méthode de Maxam et Gilbert. Gilbert et Sanger se partageront toutefois

le prix Nobel de Chimie en 1980.

Cette technique débute par 'amplification du fragment d’intérét par PCR. Une
fois un nombre suffisant de copies produites, elles sont réparties dans 4 puits
contenant chacun une polymérase et des désoxynucléotides (dATP, dGTP, dCTP et
dTTP) permettant d’effectuer un nouveau cycle de PCR. Cependant chaque puits est
complété avec environ 1% de di-désoxynucléotides (ddNTP) d’un seul type (ddATP,
ddGTP, ddCTP, ou ddTTP). Ce ddNTP est amputé du groupe 3’-OH nécessaire a la
formation de la liaison phosphodiester entre deux nucléotides, son incorporation
aléatoire empéche I'ajout du nucléotide suivant et provoque l'interruption précoce de

I'extension du brin complémentaire.

Des fragments de taille variable sont ainsi produits et peuvent étre séparés a
laide d’'un gel d’électrophorése, générant des bandes détectables par radio-
marquage. Les bandes successives dans un puit donné permettent d’identifier les
occurrences de la di-désoxynucléotide de ce puit. Il est ensuite possible de remonter
a la séquence compléte en comparant les 4 puits en méme temps (Figure 7).
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Une amélioration majeure de cette technique a été l'introduction de ddNTP
fluorescents, émettant une couleur différente selon leur nature. Il est alors possible
d’effectuer I'étape finale dans un seul puit et de lire la séquence par I'enchainement

des bandes fluorescentes.

A
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Figure 7 : représentation schématique de la technique de séquengage Sanger.

Aujourd’hui encore, la méthode Sanger reste largement utilisée pour certaines
études ciblées ainsi que pour la validation des résultats obtenus par d’autres méthodes
de séquencage. Elle a toujours I'avantage sur les technologies de séquengage a reads
courts (comme lllumina) en ce sens qu'elle peut produire des reads de séquences
d'ADN de plus de 500 nucléotides et maintenir un taux d'erreur trés faible avec des

précisions de 99,999 %.1%
2eme génération - NGS

Au début des années 2000 I'arrivée des techniques de séquengage de seconde

génération, (Next Generation Sequencing - NGS), a révolutionné le secteur en
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augmentant le débit de séquengage tout en diminuant drastiquement les couts de
production. Ces différentes techniques partagent quelques caractéristiques
communes. En particulier elles nécessitent toutes de débuter par une étape
d’amplification par PCR de I'ADN. Ces méthodes sont capables de produire des

résultats en temps réel, et de traiter une grande quantité de séquences en paralléle.

Pyroséquencgage et lon Torrent

En 2005 le pyroséquencage a été la premiere technologie de NGS a avoir été
mise sur le marché par Roche, sous le nom « 454 ». |l s’agit d’'une technique de
séquencgage par synthése. L’ADN d’intérét est fragmenté en brins d’environ 500 paires
de bases et une séquence adaptatrice spécifique est ajoutée a chaque fragment. Ces
fragments sont mis au contact de billes de résine couvertes chacune par la répétition
d’'une séquence complémentaire de I'une des séquences adaptatrices, permettant la
fixation d’un fragment unique par bille. Ces fragments sont ensuite amplifiés par PCR
en émulsion (emPCR) de fagon a couvrir chaque bille de copies d’'un méme fragment.
Les billes sont ensuite réparties individuellement dans les puits d’'une microplaque
contenant les enzymes ADN-polymérase, ATP-sulfurylase et luciférase ainsi que les

réactifs 3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate (PAPS) et luciférine.

Les puits sont alimentés de fagon séquentielle par 'un des quatre dNTP. En cas
de complémentarité la polymérase incorpore le dNTP ce qui libére dans le puit un
pyrophosphate a I'origine d’'une cascade enzymatique. En présence de PAPS 'ATP-
sulfurylase convertit le pyrophosphate en sulfate et en ATP. L’ATP est consommée
par la luciférase pour convertir la luciférine en oxyluciférine ce qui est a l'origine d’un
flash lumineux d’'une intensité proportionnelle a la quantité d'ATP disponible et donc
au nombre de nucléotides incorporées. Ce flash est enregistré et quantifié en temps
réel par une caméra. Les nucléotides restants sont rincés et un nouveau cycle est initié

avec un autre nucléotide jusqu’a la synthése compléte des brins complémentaires.
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Cette technique n’est plus commercialisée depuis 2013 face a I'émergence de

nouvelles techniques de NGS plus performantes en termes de cout et de fiabilité.

Commercialisée depuis 2010, la technologie lon Torrent reprend les mémes
étapes initiales mais remplace la détection optique du pyrophosphate par la détection
pH-métrique d’'un proton H+ émis lui aussi lors de l'incorporation d’'un dNTP. Cela a
permis 'usage de détecteur de pH génériques, induisant une importante réduction des

couts.

lllumina

La technique lllumina, d’abord connue sous le nom Solexa, est la technologie
de NGS la plus utilisée aujourd’hui, il s’agit la aussi d’'une technique de séquencage
par synthése. Les séquences d’ADN sont segmentées en brins courts, (150-800 paires
de bases). Une séquence adaptatrice est ajoutée aux extrémités pour permettre leur
hybridation aléatoire a des oligonucléotides présents a la surface d’'une plaque en
verre, la cellule de flux. Pour permettre le séquencage simultané de plusieurs
échantillons, une séquence étiquette peut étre préalablement fixée aux extrémités de

brins afin d’'identifier leur origine avant I'étape de reconstruction du génome.

Les brins sont ensuite amplifiés par PCR en pont. La fixation des brins sur la
cellule de flux génére des clusters de molécules de séquence identique. Le
séquencgage proprement dit est ensuite effectué a I'aide de nucléotides terminateurs
fluorescents dont le fluorochrome terminateur peut étre clivé par une enzyme dédiée.
Simultanément, les brins complémentaires de chaque cluster sont complétés par un
nucléotide identique, responsable d’une fluorescence suffisamment intense pour étre
identifiée par une caméra. Les fluorophores sont ensuite clivés, permettant I'insertion
de nouveaux nucléotides. Ces étapes sont répétées jusqu’a la synthése compléte des

brins complémentaires. L'identification des nucléotides, ou basecalling, a partir des
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émissions fluorescentes est effectué en temps réel. Une étape de bio-informatique est

ensuite nécessaire pour reconstituer le ou les génomes complets a partir des

fragments séquenceés (Figure 8).
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Figure 8 : représentation schématique de la technique de séquengage lllumina.
Schéma édite par lllumina

SOLID

Commercialisée depuis 2006, la technologie SOLID (Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection) utilise une approche originale qui ne doit pas
étre confondue aux méthodes de séquengage par synthése. Seules les premieres
étapes restent similaires au pyroséquencgage. L’ADN est clivé en fragments d’environ
200 paires de bases et fixés par des adaptateurs a la surface de billes avant d’étre

amplifiés par emPCR.

Seize sondes de 8 nucléotides correspondant aux 16 combinaisons possibles
des deux premiers nucléotides sont ensuite utilisées, chacune portant 'un des 4

fluorophores disponibles. Seules ces deux premiers nucléotides sont complémentaires
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du brin étudié et seront a l'origine de la fixation de la sonde. Les trois nucléotides
suivants sont non spécifiques et seront incorporés, les trois derniers nucléotides de la
sonde sont clivés aprés lecture de la fluorescence. Cette méthode permet d’identifier
deux nucléotides sur cinq a chaque cycle, en partant de 'amorce (primer n). L’amorce
est ensuite décalée d’'un nucléotide a la fois et le processus est répété jusqu’a

l'identification de I'ensemble des nucléotides de la séquence (Figure 9).
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Figure 9 : représentation schématique de la technique de séquengage SOLID.
Voelkerding et al. Clinical Chemistry, 2009.
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3eme génération - TGS

Le séquencage de troisieme génération (TGS) représente un nouveau saut
qualitatif des technologies de séquencgage de I'ADN.'% Ces technologies sont les
premiéres a ne pas nécessiter d'étape préalable de PCR, le séquengage se fait
directement a partir d’'une unique molécule d’ADN. Plus rapide, non soumises aux biais
de PCR et pouvant séquencer des brins trés longs, elles restent a I'heure actuelle

moins précises que les techniques de NGS utilisées en routine.

PacBio — SMRT

Développée par Pacific Biosciences (PacBio), la technologie SMRT (Single-
Molecule Real-Time sequencing) est la premiére technologie de TGS a avoir été mise
sur le marché en 2010. Elle permet de séquencer en une seule fois des brins pouvant
aller jusqu’a une centaine de kilobases. Des amorces en épingle a cheveux sont fixées
a chaque extrémité d’'un fragment d’ADN double brin avant que les deux brins
complémentaires ne soient séparés, résultant en une molécule circulaire d’ADN simple

brin.

Une unique polymérase fixée au fond d’'un puit d’'une dizaine de nanométres
de diametre prend alors en charge la molécule d’ADN et commence a générer le brin
complémentaire a I'aide de nucléotides fluorescents. A chaque ajout de nucléotide, la
réaction est temporairement arrétée, un laser excite le fluorophore venant d’étre ajouté
et la fluorescence émise, caractéristique du nucléotide, est enregistrée. Le fluorophore

est ensuite clivé et la polymérase passe au nucléotide suivant.

La molécule séquencée est circulaire, il est donc possible de la lire plusieurs
fois en boucle afin d’'améliorer la précision de la technique. Cette méthode, appelée

high Fidelity (HiFi), permet de dépasser les 99,5% d’exactitude.®®
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Autres techniques

D’autres techniques de séquengage direct ont été explorées sans avoir été
commercialisées a ce jour. En 2009 IBM a annoncé développer une technologie de
transistor ADN faisant circuler a grande vitesse un brin d’ADN dans un nanopore
possédant une structure similaire a celle d’'un transistor et qui serait capable de

détecter la signature électronique caractéristique de chaque base.

Des entreprises comme Reveo, Electron Optica et ZS Genetics ont proposé
d’utiliser la microscopie électronique haute résolution pour visualiser et séquencer
directement les molécules d'ADN. Il est effectivement possible de déterminer la
séquence nucléotidique d’un fragment d’ADN en le marquant avec des atomes lourds
puis en l'analysant par microscopie électronique. L’avantage principal de cette
méthode est la possibilité de séquencer de longs fragments de plus de 10 kBp avec
précision et de détecter les modifications épigénétiques associées. Cependant, sa
complexité, son cout élevé et la nécessité d’'un équipement dédié n'ont pas permis a

cette technologie d’émerger.

Focus sur le séquencage Nanopore

Principe général

Le séquencage Nanopore est une technologie de séquengcage d’ADN décrite
pour la premiére fois en 1996.7"° Elle se fonde sur 'emploi de nanopore c’est-a-dire
une ouverture de quelques nanomeétres de diameétre dans une membrane séparant
deux milieux. L’instauration d’une différence de potentiel entre ces milieux est a
'origine d’un courant ionique mesurable au travers du pore. En faisant au méme
moment circuler une molécule d’ADN dans le pore, le flux d’ions est perturbé,
permettant d’identifier une signature spécifique de chaque base. Il est alors possible
de séquencer la totalité de la molécule d’ADN en enregistrant les fluctuations de
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courant électrique tout au long du passage de la molécule d’ADN (Figure 10). En
pratique, en fonction de la taille du pore un nombre k de bases successives sont
présentes simultanément dans le pore et forment un k-mers, auquel est associée la

perturbation de courant enregistrée.

Helicase
enzyme

Protein pore

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ Lipid biie_lyer
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Base-called data
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Figure 10 : représentation schématique de la technique de séquengage nanopore.
Beckett et al. Biochem, 2021.711

Différents types de nanopores

Ces pores peuvent étre d’origine biologique ou synthétique. On les retrouve par
exemple naturellement a la surface cellulaire pour permettre les échanges entre
cytoplasme et environnement extérieur. L'a-hémolysine (aussi appelé a-toxine
staphylococcique) est un homoheptamére cylindrique produit par Staphylococcus
aureus "2, il est le nanopore biologique le plus utilisé en génie biologique, par exemple
dans la technique du patch-clamp. Il posséde une structure cylindrique de 1,6 nm (16

A) de diamétre interne, & peine quatre fois le diamétre d'un cation de calcium Ca2+.
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Lorsqu’il se fixe au travers de la membrane cytoplasmique des hématies il provoque

un flux sortant hémolytique.

Le principal avantage des nanopores biologiques est leur versatilité.''® Etant
codés par des génes bactériens, il est possible de modifier leur structure par
l'intermédiaire de modifications génétiques. Ces modifications de forme, de diamétre,
d’ajout de sites spécifiques, etc permettent de régulierement améliorer la précision des
technologies qui en dérivent. |l est aussi facilement possible de fixer différentes
molécules sur ces pores, en particulier la protéine hélicase. Il s’agit d’'un moteur
moléculaire permettant de réguler la vitesse de passage de 'ADN dans le pore. Ces
pores présentent cependant une grande fragilité et sont extrémement sensible aux

vibrations, a la température, au pH et a la force ionique.

il est aussi possible de créer des nanopores artificiels en perforant une
membrane synthétique.’* Les plus utilisés aujourd’hui sont produits a partir d’'une
membrane de nitrure de silicium exposé a un faisceau d’ions.''® D’autres techniques
ont été proposées, par exemple un procédé d’attaque chimique d’'une membrane en
polymeére'® ou, plus récemment, I'utilisation de nanotubes de carbone.''” Ces
techniques ont I'avantage de produire des pores beaucoup plus stables mais sont

beaucoup plus difficile a mettre en ceuvre, avec une reproductibilité plus faible.

Séquencgage Oxford Nanopore (ONT)

La société Oxford Nanopore utilise un nanopore biologique généré a partir d’'une
lipoprotéine CsgG d’Escherichia coli modifiée et sur laquelle est fixée une hélicase.
Dans leur derniére version, R10, ONT introduit un systéme de pore dual a double
constriction."® Cela diminue le taux d’erreur en particulier autour des régions
homopolymeres ou plusieurs nucléotides identiques apparaissent successivement et

sont difficile a identifier séparément (Figure 11).
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ONT commercialise différentes cellules de flux totalement intégrées. Les pores
sont collectés par broyage cellulaire, répartis a la surface d'une membrane lipidique et
regroupés par quatre pour former un puit de lecture unique. Dans chaque puit, un seul
des quatre pores est actif a la fois. Le modéle Flow Cell posséde un total de 512 puits
et 2048 pores dont au moins 800 sont garantis fonctionnels par la société. Seuls
cinquante pores fonctionnels sont garantis pour le modéle Flongle. La cellule de flux
est équipée de I'ensemble du matériel permettant d’initier et de mesurer le courant
ionique spécifique de chaque puit. Il est donc possible de séquencer en paralléle
autant de molécule d’ADN qu’il y a de puits fonctionnels. Le signal électrique est
enregistré et traité a I'aide du logiciel MinKNOW et traduit en séquence nucléotidique
par le logiciel d’appel de base (basecaller) Dorado, nativement intégré a MinKNOW.
De nombreux autres logiciels ont été développés pour effectuer ces étapes, ils sont

généralement disponibles sur GitHub.'"®

g ) Nanopore

Figure 11 : représentation schématique de la technique de séquencage nanopore.
Zhang et al. J Genet Genomics, 2024.718

Séquencage 16S : ONT Vs lllumina

Les outils de NGS, et en particulier lllumina, sont aujourd’hui les plus utilisés
dans le cadre du séquencgage de 'ARN 16S.'2° [Is offrent une grande précision de
séquengage mais sont limités par la longueur des reads. lls couvrent une a trois des

neuf régions hypervariables du géne seulement'?', ce qui restreint la précision
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taxonomique. De plus, le colt élevé de cette technologie oblige souvent a externaliser

le séquengage, ce qui allonge les délais.

L’avantage majeur de la technologie Nanopore est sa capacité a séquencer des
reads de grande longueur, associé a un co(t réduit. Elle permet de séquencer I'ARNr
16S d’un seul tenant et en capturant toutes les régions hypervariables. Cependant la
technologie ONT a longtemps présenté un taux d'erreur éleveé, incompatible avec la
précision nécessaire a cette application.’?? L’introduction d’'une nouvelle chimie en
2021 a permis d’atteindre une précision de 98.34, et une proportion de séquences
avec une précision supérieure a 99% de 30.1%.'%3 Ces résultats ont permis I'essor du
séquengage nanopore dans le séquengage de I'ARNr 16S. La technologie illumina
reste cependant toujours la plus précise, une récente étude sur Clostridioides difficile

a montré une qualité moyenne de 99.68% avec illumina contre 96.84% avec ONT.1%
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Objectif

La consommation de fibre modifie la composition et le fonctionnement du
microbiote intestinal, favorise certaines espéces commensales et participe a
’homéostasie colique. Notre principale hypothése de travail suppose que ces
avantages sur le microbiote protégent le patient de la colonisation digestive par des

bactéries multi-résistantes.

Les travaux présentés ici font suite a une étude préliminaire de notre laboratoire.
Elle avait permis de montrer I'impact positif de la supplémentation en SCFA sur I'axe
intestin-poumon dans un modéle de souris colonisées au niveau digestif par Klebsiella

pneumoniae productrice de carbapénémase NDM-1.

Ici nous aurons pour objectif de faire la preuve de concept d’'une méthode
d’analyse de la composition du microbiote de patients hospitalisés en réanimation au
CHU de Lille, porteurs ou non de BMR. Cela repose sur la mise au point des étapes
de préléevement, de conservation, de préparation et de séquengage des échantillons
et permettra par la suite de poursuivre ce projet par la caractérisation de I'impact de la

consommation de fibres sur le risque de colonisation de ces patients par une BMR.
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Matériel et méthode

Modéle murin

Nous avons sélectionné un modéle de souris males, de fonds génétique
C57BL/6JRj (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle, France) et 4gées de 6 a 8 semaines.
Elles étaient hébergées sous un statut sanitaire EOPS (exempt d'organismes
pathogenes spécifiques) dans une animalerie de niveau A2. Une stabulation de 1
semaine apres réception des souris était respectée. Les animaux étaient hébergés en
cages individuellement ventilées, par groupes de 5 souris. Le change était réalisé au
moins une fois par semaine. Les selles animales étaient prélevées immédiatement
apres exonération et congelées a -80°C. Une autorisation du comité d’éthique animale

a été obtenue préalablement a ce projet (APAFIS #7166)

Patients

Présentation

Trois séries d’échantillons d’origine humaine ont été exploités successivement.

Deux sont des prélévements issus d’écouvillons eSwab (Copan) et une de féces :

e La premiéere série contient 8 échantillons eSwab, 5 masculins et 3
féminins. L’age moyen des patients est de 58 ans avec des valeurs
extrémes a 28 et 76 ans. Une patiente est porteuse de BMR.

e La seconde série contient 14 échantillons eSwab, 11 masculins et 3
féminins. L’age moyen des patients est de 54 ans avec des valeurs
extrémes a 34 et 80 ans. Deux patients sont porteurs de BMR.

e La troisieme série contient 10 échantillons de feces, 6 masculins et 4
féminins. L’age moyen des patients est de 63 ans avec des valeurs

extrémes a 61 et 77 ans. Deux patientes sont porteuses de BMR.
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Echantillonnage du microbiote

Les 3 séries d’échantillons de microbiote ont été obtenus par écouvillonnage
rectal eSwab ou par prélévement de feces au lit du malade par le personnel soignant

et immédiatement congelés a -80°C.

Extraction et préparation des échantillons

Kits

Les échantillons de féces murins et humains ont préalablement été broyés par
1 minute de bead-beating au TissueLyzer (Qiagen, Hilden, Allemagne) avec deux
types de billes simultanément : céramique 1,4mm et verre 0,1mm. Les écouvillons ont
été directement extraits, sans bead-beating. L’ADN bactérien a ensuite été extrait a
l'aide du kit Qiagen QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne),
selon les recommandations du fabricant. Le rendement d’extraction a été quantifié sur

un uDrop. Les échantillons ont été conservés a -80°C.

Ajout des codes-barres

Les ADN extraits de chaque patient ont été complétés par un code barre
nucléique afin d’étre identifiable a I'issue du séquencgage. Pour cela nous avons suivi

le protocole proposé par Quantabio.?®
Amplification

Les ADN extraits ont été amplifiés par PCR avec des amorces spécifiques de
la région codant 'ARN 16S : aprés décongélation sur glace ils ont été amplifiés
pendant 35 cycles avec en suivant cette séquence : 98°C (10s), 55°C (5s) et 68°C
(5s). La quantification en ADN de chaque échantillon a été réalisée au uDrop pour les

deux séries eSwab et au Qubit pour les selles et les échantillons murins.
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Séquencage nanopore

Cellules de flux

Pour chaque procédure d'échantillonnage, des quantités identiques d’ADN
issus des préléevements de chaque patient ont été prélevés et mélangés en un seul
tube. Les séquengages ont été réalisés sur une machine Oxford Nanopore MinlON

Mk1C (Oxford Nanopore Technologies).

Les deux séries eSwab ont été séquencées sur des cellules MinlON (FLO-
MIN114) en chimie R9.4.1. La série “selles” a été séquencée sur des cellules Flongle
(FLO-FLG114) en chimie R10.4.1. Le nombre de pores disponibles a été contrélé

préalablement au séquengage selon le protocole du fabricant.

Contréle de qualité

Le nombre de pores disponibles a été contrélé préalablement au séquencgage

suivant le protocole du fabricant.

Appel de bases (basecalling) et assignation

L’appel de base a été effectué en temps réel par le logiciel MinKNOWY/Dorado,
édité par Oxford Nanopore. L'identification des espéces bactériennes est ensuite
réalisée a l'aide de la base de données SILVA version 138.1. L'assignation
taxonomique a été effectuée a l'aide du classifieur Kraken2, intégré au sein du pipeline
bio-informatique wf-16s d'EPI2ME Labs. Pour I'analyse, seules les séquences d'une
longueur comprise entre 800 et 2000 paires de bases ont été retenues, afin de cibler
spécifiquement les amplicons du géne de I'ARNr 16S. L'analyse a été conduite au rang
taxonomique du genre (G). L'estimation de I'abondance relative de chaque genre a été

ensuite affinée a l'aide de I'outil Bracken.
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Résumé des protocoles d’analyse murins

Des selles ont été recueillies directement lors de 'exonération de chaque souris,
pesées puis homogénéisées par bead-beating sur un TissueLyser Il (Qiagen, Hilden,
Allemagne) avec un mélange de billes de céramique 1,4 mm et de verre 0,1 mm.
L’ADN microbien a été extrait avec le kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen)
selon les recommandations du fabricant. Les ADN de chaque échantillon ont été
marqués par codes-barres (Quantabio), normalisés puis regroupés en un pool
équimolaire. L’amplicon 16S a été amplifié¢ par PCR (35 cycles) et quantifié au
fluorimetre Qubit. Les bibliothéques ont été séquencées sur un MinlON Mk1C (Oxford
Nanopore Technologies) en utilisant des cellules de flux Flongle (FLO-FLG114) et
MinlON (FLO-MIN114) avec la chimie R10.4.1, aprés contréle du nombre de pores

actifs ; le basecalling a été réalisé en temps réel par MinKNOW/Dorado.

Résumé des protocoles d’analyse humains

Protocole E-Swab

Les échantillons ont été prélevés a I'aide d’'un écouvillon rectal E-Swab. L'ADN
microbien a été extrait avec le kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen) selon les
recommandations du fabricant. Les ADN issus de chaque patient ont été marqués par
codes-barres (Quantabio), normalisés puis regroupés en un pool équimolaire.
L’amplicon 16S a été amplifié par PCR (30 cycles pour la premiéere série d’écouvillons
puis 35 cycles) et 'amplification quantifiée par uDrop. Le séquengage a été réalisé sur
une cellule de flux ONT MinlON avec la chimie R9.4.1 ; le basecalling a été effectué

en temps réel (MinKNOW/Dorado).

Protocole Selles

Les échantillons de selles ont été transportés dans des pots stériles. Apres

bead-beating sur un TissueLyser Il (billes de céramique 1,4 mm et de verre 0,1 mm),
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’ADN microbien a été extrait avec le kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen)
conformément aux recommandations du fabricant. Les ADN de chaque patient ont été
marqués par codes-barres (Quantabio), normalisés puis poolés de maniére
équimolaire. L’amplicon 16S a été amplifié par PCR (35 cycles) et quantifié au Qubit.
Le séquencage a été réalisé sur une cellule de flux ONT Flongle avec la chimie

R10.4.1 ; le basecalling a été effectué en temps réel (MinKNOW/Dorado).
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Résultats

Comparaison des cellules de flux Flongle et MinlON dans un

modéle murin.

Nous avons d’abord évalué, chez la souris, I'impact du type de cellule de flux
(Flongle vs MinlON) sur les résultats de séquengage. Des échantillons de selles issus
de six groupes expérimentaux ont été prélevés et séquencés. Trois groupes
présentent un régime alimentaire enrichi (FR) et trois un régime pauvre en fibre (FF).
Un groupe de chaque a été exposé a une souche K. pneumoniae NDM-1 a J15 (CPE)
et un autre groupe a en plus regu deux injections de clindamycine a J14 et a J21
(CLIN). Au total, six groupes différents ont été analysés en fonction de I'exposition aux
fibres (FF ou FR), a la clindamycine (CLIN ou rien) et a la souche K. pneumoniae NDM-

1 (CPE ou rien).
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Figure 12 : Nombres de reads et diversité alpha de Simpson et Shannon en fonction du type
de cellule de flux utilisée (Flongle et MinlON)
FR = régime supplémenté en fibres ; FF = régime sans fibres ; + CPE = exposée a la souche
KPLO0.2 (K. pneumoniae NDM-1) dans 'eau de boisson pendant 24 heures au 15eme jour. ; +
CLI = injection de clindamycine aux 14eme et 21éme jours.

Comme attendu, la cellule de flux MinlON a obtenu un nombre de reads bien
supérieur a la Flongle, 26 000 contre 900 pour le groupe FR (Figure 12). Les scores
de diversité alpha de Simpson et de Shannon sont en revanche comparables entre les
différentes cellules de flux, quelles que soient les groupes étudiés. On retrouve une
diversité plus élevée en présence de fibres et fortement réduite en cas d’injection

d’antibiotique.

Malgré un nombre de reads réduit, la Flongle retrouve une abondance relative
des différents phyla bactériens similaire dans 'ensemble des groupes a celle de la

MinlON (Figure 13).
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Figure 13 : abondance relative des différents phyla bactérien dans le microbiote fécal murin
des différents groupes étudiés.
FR = régime supplémenté en fibres ; FF = régime sans fibres ; + CPE = exposée a la souche
KPLO.2 (K. pneumoniae NDM-1) dans 'eau de boisson pendant 24 heures au 15eme jour. ; +
CLI = injection de clindamycine aux 14eme et 21éme jours.
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Etude du microbiote fécal humain en réanimation

Pour le microbiote fécal humain, nous avons comparé deux meéthodes de
prélevement. Nous avons mis en ceuvre un premier protocole d’analyse réalisé a partir
d’un prélévement par écouvillonnage rectal E-Swab. Nous avons ensuite proposé une
version améliorée de ce protocole que nous avons appliqué aux préléevements de

selles.
Rendement des échantillons E-Swab sur MinlON R9.4.1

Nous avons débuté par I'analyse du microbiote prélevé par écouvillonnage
rectal. Nous avons réalisé deux séries d’analyses successives, la premiere avec 8

échantillons puis une seconde de 14 échantillons.

Au cours de la premiére analyse un seul échantillon, le n°5, a obtenu 1068 reads
contre seulement 8, 8, 9 et 13 reads pour 4 autres échantillons et 0 reads pour les trois
derniers échantillons (Figure 14). Sept genres bactériens ont été identifiés au total,
avec une abondance relative variable selon les échantillons (Figure 15). Les reads de
I'échantillon n°5 sont issus a 99,2% du genre Acinetobacter. Cette patiente était

colonisée par Acinetobacter baumannii producteur de carbapénémase OXA-23.
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Figure 14 : Nombre de reads obtenus dans chaque échantillon de la premiere analyse par
écouvillonnage.
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Figure 15 : Abondance relative des différents genres identifiés dans chaque échantillon de la
premiere analyse par écouvillonnage.

Une seconde analyse est effectuée sur un total de 14 échantillons avec un
protocole similaire, a 'exception du nombre de cycles de PCR qui avait été augmenté,
passant de 30 cycles a 35 cycles pour I'étape d’amplification. Seuls 4 échantillons
obtiennent un nombre de reads suffisant (Figure 16) : les numéros 8 (1362 reads), 11
(738 reads), 12 (1580 reads) et 13 (46 reads). 10 genres ont été identifiés au total,

avec une répartition extrémement variable entre les individus (Figure 17).
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Figure 16 : Nombre de reads obtenus dans chaque échantillon de la seconde analyse par
écouvillonnage.
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Figure 17 : Abondance relative des différents genres identifiés dans chaque échantillon de la
seconde analyse par écouvillonnage.
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Rendement des échantillons de féces sur Flongle R10.4.1

Pour les prélevements de selles, le protocole a été optimisé (PCR 35 cycles,
quantification Qubit, chimie R10.4.1), mais I'analyse a été réalisée sur une cellule
Flongle (FLO-FLG114) pour des raisons de colt et de faisabilité. Les deux séries
eSwab avaient été séquencées sur MinlON (FLO-MIN114) en R9.4.1. Compte tenu du
nombre de pores garantis (50 pour Flongle vs =800 pour MinlON) et du débit théorique

(2,8 Gb vs 50 Gb), un nombre de reads plus faible était attendu sur la série “selles”.

Le nombre de reads obtenus varie de 4 a 706 par échantillon avec une moyenne
de 197 (Figure 18). Parmi les 8 échantillons avec plus de 10 reads, 10 genres sont
identifiés avec des abondances relatives variable dont la variété n’est pas corrélée au
nombre de reads. Le patient n°8 était colonisé par Enterobacter hormaecheii et
Enterobacter aerogenes producteurs de carbapénémases OXA-48 ; Enterobacter

représentait 27% des reads analysés (Figure 19).
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Figure 18 : Nombre de reads obtenus par échantillon de I'analyse sur selles.
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Figure 19 : Abondance relative des différents genres identifiés par échantillon de I'analyse sur
selles.
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Discussion

Ce travail a permis de développer un protocole d’analyse du microbiote fécal
par séquengage Nanopore, spécifiquement adapté au contexte de la réanimation. Nos
analyses préliminaires ont mis en évidence la supériorité des prélevements de selles

par rapport aux écouvillons.

Technologie de ségquencage

L’un des avantages majeurs de la technologie nanopore réside dans sa rapidité
de mise en ceuvre. La littérature montre comment son utilisation en routine clinique
permet la détection de pathogénes en quelques heures seulement contre plusieurs
jours avec les technologies usuelles.’® Une étude comparant les technologies ONT,
lllumina et la détection par MALDI-TOF chez 67 patients atteints de septicémie
rapporte 100% de concordance dans lidentification de pathogénes et 92% dans
I'identification de génes de résistance.'?” Le temps de mise en oceuvre est une
différence majeure entre ces technologies : les résultats ont été obtenus en 3h30
seulement par le séquengage nanopore contre 50h30 avec lllumina, pour un co(t
largement réduit. Un tel gain de temps permet de mettre en place un suivi en temps
réel de la charge bactérienne et de I'émergence de résistance au cours d’'une
antibiothérapie ou encore de I'’évolution du microbiote au cours d’'une hospitalisation
et de la mise en ceuvre de différents traitements, en particulier une transplantation de
microbiote fécal. Une adaptation dynamique des traitements devient possible en

routine clinique et ouvre la voie a une meilleure prise en charge des patients.

Méthode d’échantillonnage

De nombreuses techniques de prélevement du microbiote intestinal ont été
décrites dans la littérature, avec un caractére invasif variable.'?® Les deux principales

techniques non invasives les plus courantes sont I'écouvillonnage rectal et le
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prélevement de feces. Il est bien établi que ces deux approches n’explorent pas les
mémes composantes du microbiote : I'écouvillonnage rectal préleve une combinaison
de microbiote luminal et mucosal, 1a ou un échantillon de féces est essentiellement
composé de microbiote luminal.'?® C’est pour cela que [Iutilisation d’écouvillons
rectaux n’est recommandée qu’en cas d’impraticabilité du préléevement de féces.
D’autres études ont montré I'absence de différence significative entre les deux

techniques, en particulier concernant les scores de diversité alpha et béta.'30

Il convient de noter que ces résultats ont principalement été obtenus avec des
techniques de séquencage de nouvelle génération de type lllumina. Or, une étude
comparative récente sur I’écouvillonnage de microbiotes buccaux et rectaux montre
que ces protocoles ne peuvent pas étre transposés tels quels a la technologie
nanopore.’' lls nécessitent une revalidation compléte de la chaine analytique :
conditions d'échantillonnage et de stockage, extraction de I'ADN, construction de
bibliotheques et classification bioinformatique. Parallélement, de nouveaux protocoles

d’exploitation des féces via la technologie Nanopore ont été proposés.’3?

Nos résultats confirment la nécessité d’adapter les protocoles existants au
séquengage nanopore. Le nombre de reads obtenu avec des écouvillons eSwab est
insuffisant pour analyser correctement le microbiote des patients. Cela peut étre d0 a
plusieurs limitations pratiques: la localisation du préléevement et la charge de
I'écouvillon doivent étre de bonne qualité, le milieu de conservation fourni par les
fabricants d’écouvillons peut avoir un impact sur I'exploitation du prélévement et enfin
les différents kits d’extraction disponible peuvent étre inadaptés a la technologie
Nanopore. L'usage de féces nous a permis une meilleure analyse du microbiote. Or,
la charge bactérienne d’'un échantillon de féces est bien supérieure a celle d’un
écouvillon et celui-ci ne nécessite pas de milieu de conservation spécifique, limitant

les risques d’interférences.
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Il convient également de souligner que la série « selles » a été séquencée sur
Flongle (FLO-FLG114, chimie R10.4.1), tandis que les deux séries « écouvillons » I'ont
été sur MinlON (FLO-MIN114, chimie R9.4.1). Compte tenu du nombre de pores actifs
garanti (50 vs 800) et du débit théorique (2,8 Gb vs 50 Gb), un nombre de lectures
(reads) plus faible pour les échantillons de selles était attendu, indépendamment des
autres différences de protocole (type de matrice, 30 vs 35 cycles PCR, quantification
pMDrop vs Qubit, chimie R9.4.1 vs R10.4.1). Cette différence de plateforme constitue
donc un facteur de confusion pour la comparaison brute des profondeurs entre
matrices. Au regard de cette différence de plateforme, nos résultats sur selles sont en
réalité conservateurs : réalisés sur Flongle pour les selles, ils constituent une borne
inférieure du rendement. A protocole identique sur MinlON, on peut raisonnablement
s’attendre a une multiplication d’'un facteur 20 du nombre de reads (rapport de pores
actifs et de débit), faisant mécaniquement passer d’un signal de quelques centaines a
plusieurs milliers de reads par échantillon. En pratique, ce gain devrait résorber la
majorité des cas < 10 reads, améliorer la détection des genres peu abondants,
stabiliser les indices de diversité (alpha/béta) et renforcer la robustesse des
assignations. Cette projection confirme [lintérét des selles comme matrice
préférentielle pour la suite, idéalement avec des séries appariées sur une méme cellule

de flux pour des comparaisons non biaisées.

Face a ces résultats il parait donc plus pertinent de recommander I'utilisation
de selles au cours des essais a venir, dés lors que cela est possible sur le plan

logistique.

Cellule de flux

Les cellules de flux Flongle et MinlON, toutes deux produites et
commercialisées par Oxford Nanopore Technologies, different respectivement par

leurs nombres de pores minimums (50 contre 800), la quantité de données produite
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(2,8Gb contre 50Gb) et leur prix catalogue (68€ contre 700€). La cellule de flux MinION
est par ailleurs réutilisable plusieurs fois avant que le nombre de pores disponibles ne

chute.

Plusieurs études ont comparé ces cellules entre elles ainsi qu’avec d’autres
technologies de séquencgage.’33134 Une étude publiée en 2023 par Cuber et al.'3
faisant la comparaison entre séquengage Sanger, PacBio SMRT Cell 1 M, Flongle
R9.4.1, MinION R9.4.1 et MinlON R10.4 a montré que la Flongle présente un taux
d’erreur de démultiplexage de 16.82%—49.26% contre 7.27%—-8.18% pour la MinlON
R10.4 ce que les auteurs estiment comme acceptable dans un objectif d’identification
taxonomiques, a un codt largement inférieur. |l est probable que I'écart entre une
Flongle et une MinlON utilisant la méme chimie R10.4, comme présenté dans nos

travaux, soit par ailleurs moins éleveé.

Une autre étude, publiée en 2021 par Jeck et al.’®® a comparé les technologies
Flongle, MinlON et lllumina appliqués a la recherche de génes de fusion dans 15
prélevements tumoraux. lls rapportent une profondeur plus élevée de 467% en
moyenne avec l'utilisation d’'une Flongle comparée une MinlON. Aucun faux positif
(contre un avec la cellule MinlON) et 2 faux négatifs contre 3 en MinlON. lllumina reste

pour les auteurs le gold standard mais présente un intérét supplémentaire réduit.

Nos travaux confirment bien une amélioration du nombre de reads exploitables
avec la chimie R10.4, comparativement a la R9.4.1. lls semblent par ailleurs indiquer
une efficacité suffisante de la Flongle pour séquencer le microbiote fécal. Cependant
des analyses complémentaires seront encore nécessaires pour optimiser leur
rendement et confirmer ces résultats préliminaires. L’approfondissement de ce travail
permettra de cartographier avec précision le microbiote des patients hospitalisés en

réanimation. Il sera alors possible de poursuivre les études menées précédemment
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dans un modeéle murin sur le réle des fibres alimentaires sur la colonisation par des

bactéries multi-résistantes et le risque infectieux associé.

Pipelines bio-informatiques

La transformation des données brutes en information exploitable passe par
plusieurs étapes. Aprés le basecalling réalisé par Dorado, le logiciel propriétaire de
ONT, l'alignement des séquences peut s’appuyer sur différentes bases de données.
Dans ce travail nous avons utilisé la base SILVA : elle répertorie a la fois les petites
(16S/18S) et grandes (23S/28S) sous-unités d’ARN ribosomique (ARNr) et est, a ce
jour, la plus fréequemment employée. Mais d’autres bases comme le Ribosomal
Database Project, NCBI 16S ou Greengenes peuvent présenter un intérét. Cette
derniere par exemple est plus légere, elle ne contient que de I'ARNr 16S, ce qui
accélere l'identification des especes et permet de réduire d’autant le temps entre

I'envoi d’'une demande par le clinicien et la formulation d’'une réponse par le biologiste.

Il faut cependant noter qu’elle présente des mises a jour moins réguliéres. Or la
qualité des données présentes dans la base est un paramétre essentiel pour obtenir
une assignation taxonomique fiable des reads. On retrouve dans la littérature la
démonstration que le choix d’'une base de données influe sur les résultats obtenus3®
et des recommandations ont été publiées pour limiter les biais qu’un choix inapproprié

serait en mesure d’induire. 136

Limites de 'étude

Plusieurs limites restent a souligner dans notre travail et ouvrent autant de
perspectives. La taille, restreinte, de la cohorte et son hétérogénéité ne permet pas
d’atteindre la puissance statistique nécessaire a I'obtention de résultats formels.'3” Cet

échantillon reste cependant parfaitement adapté a la mise au point des techniques de
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laboratoires et nous permet d’élaborer un protocole de travail robuste qui, appliqué a

un plus grand nombre de patients, permettra la production de résultats exploitables.

Si les différents protocoles testés différent par plusieurs aspects, tous utilisent
un kit et une procédure d’extraction d’ADN similaire. Ceux-ci sont en effet largement
utilisés dans la littérature et leurs efficacités n’ont pas eu a étre remises en question
au cours de notre travail, que ce soit dans I’exploitation des écouvillons ou des selles.
Il reste cependant envisageable d’en expérimenter d’autres a I'avenir, en fonction de

I'évolution des offres commerciales disponibles et de la littérature.

Le séquencgage nanopore tel que nous I'avons mis en ceuvre dans ce travalil
produit une information exclusivement taxonomique. Elle nous permet de confirmer la
présence de différents genres bactériens et leurs abondances relatives mais ne nous
procure aucune donnée fonctionnelle. Une premiere adaptation du protocole de
séquencgage serait en mesure de générer des données épigénétiques comme cela a
déja été publie'813% mais une analyse métabolomique plus large requerrait de revoir
les différentes étapes pré-analytiques.’® Il serait en particulier recommandé de
réaliser une congélation immédiate des échantillons par azote liquide puis de les
maintenir a -80°C afin d’améliorer la conservation des métabolites d’intérét'#!, dont la

stabilité est généralement largement inférieure a celle de ’ADN.

62



Conclusion

L’étude du microbiote est complexe par sa nature, sa variété et son évolution
dynamique. La mise au point des techniques d’exploration est donc une étape cruciale

qui nous a permis de répondre a plusieurs questions essentielles.

En pré-analytique, les selles se révélent supérieures aux écouvillons rectaux
pour obtenir un signal exploitable. Sur le plan analytique, nous confirmons la faisabilité
du séquencage 16S par Nanopore et montrons que, dans notre configuration, une
cellule de flux Flongle associée a la chimie R10.4 est suffisante pour une premiére
approche, fournissant des assignations cohérentes et reproductibles avec le pipeline
informatique actuel. Il faut toutefois souligner que les analyses sur selles ont été
réalisées sur Flongle alors que celles sur écouvillons I'ont été sur MinlON : nos
rendements sur selles sont donc conservateurs. A protocole identique, un passage sur
MinlON permet théoriquement d’augmenter d’'un facteur 20 le nombre de reads
(rapport pores/débit), ce qui devrait réduire fortement les échantillons non exploitables,

améliorer la détection des taxons peu abondants et stabiliser les indices de diversité.

Ce travail de validation méthodologique constitue une étape indispensable et
jette les bases d'une future étude prospective de plus grande envergure. L'application
de ce protocole optimisé permettra d'évaluer avec précision l'impact d'interventions
nutritionnelles, comme la supplémentation en fibres, sur le risque de colonisation par
des bactéries multirésistantes chez les patients de réanimation, et d'explorer de

nouvelles stratégies pour préserver I'hnomeéostasie intestinale dans ce contexte critique.
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