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RESUME

Le microbiote intestinal constitue un réservoir d’activités enzymatiques riche et varié
dont I'expression fait partie intégrante de la physiologie de 'organisme et influe sur sa santé. La
mise en évidence par méthodes culturales classiques des Archaea méthanogeénes est difficile et
n’a permis a ce jour que la mise en évidence de deux Methanobacteriales hydrogénotrophes au
sein de ce microbiote : Methanobrevibacter smithii et Methanosphaera stadtmanae. Les travaux
de cette thése ont eu pour but d’apporter une vision moléculaire nouvelle de la diversité des
Archaea méthanogénes du microbiote et de r+echercher l'influence de l'age sur ces
communautés. Ces travaux ont été menés par analyse d'une partie du cistron mcrA, marqueur
moléculaire spécifique de la méthanogenese, et du gene codant pour 'ARNr 16S. Ces études ont
révélé une plus grande diversité des Archaea colonisant cet écosystéme et ont mis en évidence
de nouveaux phylotypes ne pouvant étre rattachés a aucun des 5 ordres méthanogenes
précédemment décrits. Ils correspondent probablement a d’autres especes méthanogenes
affiliées aux Thermoplasmatales ou cohabitent avec des membres encore inconnus des
Thermoplasmatales. Une étude réalisée sur 63 individus répartis en nouveau-nés, adultes et
seniors a montré que la fréquence de ces nouveaux phylotypes augmente avec le vieillissement.
Ces résultats interrogent a la fois sur l'origine de ces divers organismes et leur présence au sein
du microbiote intestinal du sujet agé et soulignent notre relative méconnaissance d’'un des trois
domaines du vivant.

ABSTRACT

The intestinal microbiota constitutes a rich and varied enzymatic activities tank. Its
expression is an integral part of the organism’s physiology and has an influence on its health. The
methanogenic Archaea, whose detection by classic cultural methods is difficult, are so far
represented only by two hydrogenotrophic Methanobacteriales in this microbiota:
Methanobrevibacter smithii and Methanosphaera stadtmanae. The purpose of this thesis was to
bring a molecular vision of the diversity of the methanogenic Archaea of the microbiota and to look
for the influence of age on this community. The research has been led by the analysis of the mcrA
cistron, a specific molecular marker of methanogenesis, and of the 16S rRNA gene. It has revealed
that the archaeal diversity colonizing this ecosystem is increased by new phylotypes which cannot
be attached to any of the 5 previously described methanogenic orders, and may correspond to other
methanogens affiliated to Thermoplasmatales or cohabiting with unknown Thermoplasmatales.
Their frequency appears to be associated with their host’s age, according to a study carried out on
63 individuals of different age-groups: 23 newborns (3 weeks to 10 months), 20 adults (from 25 to
45 years) and 20 elderly (from 70 to 90 years). A relation with the host’s ageing is therefore
possible. Finally, the potentiality of a 6™ order of methanogenic Archaea distantly related to a group
of Archaea which anaerobicaly oxidized methane, the ANME 1, and its surprising association
recovered with unknown Archaea affiliated with Thermoplasmatales, raises the question on the
phylogenetic origin of these various microorganisms and underlines our current relative ignorance
of one of the three domain of life.
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AVANT-PROPOS

La microbiologie du tube digestif

La microbiologie est née au XVII¢ siécle du développement de la microscopie par
Antonie Van Leeuwenhoek, et a pris son essor avec la mise au point des techniques de culture et
d’isolement des micro-organismes par Robert Koch et Louis Pasteur au XIX® siecle. L’écologie,
apparue plus récemment en tant que science, se définit comme « I’étude des interactions entre
les organismes vivants et le milieu, et des organismes vivants entre eux dans les conditions
naturelles » (Frontier & Pichot-Viale, 1998). L’écologie microbienne a donc pour but de
déterminer quels sont les micro-organismes présents dans un environnement donné, et leurs

fonctions dans cet environnement.

Comme pour tous les écosystémes microbiens, les premieres avancées dans I'étude du
microbiote intestinal ont été réalisées par des approches culturales. La caractérisation du
microbiote intestinal a débuté en 1885 avec I'isolement par Teodor Escherich de Bacterium colj,
micro-organisme renommé par la suite Escherichia coli (Anonymous, 1981). Il a cependant fallu
attendre 1931 pour que les chercheurs se rendent compte que le tractus intestinal était en fait
colonisé par un ensemble de micro-organismes dont la majorité était anaérobie (Sanborn, 1931).
L’application des techniques de culture en anaérobiose par Hungate (Hungate, 1969) a alors
permis de grandes avancées dans la connaissance de cet écosystéeme. Cependant, comme l'ont
montré les techniques basées sur I'analyse des séquences d’ARNr 16S a partir des années 80, ces
techniques classiques, quel que soit le biotope considéré, ne donnent quune vision partielle des
micro-organismes présents dans un écosystéme. La proportion de micro-organismes non-
cultivés colonisant le tractus digestif de '’homme varierait entre 54 % (Hayashi et al, 2003) et
80 % (Eckburg er al, 2005). L'utilisation d’outils d’écologie moléculaire de plus en plus
pertinents pour I’étude du microbiote intestinal a permis d’améliorer notre connaissance de cet
écosystéme, a la fois au niveau de sa composition et de sa dynamique. Utilisées en association

avec les approches culturales, ces techniques permettent d’appréhender la fonction des micro-

1






INTRODUCTION GENERALE

Le microbiote intestinal humain est composé dun nombre et dune diversité
considérable de micro-organismes. Son abondance est 10 fois supérieure a celle des cellules
constituant le corps humain (Savage, 1977) et d’apres des estimations récentes il serait constitué
de plus de 15000 phylotypes différents (Frank ez al, 2007). Ce microbiote est en constante
interaction avec I’hote et possede des activités métaboliques propres. De ce fait, il est considéré
comme un véritable organe au sein de I'organisme (Nicholson ez a/, 2005). Il assure notamment
des fonctions nécessaires au maintien de la santé de '’héte, avec des roles en particulier dans sa
nutrition, dans le développement et la maturation du systéme immunitaire intestinal et dans le

maintien de 'intégrité de I'épithélium intestinal.

La densité et la diversité du microbiote intestinal humain atteint son maximum dans le
colon et notamment le cOlon distal, ou sont retrouvés approximativement 102 micro-
organismes par gramme de contenu, majoritairement des bactéries. Chez un individu sur 2 ou 3,
des Archaea méthanogenes sont retrouvées a des concentrations supérieures a 10® cellules par
gramme de contenu (Conway de Macario & Macario, 2008). Seules deux Archaea méthanogenes
ont été identifiées comme colonisant le c6lon: Methanobrevibacter smithii (Miller & Wolin,
1982, Miller et al, 1982) et Methanosphaera stadtmanae (Miller & Wolin, 1985),
principalement par approches culturales. Cependant, les Archaea méthanogénes sont connues
pour avoir une croissance lente et dépendante de nombreux cofacteurs. Elles sont donc
difficilement cultivables et isolables. Une approche moléculaire, indépendante des techniques
de culture classiques, apparait donc comme indispensable a I'étude de la diversité de cette

microflore. Le développement d'une telle approche a fait I'objet des travaux de ce doctorat.






La premiére partie de ce mémoire présente une étude bibliographique visant a décrire
I'état des connaissances concernant i) la place des Archaea méthanogenes dans le monde du
vivant, leurs particularités morphologiques, métaboliques et cellulaires ainsi que leur écologie
(Chapitre I), ii) la composition du microbiote intestinal humain et la place des Archaea
méthanogenes au sein de ce dernier (Chapitre II), et enfin iii) les pathologies associées au
microbiote intestinal humain et plus spécifiquement celles pour lesquelles le microbiote

méthanogene serait impliqué (Chapitre III).

La seconde partie présente dans un premier chapitre l'intérét potentiel dun test
moléculaire de diagnostic in vitro (biopuce — métagénome) du microbiote intestinal humain,
avec pour but la prévention, le diagnostic et/ou le suivi thérapeutique de pathologies,
notamment digestives. Ce chapitre fait notamment un récapitulatif de 'ensemble des techniques
de biologie moléculaire appliquées a I’écologie microbienne, raison pour laquelle cet aspect n’a
pas fait I'objet d'un chapitre de la partie « Etude Bibliographique ». Le deuxieme chapitre porte
sur la mise en évidence, par analyse moléculaire du marqueur moléculaire mcrA, d'une espéce
appartenant a un potentiel nouvel ordre d’Archaea méthanogenes colonisant le tractus digestif
de 'homme. Enfin, un troisieme chapitre vient compléter les données concernant la diversité
des Archaea et notamment des Archaea méthanogenes colonisant le tractus digestif, notamment
vial’étude de I'impact de I'age sur la diversité et la distribution de ces micro-organismes au sein

de cet écosysteme.

Apres avoir discuté de 'ensemble des résultats obtenus a la lumiére des connaissances
actuelles et des limites des techniques utilisées, ce mémoire conclura sur les perspectives

qu’ouvrent ces travaux de doctorat.
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Figure 1. Arbre phylogénétique représentant le domaine des Archaea basé sur I'analyse de

la concaténation des séquences de 53 protéines ribosomales (Brochier-Armanet

et al, 2008)
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Chapitre 1:  Les Archaea méthanogenes

1.1. Place des Archaea méthanogénes dans le monde du vivant

1.1.1. Emergence du domaine des Archaea

Preés de dix ans apres les travaux de Zuckerland (1965), premiers a avoir considéré les
molécules comme marqueurs de Thistoire évolutive, Woese et ses collaborateurs (Fox et al,
1977, Woese & Fox, 1977) appliquerent cette théorie a I’étude de la phylogénie bactérienne en
utilisant comme marqueurs de I’évolution les ARN ribosomiques (ARNr), et notamment ’ARNr
16S (pour les Procaryotes) et '’ARNr 18S (pour les Eucaryotes). Ces travaux ont conduit a une
division du monde du vivant en trois domaines : Eucarya, Bacteria et Archaea (Fox et al., 1977,
Woese & Fox, 1977, Woese, 1987, Woese et al, 1990). Les études menées par la suite
(caractérisations cellulaires, biochimiques, génétiques et génomiques) ont confirmé ces résultats,
établissant ainsi un troisiéme domaine, le domaine des Archaea (a titre d’exemple : Forterre &
Philippe, 1999 Makarova et al, 1999, Wolf er al, 2001). D’apres les données recueillies et
compilées au sein du Bergey’s manual of systematic bacteriology (Boone & Castenholz, 2001),
deux phyla majoritaires composent ce domaine : les Crenarchaeota et les Euryarchaeota.
Actuellement, les Crenarchaeota renferment essentiellement des micro-organismes
thermophiles et thermoacidophiles alors que les Euryarchaeota sont représentés par une plus
grande variété de micro-organismes, incluant l’ensemble des méthanogenes, des halophiles
extrémes, des thermophiles et des thermoacidophiles (Boone & Castenholz, 2001). Un troisieme
phylum a récemment été proposé : les Thaumarchaeota. Ce nouveau phylum est constitué d’'un
groupe d’Archaea mésophiles précédemment rattaché aux Crenarchaeota. L’analyse récente du
génome de Cenarchaeum symbiosum, premier membre a avoir été séquencé, a montré que ce
groupe de micro-organismes formait en fait un troisiéme phylum au sein des Archaea (Brochier-

Armanet et al,, 2008)(Figure 1).



Tableau 1. Propriétés des groupes taxonomiques majeurs de méthanogenes (Adapté de Liu & Whitman 2008)

Ordre Famille Genre Substrat de Ter.nperature Habitat typique
méthanogenese optimale (°C)
Methanobacteriales =~ Methanobacteriaceae Methanobacterium Ho, (formate) 37-45 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce, sols
marécageux, rumen
Methanobrevibacter Ho, formate 37-40 Tractus gastro-intestinal des animaux, fermenteurs anaérobies
Methanosphaera® H2 + méthanol 37 Tractus gastro-intestinal des animaux
Methanothermobacter Haz, (formate) 55-65 Fermenteurs anaérobies
Methanothermaceae Methanothermus Ho 80-88 Sources d’eaux chaudes
Methanococcales Methanococcaceae Methanococcus H>, formate 35-40 Sédiments marins
Methanothermococcus ~ H», formate 60-65 Sédiments marins de zones géothermales
Methanocaldococcaceae  Methanocaldococcus H> 80-85 Sédiments marins de zones géothermales
Methanotorris Ho 88 Sédiments marins de zones géothermales
Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanomicrobium Ho, formate 40 Fermenteurs anaérobies, nappes phréatiques, rumen
Methanoculleus Ha, formate 20-55 Fermenteurs anaérobies, sédiments marins, sédiments d’eau
douce, gisements de pétrole, sources d’eau chaude
Methanofollis H>, formate 37-40 Fermenteurs anaérobies
Methanogenium H>, formate 15-57 Sédiments marins, sédiments d’eau douce, riz non décortiqué,
tractus gastro-intestinal des animaux
Methanolacinia Ho> 40 Sédiments marins
Methanoplanus Ho, formate 32-40 Gisements de pétrole
Methanospirillaceae Methanospirillum Ha, formate 30-37 Fermenteurs anaérobies, sédiments marins
Methanocorpusculaceae  Methanocorpusculum Hoa, formate 30-40 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce
Methanocalculus H>, formate 30-40 Gisements de pétrole
Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina (Hz2), MeNHz, 35-60 Fermenteurs anaérobies, sédiments marins, sédiments d’eau
Acetate douce, rumen
Methanococcoides MeNH> 23-35 Sédiment marins
Methanohalobium MeNH: 40-55 Sédiments de systemes Hypersalins
Methanohalophilus MeNH: 35-40 Sédiments de systéemes Hypersalins
Methanolobus MeNH: 37 Sédiments de systemes Hypersalins
Methanomethylovorans MeNH: 20-50 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce
Methanimicrococcus H2+ MeNH: 39 Tractus gastro-intestinales des animaux
Methanosalsum MeNH: 35-45 Sédiments de systemes Hypersalins
Methanosaetaceae methanosaeta Acetate 35-60 Fermenteurs anaérobies, sédiments d’eau douce
Methanopyrales Methanopyraceae Methanopyrus H> 98 Sédiments marins de zones géothermales
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1.1.2. Phylogénie et classification des Archaea méthanogénes

A ce jour les micro-organismes capables de réaliser la méthanogenese font exclusivement
partie du régne des Archaea et plus précisément des Euryarchaeota (Figure 1 p. 5). Ils sont
représentés par cinq ordres distincts, respectivement les Methanobacteriales, les
Methanococcales, les Methanomicrobiales, les Methanosarcinales et les Methanopyrales, et sont
sous-divisés en 10 familles et 31 genres (Boone & Castenholz, 2001, Whitman, 2001). Le

Tableau 1 répertorie certaines caractéristiques des principaux taxons méthanogenes.

En se basant sur les analyses phylogénétiques de 53 protéines ribosomales, Bapteste et a/
(2005) ont montré que les méthanogenes peuvent étre divisés en deux groupes
monophylétiques. Le premier groupe, ou Classe I des méthanogenes, renferme les
Methanobacteriales, les Methanococcales, et les Methanopyrales. Le deuxiéme groupe, ou
Classe II des méthanogénes, inclut les Methanomicrobiales et les Methanosarcinales bien que
d’'un point de vue métabolique, les Methanomicrobiales soient plus proches de la Classe I des
méthanogenes que des Methanosarcinales (Bapteste ez al, 2005, Cf 1.2.3. p. 9). Un autre type de
classification a été proposé par Thauer er al (2008) en fonction de la présence ou non de
cytochrome : les Methanosarcinales étant les seules a présenter ces coenzymes, les
Methanomicrobiales peuvent de ce fait étre rattachées d'un point de vue physiologique aux
méthanogenes de Classe I. Récemment, Anderson et ses collaborateurs (2009) ont, quant a eux,
proposé une reclassification des méthanogénes en trois classes distinctes: la Classe I
(Methanobacteriales, Methanococcales et Methanopyrales), la Classe II (Methanomicrobiales) et
la Classe III (Methanosarcinales). Cette classification, qui repose sur I'analyse phylogénétique de
sept protéines retrouvées chez tous les méthanogenes et impliquées dans la méthanogenese et la
syntheése de cofacteurs, indique que les Methanomicrobiales sont équidistants de la Classe I et de

la Classe IIT des méthanogenes (Anderson et al, 2009).
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1.1.3. Apports moléculaires aux données culturales

L’émergence des techniques de biologie moléculaire pour l'étude des écosystémes
microbiens a mis en évidence une diversité bien plus élevée que celle mise en évidence par les
techniques culturales. Comme évoqué en avant-propos, plusieurs auteurs s’accordent a dire que
seuls 1 a 10 % des cellules observées au microscope, a partir d'un échantillon microbien
complexe, seraient cultivables par les méthodes de culture traditionnelle. Ceci est d’autant plus
vrai pour les Archaea méthanogénes en raison de leur nature strictement anaérobie et de leur

croissance lente.

La cible moléculaire la plus souvent utilisée pour I'étude de la diversité microbienne est
I’ARNr 16S et son géne (souvent noté ssu rDNA ou 16S rDNA). Le choix s’est porté sur ce
marqueur pour plusieurs raisons (Pace er al, 1985, Ludwig & Schleifer, 1994, Ludwig et al,
1998) :

- Sa présence est universelle et sa fonction est la méme chez tous les organismes.

- Sa séquence est une alternance de domaines dont les vitesses d’évolution varient,
permettant de comparer des espéces tres proches sur des domaines hypervariables et
des especes tres éloignées sur des domaines trés conservés.

- Il est relativement facile a isoler en raison de son abondance dans les cellules.

- Il est préféré au 5S et au 23S en raison de sa taille moyenne et de sa structure
secondaire moins marquée. Sa séquence est suffisamment longue pour réaliser des

comparaisons statistiquement cohérentes.

Cependant, 'identification de méthanogénes sur la base de 'ARNr 16S (ou de son géne)
est limitée car les méthanogénes ne sont pas monophylétiques (Bapteste er al, 2005); au
contraire, des groupes de micro-organismes non-méthanogenes tels que les Archaeoglobales, les
Thermoplasmatales et les Halobacteriales viennent s’intercaler entre les différents groupes de
méthanogenes (Figure 2). De ce fait, les analyses de ’ARNr 16S (ou de son géne) visant 1'étude
de la diversité des Archaea méthanogénes sont souvent associées a celles d’autres marqueurs : le
marqueur le plus souvent utilisé est le marqueur moléculaire métabolique mcrA, cistron codant
pour la sous-unité o de la méthyle-coenzyme M reductase (MCR, EC 2.8.4.1). Ce marqueur

présente plusieurs intéréts. Tout d’abord, MCR est 'enzyme qui catalyse la derniére étape de la
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méthanogenese et en est spécifique. Cet enzyme se présente sous deux isoformes distinctes,
MCR I (codée par 'opéron mcr) et MCR II (codée par I'opéron mrt). Alors que 'opéron mcr est
retrouvé chez l'ensemble des méthanogenes, a l'exception de Methanosphaera stadtmanae
(Fricke et al, 2006), mrt n’est retrouvé que chez les Methanococcales et les Methanobacteriales
(Lueders er al, 2001). Notons cependant que les Archaea réalisant I'oxydation anaérobie du
méthane (AMO), et soupgonnées d’inverser plusieurs étapes de la méthanogenése au cours de
leur métabolisme, présentent également 'opéron mcr au sein de leur génome (Hallam er a/,
2003). Enfin, les phylogénies mcrA sont similaires aux phylogénies d’ADNr 16S. Ceci sous-
entend que le cistron mcrA n’est pas sujet a transfert latéral et peut donc étre utilisé comme

marqueur phylogénétique des Archaea méthanogenes (Luton et al, 2002).

Suite a I'isolement et a la caractérisation de micro-organismes au sein de chacun d'entre
eux, cinq ordres méthanogenes sont actuellement reconnus (Cf 1.1.2. p. 6). Chacun de ces
ordres s’est agrémenté d'un nombre important de nouveaux phylotypes, issus des données
moléculaires obtenues lors d’études de diversité microbienne ; parfois méme, ces apports
permettent de suspecter de potentiels nouveaux ordres méthanogenes s’intercalant entre les
différents ordres décrits. C’est le cas par exemple du « FEN cluster », mis en évidence dans les
tourbiéres de Finlande (Galand er al, 2002), et du « Rice Cluster I ». Dans ce dernier cas, un

membre a été récemment isolé et caractérisé (Sakai er al., 2007).

1.2. Particularités morphologiques, cellulaires et métaboliques des Archaea
méthanogeénes

1.2.1. Morphologie

Tout comme les bactéries, les Archaea méthanogénes sont des procaryotes unicellulaires
qui se présentent sous une grande diversité de formes: coques réguliers, irréguliers, spirilles,
bacilles plus ou moins allongés. Leurs cellules présentent également les modes de regroupement
classiquement retrouvés en microbiologie : isolées, par paire, regroupées en chainettes plus ou

moins longues ou regroupées sous forme d’agrégats. La mobilité est parfois présente. De plus,
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plusieurs especes de Methanosarcinales et de Methanosaeta contiennent des vacuoles de gaz.
Enfin, la coloration de Gram peut étre positive ou négative, méme au sein d’'un méme genre

(Garcia et al, 2000).

1.2.2. Constitution des enveloppes cellulaires

La caractéristique majeure des Archaea est la nature de leur membrane cellulaire ( Figure
3, Koga er al, 1993). Les glycérolipides de la membrane cellulaire des Eucaryotes et des
Bactéries sont constitués d’esters de glycérol et d’acide gras. Chez les Archaea, la membrane est
constituée d'une association de glycérol et d’alcools a longues chaines carbonées branchées (un
groupement méthyle tous les 5 atomes de carbone) : des isoprénols. L’association des
groupements alcools du glycérol avec ceux de l'isoprénol s’établit grace a des liaisons éther qui
sont plus stables a haute température que les liaisons ester (Forterre, 2007). De plus, alors que la
membrane cellulaire des bactéries et des Eucaryotes est constituée de D-glycérol, celle des
Archaea est formée de L-glycérol (Forterre et al, 2002). Au-dela d’'une simple différence de

conformation, ceci implique un appareillage enzymatique spécifique.

Les Archaea se caractérisent également par I'absence de muréine (ou peptidoglycane) au
sein de leur paroi cellulaire. Elles présentent de la pseudo-muréine ou des sous-unités
protéiques selon l'ordre considéré, ce qui leur confere une résistance aux antibiotiques
interférant dans la synthese du peptidoglycane comme notamment la pénicilline, la cyclosérine
et la valinomycine. Ces propriétés de résistance aux antibiotiques sont souvent utilisées pour

l'isolement de ces micro-organismes (Garcia er al, 2000).

1.2.3. Métabolisme

Tous les méthanogenes sont des Archaea anaérobies strictes qui obtiennent la totalité ou

la majorité de leur énergie a partir de la méthanogeneése et qui produisent donc du méthane



Tableau 2. Energie libre et organismes typiques des réactions de méthanogenese (Adapté de Liu & Whitman 2008)

AG®?

Réaction (kJ/mol CHY) Organismes
L. Type COz
4 H2 + CO2 — CH4 + 2 H20 -135 La plupart des méthanogeénes
4 HCOOH — CHs4 + 3 CO2 + 2 H20 -130 Plusieurs hydrogénotrophes
CO2 + 4 isopropanol — CHs + 4 acétone + 2 H20O -37 Quelques hydrogénotrophes
4 CO + 2 H20 — CH4 + 3 CO2 -196 Methanothermobacter et Methanosarcina
II. Composés méthylés en C1
4 CHsOH — 3 CH4 + CO2 + 2 H20 -105 Methanosarcina et autres méthylotrophes
CHsOH + H2 — CHs + H20 -113 Methanomicrococcus blatticola et Methanosphaera
2 (CH3)2S + 2 H20 — 3 CH4 + CO2 + 2 H2S -49 Quelques méthylotrophes
4 CHsNH2 + 2 H20 — 3 CHs + CO2 + 4 NHs -75 Quelques méthylotrophes
2 (CHs)2NH + 2 H20 — 3 CH4 + CO2 + 2 NH3 -73 Quelques méthylotrophes
4 (CH3)sN + 6 H:O — 9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3 -74 Quelques méthylotrophes
4 CH3NHsCl + 2 H2O — 3 CHs + CO2 + 4 NH4Cl -74 Quelques méthylotrophes

II1. Acétate
CH3COOH — CH4 + CO2 -33 Methanosarcina et Methanosaeta
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comme produit terminal de leur respiration anaérobie

Les substrats carbonés utilisés sont limités a trois types : le dioxyde de carbone (CO2), les
composés méthylés et I'acétate (Tableau 2), ce qui permet de distinguer 3 voies métaboliques de
méthanogenese (Figure 4 p. 11). Il est donc a noter que les Archaea méthanogenes sont
incapables d’utiliser directement les substrats naturellement les plus abondants dans
I'environnement tels que les hydrates de carbone, les acides gras a longue chaine et les alcools et

se retrouvent donc dépendants de I'activité métabolique d’autres organismes.

1.2.3.1. Voie hydrogénotrophe

La majorité des Archaea méthanogenes sont des hydrogénotrophes (Tableau 2, type I).
Sur les cinq ordres méthanogeénes décrits, quatre renferment exclusivement des micro-
organismes hydrogénotrophes : les Methanobacteriales, les Methanococcales, les
Methanomicrobiales et les Methanopyrales (respectivement les ordres 1, 2, 3 et 5). Ces derniers
réduisent le CO2 en méthane en utilisant le H2 comme donneur d’électrons. Cette voie est
composée de sept étapes biochimiques centrales (Figure 4 p. 11) faisant intervenir plusieurs

coenzymes spécifiques : méthanofurane, tetrahydrométhanoptérine et coenzyme M.

Le formate peut également étre converti en méthane au travers de cette voie. Dans ce
cas, quatre molécules de formate sont oxydées pour donner une molécule de CO: par le biais de
la formate déshydrogénase. De plus, quelques Archaea méthanogenes hydrogénotrophes
peuvent utiliser des alcools secondaires, tels que le 2-propanol, le 2-butanol et le cyclopentanol
comme donneur d’électrons. Un petit nombre peut également utiliser I'éthanol (Widdel, 1986,
Bleicher er al, 1989). L'utilisation directe de ces substrats carbonés constitue I'exception a la
régle stipulant que ces micro-organismes ne peuvent pas métaboliser directement les composés
organiques. Enfin, deux espeéces, Methanothermobacter thermoautotrophicus (Ordre 1) et
Methanosarcina barkeri (Ordre 4), ont montré qu’elles pouvaient utiliser le CO comme agent

réducteur (O'Brien er al,, 1984, Daniels et al,, 1977).
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1.2.3.2. Voie méthylotrophe

Les méthanogeénes capables d’utiliser les composés méthylés, ou méthylotrophes
(Tableau 2 p. 10, type II), font exclusivement partie de 'ordre des Methanosarcinales (Ordre 4),
a 'exception néanmoins des Methanobacteriales hydrogénotrophes du genre Methanosphaera
(Ordre 1). On peut également noter que la croissance de Methanomicrococcus blatticola et des
Methanosphaera (Ordre 1) est décrite comme dépendante de 'H: (Sprenger et al, 2007, Miller
& Wolin, 1985), ce qui en fait des micro-organismes méthylotrophes et hydrogénotrophes

obligatoires spécialisés dans la réduction des groupements méthyles par I'H>.

\Y

Cette voie peut étre réalisée a partir de composés porteurs d'un ou de plusieurs
groupement(s) méthyle(s) : le méthanol, les méthylamines (monométhylamine, diméthylamine,
triméthylamine et tetraméthylammonium) et les sulfures de méthyle (méthanethiol et
diméthylsulfure) (Figure 4). Parmi les différentes variantes de cette voie, la plus étudiée est celle
réalisée a partir de composés a un carbone, tels que les monométhylamines et le méthanol. Un
composé a un carbone est oxydé (en remontant la voie hydrogénotrophe a partir du methyl-
CoM jusqu’au CO2) de maniére a fournir les électrons nécessaires a la réduction en méthane de

trois autres groupements méthylés (Liu & Whitman, 2008).

1.2.3.3. Voie acétotrophe (ou acétoclastique)

Deux tiers du méthane produit dans les environnements aquatiques et les sols 'est a
partir d’acétate, et paradoxalement, seuls deux genres (Ordre 4) sont connus comme utilisant
lacétate pour la méthanogenese: Methanosarcina et Methanosaeta. Dans cette voie
métabolique, l'acétate est scindé en un groupement méthyle et un CO, ce dernier étant par la
suite oxydé en CO2. Le groupement méthyle est, quant a lui, lié a la méthanoptérine avant d’étre
réduit en CHs suivant des réactions homologues a celles des deux derniéres étapes de la voie

hydrogénotrophe (Figure 4).

En regle générale, les Methanosarcinales utilisent préférentiellement le méthanol et les

méthylamines par rapport a l'acétate. De nombreuses especes utilisent également I’'H>. Les
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Tableau 3. Sources d’émission de méthane (Adapté de Liu & Whitman 2008)

Sources Emission de méthane Pourcentage
(Tonnes de CH4 par an) (%)?
Sources naturelles
Marécages 92-237 15-40
Termites 20 3
Océan 10-15 2-3
Hydrates de méthane 5-10 1-2
Sous-total 127-282 21-47
Sources anthropogéniques
Ruminants 80-115 13-19
Production d’énergie ® 75-110 13-18
Agriculture du riz 25-100 7-17
Décharges 35-73 6-12
Combustion de 23-55 4-9
biomasse
Traitement des déchets 14-25 2-4
Sous-total 267-478 45-80
Total des sources 500-600

@ Estimation de la contribution relative de chaque source d’émission de méthane
comparativement a '’émission globale de 600 tonnes de CHs par an.
® Méthane issu de l'exploitation miniére, des forages pétroliers et de la production

pétrochimique.
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Methanosaeta n’utilisent que 'acétate, et ce jusqu’a des concentrations tres basses allant de 5 a
20 pM. Les especes du genre Methanosarcina, quant a elles, ont besoin d'une concentration
minimale de 1 mM (Jetten er al, 1992). Cette affinité particuliere pour l'acétate est
certainement due a des différences dans les premieres étapes du métabolisme de I'acétate : les
Methanosarcina ont un acétate kinase-phosphotransacetylase (activation de l'acétate en acétyl
CoA) présentant une faible affinité pour l'acétate, alors que les Metrhanosaeta utilisent une
adénosine monophosphate synthetase (AMP-synthétase) présentant une affinité élevée pour

l'acétate (Jetten et al, 1992, Smith & Ingram-Smith, 2007).

1.3. Ecologie des Archaea méthanogénes

On estime que le méthane atmosphérique a augmenté de 160 % des années 1850 a nos
jours (Megonigal & Guenther, 2008). Si 'on se référe aux données publiées par Liu & Whitman
(2008), 45 a 80 % des émissions de méthane au niveau mondial seraient liées a l'activité
humaine contre 21 a 47 % liées aux sources naturelles (Tableau 3). Le méthane étant un gaz a
effet de serre plus puissant que le CO2 et un composé a valeur énergétique élevée (816 kJ/mol
libérable par combustion), I'intérét pour 'écologie des Archaea méthanogenes a grandi tout au

long de ces derniéres années (Megonigal & Guenther, 2008).

1.3.1. Distribution des Archaea méthanogénes dans ’environnement

Les Archaea méthanogenes sont largement distribuées dans la nature, mais leur
croissance n’étant possible qu'a des potentiels d’oxydoréductions trés bas, de 'ordre de -0,3 V
(Zinder, 1993), elles restent confinées a des environnements strictement anaérobies. Tout
comme les Archaea de maniere générale, elles colonisent une variété considérable
d’environnements. On les retrouve a des températures allant de 0 a plus de 100°C et les
organismes varient donc de psychrophiles a hyperthermophiles. Les Archaea méthanogénes
sont également retrouvées a des concentrations de NaCl et a des valeurs de pH allant de

classique a extréme (Chaban ez al, 2006).
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D’apres Garcia et al (2000), on retrouve les méthanogénes dans trois types

d’environnements et les chaines trophiques menant a la production de méthane sont différentes

selon chaque type (Figure 5). Ces trois types d’environnements sont les suivants :

Les environnements aquatiques et les sols de type marécages, tourbiéres et riziéres.
Dans ces habitats, environ un tiers du méthane est produit par le biais de la voie
hydrogénotrophe et les deux tiers restant le sont par la voie acétoclastique (Zinder,

1993, Liesack et al, 2000, Figure 5a).

Les environnements tels que les zones géothermales terrestres ou marines (comme
par exemple les sources hydrothermales de la dorsale médio-océanique du pacifique).
Dans ces environnements, le méthane est produit en I'absence de matiére organique,
a partir de I'hydrogéne issu de procédés géologiques (Figure 5b). Les Archaea
méthanogenes que 'on y retrouve sont des espéces hydrogénotrophes thermophiles
et hyperthermophiles. A titre d’exemple, on peut citer Methanopyrus kandleri dont
la température optimale de croissance est de 98°C et qui vit a 2000 m de profondeur a
la base des « fumeurs noirs » présents au niveau de la dorsale sous-marine du golf de

Californie (Huber er al., 1989).

Le tractus digestif de nombreux animaux et insectes. Dans ces environnements, la
méthanogenese se fait majoritairement a partir d’'H2 et de CO:. Les prochains
paragraphes seront consacrés de maniere plus détaillée a ce type d’environnement, et

plus particulierement au tube digestif de '’homme (Figure 5c).

1.3.2. Microbiote méthanogéne et écosystémes digestifs

Dans la plupart des environnements digestifs, les espéces d’Archaea méthanogenes

majoritairement retrouvées appartiennent au genre Methanobrevibacter (Ordre 1,

hydrogénotrophe (Garcia et al, 2000). Un petit nombre d’especes appartenant aux genres

Methanobacterium (ordre 1), Methanosphaera (ordre 1), Methanomicrobium (ordre 3),
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Methanogenium (ordre 3) et Methanosarcina (ordre 4) ont également été isolées (Chaban er
al, 2006). Les ruminants et les termites, représentant respectivement 13-18 % et 3 % des

émissions terrestres de méthane, sont les principales sources animales d’émission de méthane.

1.32 1. Ruminants

Les ruminants incluent les Bovidés, les Ovidés, les Cervidés, les Giraffidés et les
Antilocarpidés. L’essentiel des connaissances provient cependant d’études menées sur les bovins
et les ovins. Dans le rumen, la taille de la communauté des Archaea atteint généralement de 108
a 10! cellules par gramme de contenu ruminal. Les Archaea occupent différentes localisations
de cet environnement : on les retrouve dans la phase liquide du contenu digestif (beaucoup sont
fixées sur les protozoaires ciliés ou sur les particules alimentaires) ainsi que sur 'épithélium

ruminal (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007).

Dans ces écosystemes, I'acétate est rapidement absorbé par I'hdte. De ce fait, bien que des
Archaea méthanogeénes capables d’utiliser l'acétate soient présentes, le méthane est

principalement produit a partir d’Hz et de CO2, voire de formate (Garcia et al, 2000).

Sur la base de la fréquence de son isolement et des analyses moléculaires,
Methanobacterium ruminantium (Ordre 1, hydrogénotrophe) a longtemps été considérée
comme la principale Archaea méthanogene colonisant le rumen des bovins (Sharp et al, 1998,
Whitford er al, 2001, Shin et al, 2004). Cependant, Methanomicrobium mobile (Ordre 3,
hydrogénotrophe) est parfois retrouvée a des concentrations similaires a celle de M.
ruminantium (Paynter & Hungate, 1968, Jarvis et al, 2000). Methanobacterium formicicum,
Methanogenium oleantangyi (Ordre 1, hydrogénotrophes) et Methanosarcina barkeri (Ordre 4,
acétotrophe et methylotrophe) ont également été décrites comme colonisant le rumen des
bovins en paturage (Jarvis et al, 2000). Methanobrevibacter milleriae et Methanobrevibacter
olleyae ont aussi été plus récemment isolées a partir du rumen a la fois de bovins et d’ovins (Rea
et al, 2007). Chez ces derniers, les especes des genres Methanobrevibacter et

Methanomicrobium sont les espéces les plus abondantes (Lin ez a/, 1997, Yanagita et al, 2000,
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Skillman et al, 2004). Les études précédentes ont montré que Methanomicrobium mobile est
I’Archaea méthanogene prédominants dans le rumen des ovins (Lin et al, 1997, Yanagita et al,
2000). Les données de FISH obtenues par Yanagita et al/ (2000) ont montré que la flore
méthanogene représentait 3,6 % du microbiote ruminal total chez les ovins, et qu'environ 54 %
des méthanogenes correspondaient a Methanomicrobium mobile. De plus, d’autres espéces sont
également trouvées de facon plus aléatoire : ainsi, une souche de Methanosarcina a été isolée a

partir des fécés de chevre (Mukhopadhay ez a/, 1991).

Enfin, une étude menée par Tajima er al (2001) a mis en évidence la présence de
séquences d’ADNr 16S ne pouvant étre rattachées phylogénétiquement a aucun des cinq ordres
d’Archaea méthanogenes. Ces séquences s’affilient au groupe des Thermoplasmatales, I'un des
phylum s’intercalant entre les différents groupes de méthanogenes (Cf 1.1.3. p. 7 - Figure 2).
Des résultats identiques ont été obtenus chez différents bovins et ovins dans plusieurs études,
notamment chez le mouton (Wright et al, 2004, Wright et al,, 2006) et chez la vache (Wright
et al, 2007). Shin er al. (2004) ont aussi mis en évidence la présence de séquences ADNr 16S

s’affiliant au Crenarchaeota dans le rumen bovin.

1.3.2.2. Animaux monogastriques

A la différence des ruminants, la fermentation chez les animaux monogastriques est
essentiellement localisée au niveau du caecum et/ou du colon. Ces parties du tractus gastro-
intestinal recoivent les composants alimentaires n’ayant été ni digérés ni absorbés dans les
parties hautes du tractus. Chez le poulet, les équidés et les rongeurs, la fermentation se produit
majoritairement au niveau du cacum, trés développé chez ces animaux. Chez les autres
monogastriques ou cet appendice est beaucoup plus petit (tel le porc), la fermentation a lieu

majoritairement au niveau du c6lon (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007).

La diversité des méthanogenes chez les non-ruminants est apparemment plus faible que
celle observée chez les ruminants. Les especes retrouvées font majoritairement partie du genre

Methanobrevibacter (ordre 1), aussi bien chez le cheval (Morvan er al, 1996, Lin & Miller,
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1998), le porc (Miller & Wolin, 1986), le rat (Maczulac 1989), 'oie (Lin & Miller, 1998) que
chez 'homme (Miller et al,, 1982). Par contre chez le lapin, la seule espece ayant été décrite a ce

jour est Methanosphaera cuniculi (ordre 1, Biavati er al., 1988).

1.3.2.3. Cas particulier des termites

Des Archaea méthanogénes ont été retrouvées dans le tractus digestif de divers
arthropodes telles des espéeces de millepattes, blattes, scarabées et termites (Hackstein & Stumm,
1994, Sprenger et al., 2000). Les termites, trés abondants dans la nature, en particulier dans les
régions tropicales, représentent a eux seuls 3 % de 'émission terrestre de méthane et revétent
donc un intérét écologique particulier. Les Archaea méthanogenes leur sont associées via
I’épithélium intestinal ou vza des Protozoaires flagellés avec lesquels elles vivent en symbiose a
I'intérieur du tube digestif (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007). Les deux ordres dominants
sont dune part celui des Methanobacteriales, avec comme principales especes
Methanobrevibacter filiformis, Methanobrevibacter curvatus, Methanobrevibacter cuticularis,
Methanobrevibacter arboriphilicus, et Methanobacterium bryantii, et d’autre part, celui des

Methanosarcinales (Leadbetter & Breznak, 1996, Brauman er al, 2001).

Les termites se distinguent entre eux par la nature de leur régime alimentaire et par la
structure de leur appareil digestif. Il est intéressant de noter que les termites xylophages
(consommateurs de bois) sont pourvus d'un intestin relativement simple et sont donc considérés
comme primitifs (Fonty & Chaucheyras-Durand, 2007). Les termites humivores
(consommateurs d’humus) sont pourvus d'un intestin plus complexe, séparé en plusieurs
compartiments (Figure 6): ils sont les plus abondants et constituent un groupe de macro-
invertébrés écologiquement tres important.

La structure et la diversité des conditions physicochimiques retrouvées au sein de
I'intestin complexe des termites humivores en font un modéle d’étude intéressant. Une étude
menée sur Cubitermes orthognathus a mis en évidence la distribution axiale des Archaea
méthanogeénes en fonction des conditions physicochimiques retrouvées tout au long du tractus
digestif de cette espéce (Figure 6). Ainsi, alors que la partie antérieure du tractus (P1) est

colonisée par des Methanosarcinales, les sections suivantes hébergent des Methanobacteriales
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(majoritairement du genre Methanobrevibacter) et des Methanomicrobiales (sections P3 et 4a et
4b) (Figure 6 p. 16). Des séquences s’affiliant aux Thermoplasmatales ont également été
retrouvées au niveau de la section la plus distale, section P5 (Frieditch er al, 2001). Une
nouvelle espéce d’Archaea haloalcaliphile appartenant aux Halobacteriales, Natronococcus
amyloticus, a également été isolée a partir du termite Cubitermes fungibacter (Donovan et al,

2004).

Les micro-organismes méthanogenes sont des procaryotes anaérobies stricts faisant
exclusivement partie du domaine des Archaea. Leur métabolisme énergétique passe par
l'utilisation de trois types de composés carbonés simples: le CO2, les composés méthylés et
l'acétate. Ils sont donc, pour la plupart, incapables d’utiliser directement les substrats
énergétiques présents dans leur environnement (hydrates de carbone, acides gras a longue
chaine et alcools) et sont donc dépendants de 'activité d’autres micro-organismes.

Tout comme les bactéries, ils sont trés divers morphologiquement et sont largement distribués
dans la nature. Outre leur particularité a coloniser les environnements les plus extrémes, ils sont
également retrouvés dans le tractus digestif de nombreux animaux, ou ce sont majoritairement
des méthanogénes hydrogénotrophes. Du fait de leur importance écologique, les Archaea
méthanogeénes des ruminants et des termites font I'objet de nombreuses études. Celles qui

colonisent le tractus digestif de 'homme seront décrites dans le prochain chapitre.
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Chapitre 2 : Microbiote intestinal humain et role des Archaea

méthanogénes

2.1. Microbiote intestinal humain

2.1.1. Installation du microbiote intestinal

Le tractus gastro-intestinal du feetus est stérile. Celui du nouveau-né est rapidement
colonisé des les premiers instants de vie extra-utérine. Il s’agit d'un environnement
particuliérement permissif en I'absence des mécanismes immunitaires sophistiqués de 'adulte :
une succession d’espéces prend alors possession de l'intestin, avec en premier lieu, lors d'une
naissance par voie basse, les bactéries anaérobies. Néanmoins, ces derniéres ne pourront
s'implanter définitivement que lorsque les bactéries anaérobies facultatives auront consommé
l'oxygene présent. Cette colonisation est fonction de plusieurs facteurs exogeénes, tels que
I'exposition aux micro-organismes d’origine maternelle (fécaux, vaginaux, cutanés et issus de la
lactation) et environnementale, I'alimentation, les antibiothérapies éventuelles et le mode
d’alimentation (allaitement au sein ou au biberon). Différents facteurs endogenes, sécrétions du
tube digestif et produits des premiers micro-organismes colonisateurs du biotope, interferent
également dans le processus de colonisation (Corthier, 2007). L’importance des variations inter-
et intra-individuelles au cours de la premiére année de vie a été soulignée par Palmer er al
(2007) lors d’'une étude moléculaire du microbiote réalisé sur 14 nouveau-nés. Dés la fin de la
premiére année de vie, le microbiote de chaque bébé, bien que toujours distinct, converge vers
le profil caractéristique du microbiote des adultes a savoir majoritairement composé de
Bacteroides et de Firmicutes (Palmer et a/, 2007). Cette méme étude montre que la colonisation
du microbiote des bébés par des micro-organismes issus du lait maternel ou des sécrétions
vaginales de la mere ne se fait que de maniére occasionnelle et ponctuelle durant les premiers
mois de vie. Ceci souligne le caractére opportuniste de cette colonisation qui ne serait possible
que grice au caractere permissif du tractus digestif des nouveau-nés. En résumé, la premieére
année de vie se caractériserait par une variabilité tres importante du microbiote, non seulement

d’un individu a un autre mais aussi au cours du temps chez le méme individu. Puis, apres cette
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Tableau 4. Dimension approximatives du tractus gastro-intestinal, temps de transit, pH et
abondance du microbiote (D’apres Justesen et a/, 1984 ; Moore et Holdman

1974 ; Fonty et Chaucheyras 2007 et Savage 1977)

Segment Longueur Abondance du
Temps de transit, h pH
gastro-intestinal cm microbiote (cellules/g)
Estomac 12 2-6 =2 100-104
Duodénum 25 10%-10°
Jéjunum 160 3-5 65a75 105-107
Iléon 215 107-108
Ceecum 6 -
Colon ascendant 10-15 54a5,9
Colon transverse 50 60-70 6,2 1010-1011
Colon descendant 25 6,626,9
Colon sigmoide 40 -80 -

rectum 18 1 - 1010-1012
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période de « chaos » il y aura une certaine stabilisation du microbiote (Palmer ez a/, 2007). Il a
notamment été montré, via la mesure de la production d’acides gras a chaine courte (AGCC)

chez 30 bébés, que le microbiote est stable des 'age de deux ans (Midtvedt & Midtvedt, 1992).

2.1.2. Diversité et distribution du microbiote gastro-intestinal de 'adulte

Chez l'adulte, la masse microbienne totale du tractus gastro-intestinal (GI) de ’'homme
est estimée a 1,5 kg (Xu & Gordon, 2003), ce qui représente a peu prés 30 % du volume total du
contenu intestinal (Moore & Holdman, 1974). Ce tube digestif est divisé en plusieurs segments
présentant des conditions physicochimiques différentes qui conditionnent la diversité et

I’abondance des micro-organismes le colonisant (Figure 7 et Tableau 4).

2.1.2.1. Diversité et distribution longitudinale du microbiote gastro-intestinal

L’estomac héberge trés peu de bactéries endogénes car la plupart des micro-organismes
ingérés ne résistent pas a I'acidité extréme (pH=2) régnant au sein de 'estomac et sont détruits
avant méme d’atteindre le duodénum. Une étude sur la base de I'analyse des séquences d’ARNr
16S de 23 biopsies gastriques endoscopiques a cependant révélé la présence de 128 phylotypes
bactériens différents (Bik er al, 2006). Environ 70 % des phylotypes étaient constitués de
séquences retrouvées dans la cavité orale. Des séquences correspondant a des phylotypes
s’affiliant au phylum Deinococcobacteria, jusqu’alors uniquement connu pour coloniser des
environnements extrémes, ont également été retrouvées. Helicobacter pylori a été retrouvé

chez 19 des 23 sujets.

Bien que les conditions soient moins extrémes au sein de l'intestin gréle (pH variant de
6,5 a 7,5), ses premiers segments (duodénum et jéjunum) sont pauvres en bactéries. Le
péristaltisme intestinal est particuliérement important a ce niveau puis diminue tout au long de
I'intestin gréle. Ceci semble empécher le maintien des bactéries en grand nombre. Ainsi, 104

bactéries par mL sont retrouvées au niveau de la lumiere dans le duodénum contre 10 000 fois
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plus dans l'iléon (=10® bactéries par mL, Tableau 4 p. 19). La plupart des micro-organismes
retrouvés sont anaérobies facultatifs : entérobactéries et streptocoques. Enfin, au niveau de la
partie terminale de l'intestin gréle, le potentiel d’oxydoréduction devient de plus en plus bas
menant a une augmentation des populations anaérobies strictes (Hayashi ez aZ, 2005). La densité
et la diversité du microbiote atteint son maximum dans le c6lon et notamment le c6lon distal ou
sont retrouvées approximativement 10'? bactéries par gramme de contenu (Savage, 1977). Ceci

en fait I'écosystéme le plus densément peuplé (Whitman er a/, 1998).

Si I'on considere le microbiote intestinal dans sa globalité, les approches par méthodes
culturales ont mis en évidence de 'ordre de 400 a 500 espéces microbiennes et n’ont donné
qu’une vision restreinte de la diversité du microbiote intestinal humain (Savage, 1977, Moore &
Holdman, 1974). Ces derniéres années, 'application des techniques moléculaires a I'’analyse du
microbiote intestinal, a modifié ces données. Trois études majeures utilisant un séquencage et
une analyse de masse du gene codant pour 'ARNr 16S et réalisées a partir de biopsies prélevées
au niveau de l'intestin gréle ou a partir de selles, ont permis l'analyse de la diversité du
microbiote intestinal humain (Eckburg et al, 2005, Ley et al, 2005, Ley et al, 2006, Frank et al,
2007). Frank er al (2007) ont réalisé I'analyse de I'ensemble des séquences bactériennes d’ARNr
16S, issues de ces trois études, a savoir plus de 45 000. Ceci leur a permis de montrer que le
microbiote intestinal humain était constitué d’au moins 1 800 genres bactériens et d’environ
15 000 espéces, le tout en établissant les notions de genres et d’espéces bactériens a une identité
de séquence supérieure ou égale a 90 % et a 97 % respectivement. Bien que le microbiote
intestinal soit spécifique de chaque individu, il apparait, d’apres ces études que 98 %  des
phylotypes appartiennent a seulement quatre phyla bactériens: Firmicutes (64 %),

Bacteroidetes (23 %), Proteobacteria (8 %) et Actinobacteria (3 %) (Figure 8, Frank er a/, 2007).

2.1.2.2.  Distribution transversale du microbiote colique

Pour des raisons techniques, le microbiote colique a été majoritairement étudié a partir de
selles. Or, méme si une grande partie du microbiote est fixée aux particules alimentaires en

transit, certaines espéces vivent a l'intérieur de la couche de mucus sécrétée par les cellules

20






Etude Bibliographique

épithéliales : des études moléculaires montrent que pour un individu donné, les profils
bactériens de biopsies obtenus a différents niveaux coliques sont similaires entre eux, mais sont
en revanche différents de ceux d’origine fécale (Zoetendal er al, 2002, Lepage et al, 2005). Ceci
met en évidence une répartition transversale de la microflore colique. Le séquencage
systématique du marqueur ribosomal 16S a été réalisé sur des banques d’ADN provenant de
biopsies de différents sites coliques (caecum, cOlon ascendant, cOlon transverse, colon
descendant, co6lon sigmoide et rectum) de trois adultes sains (Eckburg er al, 2005). Cette étude,
réalisée sur un total de 13 355 séquences d’ADNTr 16S, a révélé une remarquable constance dans
les espéces microbiennes associées a la muqueuse colique, et ce, quelle que soit la localisation
longitudinale. Ainsi, la paroi intestinale et la couche de mucus permettraient le maintien de

conditions plus stables.

2.1.2.3.  Particularités mises en évidence dans la composition du microbiote coligue

Bien qu’il soit reconnu que le microbiote colique est majoritairement composé de
bactéries, de 'ordre de 1 200 virus sont aussi retrouvés dans la matiére fécale (Breitbart er al,
2003). Ils n’ont aucune activité métabolique « per se », mais sont susceptibles d’altérer la
composition du microbiote et, de ce fait, pourraient avoir une action indirecte sur cet
écosystéeme. Les deux autres domaines du vivant sont également représentés par quelques
espeéces. Ainsi, le régne des Eucaryotes est de nature fongique, avec Blastocystis et d’autres
levures telles que des Candida (Scanlan er al, 2008). Celui des Archaea se limiterait a deux
méthanogenes hydrogénotrophes, Methanobrevibacter smithii (Miller et al, 1982, Miller &

Wolin, 1982) et Methanosphaera stadtmanae (Miller & Wolin, 1985).
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Figure 9. Observation microscopique de Methanobrevibacter smithii (Miller et al., 1982)

Figure 10. Observation microscopique de Methanosphaera stadtmanae (Miller & Wolin

1985)
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2.2. Installation et diversité des Archaea méthanogenes dans le microbiote
colique humain

2.2.1. Diversité et abondance chez I’'adulte

Seules deux Archaea méthanogeénes ont été caractérisées, par isolement et identification
a partir d’échantillons de selles, comme colonisant le c6lon humain: Methanobrevibacter
smithii (Miller et al, 1982, Miller & Wolin, 1982) et Methanosphaera stadtmanae (Miller &
Wolin, 1985). Toutes deux sont hydrogénotrophes et font partie de lordre des

Methanobacteriales.

- M. smithii (Figure 9), est un petit coccobacille le plus souvent retrouvé par paire, mais
également sous forme de petites chaines de cellules (Miller ez a/, 1982). Il tire son énergie de la
production de CH4 par réduction du CO2 par 'H: et peut également utiliser le formate comme
accepteur final d’électrons (Miller ez al, 1982).

- M. stadtmanae (Figure 10), se présente sous la forme de coques larges, le plus souvent
regroupées par paire ou en tétrade. Il utilise I'H> et le méthanol comme substrats (réduction du
méthanol en CHs en présence de Hz) (Cf 1.2.3.2. p. 11). Son développement est de ce fait
totalement dépendant du méthanol issu de ’hydrolyse des pectines par des espéces des genres

Bacteroides et d’autres bactéries anaérobies (Miller & Wolin, 1985).

Les études culturales (Miller er al, 1982, Miller & Wolin, 1985, Miller & Wolin, 1982)
ont montré que M. smithii prédominait sur M. stadtmanae. Ont ainsi été retrouvées jusqu’a 10'°
cellules par gramme de poids sec de selles, soit 12,6 % des anaérobies totaux dénombrés (Miller
& Wolin, 1983). Diverses analyses moléculaires, telle que l'analyse exhaustive des séquences
d’ADNr 16S menée par Eckburg er a/ (2005), ont confirmé cette prédominance de M. smithii.
Cette inégalité dans la prévalence et I'abondance peut s’expliquer par la dépendance de A
stadtmanae vis-a-vis du méthanol. L’analyse du génome de M. stadtmanae a notamment montré
que ce dernier ne présente pas l'information génétique nécessaire a la synthese de
molybdoptérine, essentielle a la catalyse de la premiere étape de la méthanogeneése, a partir de

I’Hz et du CO: (Fricke er al., 2006).
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Récemment, Scanlan er al. (2008), en étudiant I'incidence et la diversité des Archaea
méthanogenes chez des patients atteints de différentes pathologies gastro-intestinales, ont
retrouvé une séquence mcrA rattachée a l'ordre des Methanosarcinales d’apres leur analyse
phylogénétique. Ceci suggére quune nouvelle espece d’Archaea méthanogeéne colonise le

tractus intestinal de '’homme.

Enfin, des séquences d’ADNr 16S présentant des similarités élevées (=97 %) avec des
séquences s’affiliant au groupe des Sulfolobus ont également été mises en évidence au sein du
microbiote intestinal, suggérant la présence d’espéces appartenant au phylum des Crenarchaeota
dans cet écosysteme (Rieu-Lesme er al, 2005). A notre connaissance, seule cette étude révele la
présence de Crenarchaeota chez 'homme, ce qui suggere soit que ces micro-organismes

s'implantent rarement au sein de cet écosystéme, soit qu’ils ne sont qu’en transit.

Depuis les travaux de Miller & Wolin (1986), on sait que la production de CH4 peut étre
détectée dans les gaz expirés a une valeur supérieure ou égale a 2 ppm par rapport a l'air
ambiant dés qu'une concentration seuil de 10 méthanogenes par gramme de selles est présente.
Ce type d’analyse permet de diviser la population en deux groupes : les méthano-excréteurs et
les non-méthano-excréteurs. De telles études montrent que 35 a 50 % de la population adulte

serait méthano-excrétrice (Conway de Macario & Macario, 2008), c'est-a-dire abriterait au

moins 10® méthanogenes par gramme de selles.

2.2.2. Installation et maintien du microbiote méthanogéne

D’apres des travaux de Palmer et a/ (2007), il semblerait que les Archaea méthanogenes
n’apparaissent que transitoirement au cours de la premiére année de vie. En effet, I’analyse par
PCR quantitative (ciblant TADNr 16S par des amorces spécifiques du domaine Archaea) a
montré que seuls 7 nouveau-nés sur 14 présentaient des Archaea méthanogeénes, a des
concentrations variant de 10% a 10° copies ’ADNr 16S par gramme de selles. De plus, sur les 30
échantillons prélevés au cours de la premiére année de vie de chaque nouveau-né, les Archaea

méthanogenes n'ont été détectées que sur un seul échantillon pour 4 individus (sur les 7
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présentant des Archaea méthanogenes) et uniquement chez un individu apres 5 semaines de vie

(Palmer et al, 2007).

Selon le méme ordre d’idée, I'étude de Rutili er a/ (1996), menée sur un groupe enfants
agés de 3 mois a 5 ans, montre que l'apparition de la flore méthanogene ne se fait pas avant 'age
de 27 mois. De plus, le nombre d’enfants porteurs de méthanogenes augmente avec 1'age, avec
une incidence de 40 % a 3 ans et de 60 % a 5 ans. Ainsi, ces résultats suggerent que la
prévalence d’individus présentant des Archaea méthanogénes augmente au cours des premiéres

années de vie.

Des résultats similaires sont observés avec le statut de méthano-excrétion. Une étude
menée sur des Nigériens par Hudson er al (1993) a montré que la prévalence d’individus
méthano-excréteurs augmente de la naissance a 1'age adulte. Celle-ci passe de 6 % chez les
enfants de moins de 2 ans (n=68), a 40 % chez les enfants de 2 a 6 ans (n=47) puis a 77 % chez
les adultes (n=159). Enfin, une étude moléculaire menée par Steward ez al (2006) sur des
volontaires Néo-Zélandais va également dans le méme sens : I'analyse quantitative du marqueur
ADNr 16S par PCR en temps réel a révélé que 25 % des enfants (3 mois a 10 ans) et 42 % des

adultes (25 a 59 ans) renfermaient des Archaea méthanogenes au sein de leur tractus digestif.

A T'age adulte, plusieurs études indiquent que la prévalence des méthano-excréteurs reste

stable (Bond et al,, 1971, Levitt er al, 2006).

2.2.3. Localisation

Les Archaea méthanogénes semblent étre localisées majoritairement au niveau du c6lon
distal. Ceci a été mis en évidence en 1993 par Pochart er al par utilisation de la technique de
pyxigraphie. Cette technique, précédemment développée par Perrenoud (1957), consiste a faire
avaler une capsule a un sujet, et a la suivre par radiographie. Une fois dans le c6lon, 'ouverture
de la capsule permet le prélevement de I'’échantillon. Pochart ez a/ (1993) ont ainsi comparé

(par énumération culturale) les concentrations en méthanogenes (et en micro-organismes
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anaérobies) du cOlon proximal et celles du colon distal (représentées par les selles), de 6
individus méthano-excréteurs et de 4 individus non-méthano-excréteurs. Ceci a révélé que la
proportion moyenne de méthanogénes retrouvée chez les méthano-excréteurs était de 12 % des
anaérobies dans les selles et de 0,003 % dans le cOlon proximal. Aucune différence n’a été
observée chez les non-méthano-excréteurs, pour lesquels des concentrations inférieurs a 0,003

% ont été retrouvées quelle que soit la localisation.

Bien que menée sur un nombre restreint d’individus, cette étude laisse a penser que les
méthanogenes sont préférentiellement retrouvés dans les parties basses du colon : les parties
transversale et distale du cOlon possédent un pH proche de la neutralité, un potentiel
d’oxydoréduction favorable et un temps de transit élevé, ce qui en fait un site favorable a leur

croissance (Cf 2.1.2. p. 19, Tableau 4).

2.3. Facteurs influencant le microbiote méthanogéne intestinal humain

Il semble que la présence et la quantité de méthanogenes dans le microbiote intestinal
varie d’'un individu a l'autre. Différents facteurs pourraient influencer leur présence et leur
maintien. Ici nous verrons comment l'environnement interne du célon et notamment la
disponibilité en sulfate, la présence de sels biliaires ainsi que le temps de transit sont
susceptibles d’affecter les Archaea méthanogenes colonisant le c6lon humain. Seront également

présentés 'impact de I’age et du sexe.

2.3.1. La disponibilité en sulfate

La flore hydrogénotrophe colique est constituée de micro-organismes méthanogénes,
acétogenes et sulfato-réducteurs (SRB) et il est concevable que les facteurs favorisant les uns
inhibent les autres en retour. En 1988, Gibson er a/ ont retrouvé des quantités élevées de SRB
(jusqu’a 10'°/ g de selles) dans les selles d’individus dont I'excrétion de méthane dans l'air expiré

était faible ou indétectable. Ils ont conclu que la réduction dissimilatrice du sulfate et la
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méthanogenese n’avaient pas lieu en méme temps dans le clon et quune compétition pour
I'hydrogéne devait avoir lieu (Gibson er al, 1988). Par la suite, une étude a été menée par
Christl er al. (1992) sur six individus méthano-excréteurs, nourris avec une alimentation pauvre
en sulfate durant 34 jours, additionnée de sulfate de sodium (en quantité dix fois supérieure au
régime témoin) entre J11 et J20. Durant cette période, une augmentation du dénombrement des
sulfato-réducteurs, une diminution du dénombrement des Archaea méthanogeénes ainsi qu'une
baisse de 'excrétion de méthane ont été observées chez 3 volontaires sur 6. Les SRB n’étaient
pas détectées durant la période de régime témoin mais sont devenues détectables apres addition
de sulfate. L’arrét du régime riche en sulfate a entrainé un retour de '’ensemble de ces valeurs a
leur niveau initial. Chez les trois autres volontaires de I’étude, aucun de ces changements n’a été
observé. Il a été conclu que les Archaea méthanogeénes et la méthanogenése sont régulés par le
sulfate alimentaire lorsque les SRB sont présentes (Christl er al, 1992). Cependant, d’apres
plusieurs études, les micro-organismes sulfato-réducteurs et méthanogeénes peuvent coexister a
des niveaux élevés au sein de I'écosysteme colique et ceci serait di a la versatilité métabolique

des sulfato-réducteurs (Pochart er al, 1992, Stewart et al., 2006).

2.3.2. Les acides biliaires

Florin et Woods (1995), ont montré que l'addition de bile a des cultures de selles de
quatre individus méthano-excréteurs inhibait de maniere dose dépendante la méthanogeneése.
Cette bile, issue de trois patients cholédocostomisés, était utilisée a des concentrations de 0,3 —
3,0 — 10 et 30 %, ce qui correspond respectivement a des concentrations en acides biliaires de
0,04 — 0,43 — 1,4 et 4,3 mM. Une inhibition de la méthanogeneése a été observée pour I'ensemble
de ces doses et a atteint son maximum des 1,4 mM. Sachant que les concentrations iz vivo des
effluents iléaux en sels biliaires sont de I'ordre de 1 mM, ces résultats présument dun impact in

vivo des sels biliaires sur la méthanogenése.

Dans cette méme étude, un test de méthano-excrétion a été réalisé chez un quatriéme

patient choledochostomisé, immédiatement avant la réversion de la choledochostomie (qui a
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duré 20 jours), et a 4, 24 et 40 semaines apres la correction de la fistule biliaire. Les résultats de
méthano-excrétion ont été respectivement de 79, 29, 1 et 1 ppm au dessus des valeurs
atmosphériques. Apres seulement trois mois, le patient est donc passé d'un statut d’individu
hautement méthano-excréteur a un statut de non-méthano-excréteur (Florin & Woods, 1995).
L’ensemble des données fournies par cette étude supporte 'hypothése d'un effet inhibiteur des

sels biliaires sur la méthanogenése.

2.3.3. Le temps de transit

Les Archaea méthanogénes sont des micro-organismes ayant une croissance lente et un
temps de transit long pourrait faciliter leur croissance (Mah et al, 1977). Les données
concernant le temps de transit et le statut de méthano-production sont conflictuelles. Stephen
et al. (1986) ont observé un temps de transit plus long chez les méthano-excréteurs en
comparaison avec les non-méthano-excréteurs. L'impact du temps de transit sur la flore
méthanogene a été confirmé récemment par (Lewis & Cochrane, 2007). Cependant cette
différence n’a pas été observée au cours d’autres études (McKay er al, 1981, Melcher er al,
1991). De plus, les noirs africains d’origine rurale ont des temps de transit plus court que les
caucasiens et pourtant présentent une prévalence de méthano-excréteurs supérieure (Segal er
al., 1988), ce qui indique que le temps de transit le temps de transit n’est pas le seul facteur

impliqué.

2.3.4. lage

Comme nous l'avons précédemment décrit, l'implantation et le maintien des
méthanogenes s’opére graduellement dans les premiéres années de vie, pour atteindre une
prévalence maximale chez les adultes.

Le vieillissement est associé a de nombreuses modifications physiologiques affectant plus
ou moins directement le microbiote intestinal. Une diminution des perceptions olfactives et
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—>Bactéries anaérobies facultatives
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Figure 11. Impact de I'dge sur le microbiote intestinal humain (Adapté de Woodmansey

2007)
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gustatives (Weiffenbach er al, 1982, Doty er al, 1984) ainsi que des problemes de mastication
(Karlsson er al, 1991, Newton et al, 1993) sont susceptibles d’entrainer une diminution et un
déséquilibre de I'alimentation. Le vieillissement est également associé a une augmentation du
temps de transit intestinal (Woodmansey er al, 2004) ainsi qu'a des modifications du systeme
immunitaire (Schiffrin ez al, 2009). Ces modifications du régime alimentaire, des fonctions du
tractus digestif, des fonctions immunitaires, etc..., sont susceptibles d’entrainer des changements
dans la composition du microbiote. Ce dernier pourrait en retour avoir un impact sur les

différentes fonctions physiologiques de I'hote.

Alors que plusieurs études se sont intéressées a l'impact de I'dge sur le microbiote
bactérien humain (les résultats de ces études sont synthétisés dans la Figure 11), il n’y a a notre
connaissance que deux études relatant I'impact de I'dge sur la microflore méthanogeéne. L'une
d’entre elles, menée par Fernandes et a/ (1998), a montré que les 66 méthano-excréteurs inclus
dans I'étude étaient significativement plus dgés que les 63 non-méthano-excréteurs (49,5 + 16,0
versus 39,6 + 17,0 ans, p = 0,0009). La deuxieme, menée par Maczulak er al. (1989), montre que
I'abondance en méthanogéne augmente de plus d'un log entre le rat adulte (30 semaines) et le
rat agé (80 semaines). Ces résultats suggérent que I'abondance des méthanogenes augmenterait

au cours du vieillissement.

2.3.5. Le sexe

L’'influence du sexe est controversée. Alors que de nombreuses études montrent qu'un
pourcentage plus élevé de femmes seraient méthano-excrétrices (Pitt et al, 1980, Hoff et al,
1986, Segal et al, 1988), d’autres n’indiquent aucune différence significative entre hommes et
femmes (Pique er al, 1984, Bond et al, 1971, McKay et al, 1985, Levitt et al, 2006). Aucune
conclusion définitive ne peut donc étre donnée quant a une éventuelle relation entre le statut

méthano-excréteur et le sexe des individus.
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Le tractus digestif est colonisé par un ensemble de micro-organismes dont la densité et la
diversité atteignent leur maximum au niveau du c6lon. Dans ce dernier, de 'ordre de 10 a 10"
micro-organismes tres largement représentés par des bactéries, sont retrouvées par gramme de
contenu. La diversité est supérieure a 15 000 phylotypes différents, sur une base de similarité de
séquences ADN 16S inférieure a 97 %. On retrouve également des Archaea méthanogenes,
représentées par deux Methanobacteriales : M. smithii et M. stadtmanae. Le statut méthano-
excréteur scinde la population en deux groupes : les méthano-excréteurs et les non-méthano-
excréteurs. De nombreuses études visant a déterminer les facteurs susceptibles d’affecter le
microbiote méthanogéne ont été menées et montrent de maniére contrastée le role de I'origine
ethnique des individus, de leur sexe, de leur age, de leur alimentation, ou bien encore des sels
biliaires, dans la prévalence et la quantité de méthanogeénes au sein des populations. Il semble
légitime de s’interroger sur le rdle des Archaea méthanogenes au sein du colon, et leur

implication potentielle dans la physiologie et la santé de leur hote, objet du prochain chapitre.
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Chapitre 3:  Pathologies, microbiote intestinal et Archaea

méthanogénes

3.1. Apercu de I'influence du microbiote sur la physiologie de I'héte

Le microbiote intestinal est en interaction constante avec 'hote et exerce de nombreuses
fonctions physiologiques, pour la plupart bénéfiques a I'hote. Le dialogue permanent entre les
micro-organismes colonisant le tractus intestinal et les cellules de ’hote met en jeu des systemes
de communications complexes, certains impliquant des récepteurs transmembranaires (tels que
les recepteurs « Toll-like », TLR) et intracellulaires (tels que les recepteurs « NOD-like », NLR)
auxquels se lient différentes macromolécules provenant du microbiote (lipopolysaccharides,
flagelline, peptidoglycane, acides gras a chaine courte (AGCC)...). Ci-dessous seront traités les
principaux impacts positifs du microbiote sur la physiologie de I'hote, sans analyser le
mécanisme de ces réactions ; ceci concerne notamment la nutrition de I'hote, le développement
et la maturation du systéeme immunitaire intestinal ainsi que la croissance et la survie des

cellules épithéliales.

3.1.1. Réle nutritionnel bénéfique

Environ 100 g de substrats exogenes, provenant de I'alimentation mais n’ayant pas été
digérés/absorbés sont disponibles a la conversion microbienne chaque jour (Cummings &
Macfarlane, 1997) : il s’agit de polysaccharides complexes, de protéines, de lipides, d’acides
nucléiques et d’autres polymeéres. A ceux-ci s’ajoutent des sécrétions endogenes telles que les
mucopolysaccharides (glycoprotéines retrouvées dans le mucus), les enzymes digestives et les
débris cellulaires, eux-mémes également utilisés par le microbiote. Au total, la conversion de ces
résidus alimentaires et de ces substrats endogenes aboutit a une centaine de composés volatiles,
issus du métabolisme microbien (Geypens et al, 1997), mais seule une fraction de ces

conversions a été étudiée en détail.
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Parmi les produits du métabolisme microbien, les AGCC sont a l'origine d’effets
globalement bénéfiques a I’hote et forment les métabolites microbiens fermentaires principaux.
Les AGCC sont pour I'essentiel issus de la digestion des polysaccharides complexes, dits glucides
fermentescibles, dont la quantité totale qui parvient au cblon varie de 10 g a 60 g par jour en
fonction du régime alimentaire (Cummings & Macfarlane, 1991). Le génome humain ne possede
pas le répertoire de génes codant les activités enzymatiques nécessaires a la digestion de ces
polysaccharides (Gérard & Bernalier-Donadille, 2007). Dans le c6lon, la dégradation de ces
polyosides n’est rendue possible que par la contribution de différents groupes microbiens,
possédant des activités métaboliques complémentaires et formant ainsi une chaine trophique de
dégradation et de fermentation des polyosides (Figure 12): dans un premier temps, la
dégradation des polymeéres en oses et oligosides est effectuée par des bactéries hydrolytiques,
avant que ces composés ne soient utilisés par la flore fermentaire, amenant a la production de
métabolites tels que des AGCC (principalement de l'acétate, du propionate et du butyrate, dans
un rapport 3/1/1), d’autres acides organiques tels que le lactate, le formate et le succinate, des
alcools (éthanol et méthanol principalement) et des gaz (H2 et COz). Le maintien d’une pression
partielle basse en H: est nécessaire au bon déroulement des fermentations, ce qui est rendu
possible grace a lactivité de trois groupes fonctionnels du microbiote intestinal, les

hydrogénotrophes méthanogeénes, sulfato-réducteurs et acétogénes (Rambaud er al, 2004).

Les AGCC sont une source d’énergie importante pour I'épithélium colique ainsi que pour
I'héte. Le butyrate est considéré comme le plus important en raison de son réle bénéfique pour
I'héte. En effet, bien que produit dans la proportion de 1 pour 3 acétates, il est considéré comme
le plus important d'un point de vue qualitatif, car il fournit environ 60 % de I'énergie nécessaire
aux cellules épithéliales coliques (Cummings & Macfarlane, 1997). Il possede également un
impact fonctionnel positif pour I'héte, puisqu’il inhiberait I'inflammation et la carcinogenese,

renforcerait I'effet barriére et diminuerait le stress oxydatif (Hamer ez al, 2008).

Le microbiote est connu comme source d’acides aminés pour ’hote. Il posseéde également
un réle dans ’homéostasie de certains acides aminés essentiels pour I'hdte, via leur syntheése de

novo: ainsi, 'administration d’azote marqué (N) entraine l'augmentation de lysine et de
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thréonine marquées dans les fluides corporels ainsi que dans les protéines corporelles de
I'homme (Metges et al, 1999). 1l peut également réaliser la synthése d’acides aminés a partir de
différents précurseurs, tels que I'azote de source alimentaire, 'urée synthétisée par le foie et
d’autres acides aminés de sources endogene et exogene. De ce fait, la contribution quantitative
de la syntheése d’acides aminés essentiels par le microbiote a 'homéostasie de I'hdte reste

inconnue.

3.1.2. Développement et maturation du systéeme immunitaire intestinal

La muqueuse intestinale, avec une surface de plus de 300 m?, est en permanence exposée
a une quantité trés importante de corps exogenes étrangers (dorigine alimentaire et
bactérienne) qu’elle doit tolérer (Madara er al, 1990). En paralléle, la muqueuse doit lutter
contre les entéropathogeénes viraux, bactériens ou parasitaires. Ainsi, le systéme immunitaire
intestinal (SII) tient deux roles paradoxaux, d’'une part élaborer une réponse cellulaire et
humorale adaptée lorsqu’il y a danger, et d’autre part, élaborer des réponses suppressives a
méme d’empécher I'induction de réponses immunitaires envers les antigénes alimentaires ou du

microbiote commensal.

Ainsi, face a un pathogene, la réponse humorale s’effectue via la sécrétion dans la
lumiere intestinale d’IgA sécrétoires (spécifiques de la muqueuse intestinale), formant des
complexes-immuns avec l'antigéne, et ainsi inactivant des mécanismes de pathogénicité
(adhésion des bactéries pathogenes, multiplication virale dans 'entérocyte, activités biologiques
des entérotoxines,...). Quant a la réponse cellulaire, elle ferait essentiellement intervenir les
lymphocytes intra-épithéliaux, essentiels au maintien de l'intégrité épithéliale par leur role de
destruction des cellules infectées et anormales (Rambaud er al, 2004). Au contraire, pour
l'acceptation des corps exogenes, microbes et aliments, une «tolérance orale» fait que
I'ingestion d’'une protéine conduit a la suppression des réponses immunes cellulaires et
humorales spécifiques de la protéine ingérée, au niveau intestinal et périphérique, lors d'une

réexposition a celle-ci (Rambaud er a/, 2004).
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Les études comparant les animaux dépourvus de microbiote (animaux axéniques) et leurs
homologues élevés classiquement en animalerie (animaux conventionnels) révélent que le
microbiote joue un role primordial dans le développement et la maturation du SII. Chez les
animaux axéniques, on observe un large déficit de développement du tissu lymphoide associé au
tube digestif (Macpherson & Harris, 2004, Falk et al, 1998). Celui-ci se caractérise par une
baisse de la production d’anticorps, et notamment d’IgA (Moreau et al, 1978), et par une
hypoplasie des Plaques de Peyer (Macpherson & Harris, 2004). Une étude récente a également
mis en évidence une baisse du développement et de la maturation des follicules lymphoides
isolés (Bouskra er al, 2008). Les anomalies observées chez les animaux axéniques ne sont pas
réduites a I'épithélium intestinal puisque la rate et les ganglions lymphatiques des animaux
axéniques sont non structurés et présentent des zones lymphocytaires atrophiées (Macpherson
& Harris, 2004). Notons que le simple fait de ré-inoculer un microbiote permet le

rétablissement de ’ensemble de ces anomalies en quelques semaines.

3.1.3. Effet du microbiote sur la fonction des cellules épithéliales, leur croissance et leur

survie

L’épithélium intestinal constitue I'interface majeure entre ’hote et son environnement.
Des études menées a l'aide de souris gnotobiotiques (souris axéniques auxquelles ont été
inoculés un ou plusieurs micro-organismes) ont montré que le microbiote influence le
métabolisme, la prolifération et la survie des cellules épithéliales ainsi que la fonction de
barriere (Hooper et al,, 2001, Ismail & Hooper, 2005). Les souris axéniques présentent a I'inverse
une atrophie des cryptes, ce qui met en évidence un ralentissement du renouvellement
cellulaire de I'épithélium colique en I'absence de microbiote (Alam et al, 1994). Elles présentent
également des réseaux sanguins deux fois moins denses au niveau des villosités intestinales par
rapport aux souris conventionnelles, ce qui souligne l'impact positif du microbiote sur
I'angiogeneése (Stappenbeck er al, 2002). Notons également que langiogenése peut étre
restaurée chez les souris axéniques par I'inoculation d’une seule espece de micro-organisme, une

bactérie commensale prédominante du tube digestif : Bacteroides thetaiotaomicron (Hooper et

al, 2001).
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3.2. Implication du microbiote dans des pathologies d’origine digestive

Bien que majoritairement bénéfique a I'’hodte, le microbiote est également impliqué dans
la genése, le maintien et parfois I'aggravation de certaines pathologies. Certaines d’entre elles
impliquent véritablement ou potentiellement le microbiote méthanogeéne, comme I'obésité, les
atteintes digestives tels que les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), le
syndrome de I'intestin irritable (SII) et le cancer du c6lon. Ceci ne signifie pas que le microbiote
méthanogene soit la cause de la pathologie observée, ce qui a notre connaissance n’a été
démontré dans aucune pathologie humaine. Néanmoins, la présence de méthanogénes du genre
Methanobrevibacter (ordre 1 — hydrogénotrophe) a été associée aux pathologies périodontiques
et parodontiques (Kulik er al, 2001, Belay er al, 1988, Lepp et al, 2004), ainsi qu’avec les
vaginoses (Belay et al, 1990).

3.2.1. Obésité

L’obésité a vu son incidence augmenter de maniére considérable durant ces dernieres
années. Sa genese et son développement est un processus complexe dans lequel interviennent
des facteurs génétiques et environnementaux et dans lequel le r6le du microbiote a fait 'objet
de plusieurs travaux. Ainsi, des études menées chez des souris axéniques versus des souris
conventionnelles, nourries ad /ibitum, a permis de caractériser I'impact du microbiote sur
I'adiposité de I'hote : les souris axéniques présentent en effet 42 % de masse grasse en moins que
les souris conventionnelles (Backhed er al, 2004). Une colonisation de ces mémes souris
axéniques par un microbiote intestinal (issu des souris conventionalisées) aboutit a une
augmentation de 60 % de la masse grasse et a I'émergence d'une insulino-résistance en deux

semaines, méme en réduisant la prise alimentaire de 30 % (Backhed et aZ, 2004).

Tres récemment, le role du microbiote a été caractérisé plus en détail, notamment en
utilisant des modéles animaux d’obésité, tel celui induit par manipulation génétique (souris
ob/ob, déficiente en leptine). Dans ce cas, une altération de la composition du microbiote

intestinal est mise en évidence chez ces animaux, avec une baisse de 50 % de la quantité de
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Bacteroidetes et une augmentation proportionnelle des Firmicutes (Ley et al, 2005), a la fois par
rapport au microbiote des souris ob/+ et +/+ (Ley et al, 2005). En mettant en paralléle des
approches métagénomiques et biochimiques, il a été montré que cette variation relative des
Bacteroidetes et des Firmicutes était associée a une augmentation de la capacité du microbiome

a soutirer de I'énergie a partir de 'alimentation (Turnbaugh ez a/, 2006).

Les interrelations entre lalimentation, I'écologie microbienne intestinale et
I'homéostasie énergétique ont récemment été étudiées sur des modeles de souris dont 'obésité
avait été induite par un régime riche en sucre et en graisse (Turnbaugh er al, 2008). Une
abondance relative inférieure en Bacteroidetes et supérieure en Firmicutes a également été
observée chez ces animaux en comparaison avec des animaux minces recevant une alimentation
riche en sucre et pauvre en graisse. Cependant, a la différence des souris génétiquement obeses
ob/ob, la diversité du microbiote des animaux dont 'obésité est induite par I'alimentation est
réduite de maniére considérable, du fait de la progression dans I'abondance d'une seule et
unique classe de Firmicutes (les Mollicutes) qui possédent une capacité supérieure pour la

libération d’énergie a partir de I'alimentation (Turnbaugh er al, 2008).

On peut également noter que la transplantation du microbiote d’'une souris dont I'obésité
a été induite par une alimentation riche en sucre et en graisse, ou également la transplantation
du microbiote dune souris ob/ob a une souris axénique, induisent une prise de poids
équivalente ou supérieure a celle de la transplantation du microbiote d’une souris mince.

(Turnbaugh et al, 2008).

La variation dans la nature du microbiote permet ainsi d’établir une relation de cause a
effet avec 'obésité par son impact sur I'extraction d’énergie et des mécanismes complémentaires
ont également été décrits. L'un d’entre eux implique le facteur Fiaf (Fasting-Induced Adipose
Factor), un inhibiteur des lipoprotéines lipases produit par I'intestin, le foie et le tissu adipeux.
Des souris axéniques rendues conventionnelles perdent I'expression intestinale de ce facteur,
conduisant a une augmentation de l'activité lipoprotéine lipase, et par la suite une augmentation
du stockage des triglycérides dans les adipocytes (Backhed ez al, 2004). Plus récemment, Backed

et al. (2007) ont décrit un mécanisme complémentaire : le maintien du phénotype mince chez
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les souris axéniques soumises a un régime alimentaire riche en graisse et en sucre implique un
taux élevé du facteur Fiaf induisant le Pgc-la (peroxisome proliferator activator receptor y
coactivator-la), et une activité élevée de I'’AMPK (AMP-activated protein kinase), qui

conduisent tous deux a 'augmentation de 'oxydation des acides gras (Backhed ez al, 2007).

Des résultats similaires concernant la composition du microbiote, notamment
concernant le rapport Bacteroidetes / Firmicutes, ont été retrouvés chez 'homme (Ley et al,
2006). Bien que cela ne soit pas démontré pour l'heure actuelle, il est probable que les
mécanismes décrits ci-dessus soient potentiellement a 'ceuvre également. Il faut toutefois noter
qu'une étude récente montre I'absence de différence dans la proportion de Bacteroidetes entre
sujets obeses et sujets non-obeses, et l'absence de changement dans le pourcentage de

Bacteroidetes chez les obéses soumis a un régime hypocalorique (Duncan et al,, 2008).

3.2.2. Maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI)

Le terme de MICI est une appellation générale désignant un ensemble de lésions
inflammatoires chroniques, d’étiologie inconnue, atteignant le tractus digestif. Ces affections
sont récidivantes, se cantonnent a certains segments du tube digestif avec des manifestations
cliniques variées et souvent une évolution chronique peu prévisible. Ce terme recouvre
notamment les colites ulcéreuses et la maladie de Crohn. Ces lésions inflammatoires sont la
conséquence dune activation du systeme immunitaire intestinal, pour laquelle les facteurs
environnementaux (mode de vie, micro-organismes intestinaux, virus) et génétiques

(prédisposition) commencent a étre mieux connus (Macfarlane ez aZ, 2009).

Comme nous l'avons vu précédemment (Cf 3.1.2. p. 32 et 3.1.3. p. 33), le microbiote
intestinal possede un role dans la promotion de ’homéostasie immune et dans la modulation du
développement intestinal. Une altération de la composition du microbiote, conduisant a une
modification des antigénes dominants ou de ses fonctions métaboliques est depuis longtemps
suspectée dans I’étiologie des MICI. Une étude récente a notamment montré que le microbiote

intestinal des patients atteints de ces maladies différe de celui des témoins en bonne santé. En

36






Etude Bibliographique

effet, les Firmicutes et les Bacteroidetes sont moins représentés chez les patients atteints de
MICI par comparaison avec les contrdles (n=129, Frank et al, 2007). De plus il a été en évidence
que des quantités plus faibles de micro-organismes appartenant au groupe des Clostridium
(cluster IV et XIV) étaient présentes chez un sous groupe d’individus atteints de MICI. Cette
dysbiose a été corrélée avec une augmentation de 'occurrence des abces et des chirurgies plus
précoces. En tout état de cause, le microbiote pourrait donc étre utilisé comme biomarqueur de

certaines formes agressives de MICI (Frank ez a/, 2007)

Concernant les bactéries pathogenes, des Escherichia coli, dénommées AIEC pour
Adherent-Invasive E. coli, ont été identifiées comme facteur intervenant dans I’étiologie de la
maladie de Crohn. Les AIEC sont retrouvées associées a la muqueuse iléale de maniere
spécifique chez les patients atteints de la maladie de Crohn (Darfeuille-Michaud et a/, 2004) et
posseédent la capacité de survivre et de se répliquer au sein des macrophages sans induire la mort

cellulaire des cellules de I'ho6te (Glasser er al., 2001).

3.2.3. Syndrome de l'intestin irritable (SII)

Le SII est un désordre gastro-intestinal chronique, caractérisé par des douleurs
abdominales, des dysfonctionnements intestinaux (tels que la constipation) et des
ballonnements (Agrawal & Whorwell, 2006). Dans les pays occidentaux, environ 15 % de la
population est touchée par ce syndrome, avec une atteinte plus fréquente chez les femmes
(Drossman et al, 1997). Parmi de nombreuses études, une étude menée chez 6 patientes se
plaignant de ballonnements a montré qu’elles présentaient une production de gaz supérieure a
la normale avec un régime standardisé, et donc que ces symptdmes pouvaient étre reliés a une

anomalie du microbiote aboutissant a une production anormale de gaz (King ez al, 1998).
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3.2.4. Cancer colorectal (CCR)

Le coOlon est le troisieme site le plus fréquent de cancer dans les pays occidentaux et la
deuxieme cause de mortalité aux Etats-Unis (McGarr et al, 2005) et en Europe (Boyle & Ferlay,
2005). En plus des facteurs génétiques, les habitudes alimentaires semblent jouer un role
significatif dans la genése du cancer du co6lon : 'augmentation de la prévalence chez les afro-
américains par rapport aux africains natifs (O'Keefe er al, 1999) montre clairement I'impact
délétére d’'une alimentation de type occidentale, dans laquelle 'apport d’énergie et de matiére
grasse est excessif (Pan & DesMeules, 2009). Par exemple, une alimentation riche en graisse
entraine une augmentation de la production d’acides biliaires primaires, notamment d’acide
cholique. Ce dernier est majoritairement réabsorbé mais une fraction atteint le célon (Reddy,
1981). Il pourra alors y étre transformé via une 7 o-hydroxylase bactérienne en acide
déoxycholique, produit reconnu comme carcinogéne (Nagengast et al, 1995) et pour lequel des
taux fécaux et plasmatiques élevés ont été retrouvés chez les patients atteints de cancer du c6lon

(Hori et al,, 1998).

De plus, certaines activités enzymatiques du microbiote (f-glucuronidase et
nitroréductase) peuvent entrainer I'activation (Ball er a/, 1991) ou la synthese (Van Tassel et al,
1982) de molécules carcinogenes, telles que les fecapentenes (FP-12 et FP-14) dans les feces, qui
résultent majoritairement de 'activité de Bacteroides. Ainsi, certaines activités enzymatiques du

microbiote participent a I'étiologie du cancer du c6lon.

Une alimentation riche en viande est également reconnue comme facteur de risque dans
le cancer colorectal. Celle-ci peut notamment mener a une production importante d’hydrogene
sulfuré (H2S) par la flore sulfato-réductrice (Gibson er al, 1993). Celui-ci active alors la
synthese de radicaux libres (Attene-Ramos et al, 2006) et inhibe l'utilisation du butyrate par les

colonocytes (Roediger er al,, 1993).
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3.3. Hypothése d’une participation ou d’une implication des Archaea
méthanogeénes

Si le microbiote est directement impliqué dans des pathologies d’origine digestive, il est
légitime de s’interroger sur une participation éventuelle des Archaea méthanogenes,
notamment parce que leur abondance est variable selon la population considérée. Un réle
plausible pourrait étre dt au méthane lui-méme : plusieurs études ont en effet montré que ce
gaz inhibait le péristaltisme intestinal (Pimentel ez a/, 2004). De telles observations suggerent
que le muscle colique possederait des récepteurs spécifiques. Si cela était confirmé, le méthane
rejoindrait I'oxyde nitrique (NO), le monoxyde de carbone (CO, Farrugia er al 2003), et le
sulfure d’hydrogene (H2S, Patacchini er al, 2005) comme composé volatil servant de
neurotransmetteur. Il pourrait alors jouer un role dans le temps de transit, facteur couramment

impliqué dans de nombreuses pathologies digestives.

Implication des Archaea méthanogénes dans ’'obésité

Dans l'obésité, les Archaea méthanogenes sont retrouvées en plus grande abondance
chez les souris 0b/0b (Turnbaugh ez al, 2006, Zhang et al, 2009). Rappelons que chez 'homme,
M. smithii colonise le colon humain, parfois a des concentrations substantielles (allant jusqu’a
1010 cellules par gramme de poids sec de selles) et utilise comme source de substrat I'H: et le CO2
et dans une moindre mesure, le formate. Il est donc légitime de s’interroger sur le fait qu’elle
facilite / active la croissance et/ou l'activité des bactéries responsables de la digestion des sucres
complexes (génératrice de ses substrats H> et CO2). Afin de répondre a cette question, Samuel et
Gordon (2006) ont comparé des souris axéniques, colonisées selon différentes combinaisons avec
une bactérie consommatrice de polysaccharides (Bacteroides thetaiotaomicron) en association
avec une bactérie sulfato-réductrice reconnue comme prédominante dans le c6lon humain
(Desulfovibrio piger) (Eckburg et al, 2005) ou M. smithii. Ces animaux ont été nourris ad
libitum avec une alimentation riche en polysaccharides. La co-colonisation de M. smithii avec
B. thetaiotaomicron, oriente le métabolisme de ce dernier vers la production d’acétate et de
formate (ce dernier étant réutilisé par M. smithii) a partir des fructanes alimentaires. De plus,

une augmentation de la lipogenése et de I'adiposité est observée chez ces animaux co-colonisés
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par ces deux micro-organismes. En comparaison, aucun de ces effets n’est observé lors d'une co-
colonisation de ces souris par B. thetaiotaomicron et D. piger, ce qui met en évidence un role

possible de M. smithii dans le développement de 'obésité.

Implication des Archaea méthanogénes dans les SII et les MICI

Des résultats plus nuancés ressortent d'une éventuelle participation des méthanogenes
dans les MICI et les SII : ainsi, Pimentel er a/ (2003) ont mesuré la prévalence des individus
méthano-excréteurs chez un large groupe de patients atteints de SII et de MICI. Si, dans cette
étude, la production de méthane est fortement corrélée avec les patient SII présentant une
constipation, les patients atteints de la maladie de Crohn ou des colites ulcératives (deux MICI)
présentent une prévalence de méthano-excréteurs tres basse, confirmant une observation de
McKay et al. (1985). L’étude menée par Scanlan er a/ (2008) vient également confirmer ces
données, avec une proportion d’individus mcrA positif de 30 % chez les patients atteints de la
maladie de Crohn (n=27) et de 24 % chez ceux atteints de colites ulcéreuses (n=29), c'est-a-dire

plus faible que dans la population témoin (48 %, n=44).

Implication des Archaea méthanogénes dans le CCR

Une association entre microbiote méthanogéne et cancer du colon a été étudiée avec
beaucoup d’intérét depuis I'étude de Haines er al (1977) qui montrait que la prévalence des
individus méthano-excréteurs était supérieure chez les personnes présentant un cancer du célon
(84 %) que chez les sujets controle (40 %). Cependant, alors que Pique ez al (1984) retrouverent
des résultats similaires, les études qui suivirent, et notamment celles de Hoff ez a/ (1986), de
Segal et al (1988) et de Hudson et al (1993) ne montrerent pas cette relation entre prévalence
de méthano-excrétion et cancer du co6lon. Plus récemment, 'étude menée par Scanlan er al.
(2008) montre que 45 % des patients de ’étude présentant un CCR (n=31 - 60.3 + 6.6 ans) sont
mcrA positif, mais que cette valeur n’est pas significativement différente de celle retrouvée chez

les témoins ne présentant pas de pathologies digestives (48 %).
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organismes dans I'écosystéme. Cependant de nombreuses especes restent encore difficilement
cultivables, voire non-cultivées (Amann et a/, 1995) et la compréhension de I'écosystéme est de

ce fait toujours limitée d’un point de vue fonctionnel.

De maniere a avoir une perception nouvelle du potentiel génétique et fonctionnel du
microbiote intestinal, les chercheurs se tournent a ’heure actuelle vers une nouvelle approche :
la métagénomique (Handelsman, 2004). Cette derniere considére I'ensemble des génomes d'une
communauté microbienne ou d’'un écosystéme entier comme une seule et méme donnée, le
métagénome. Plusieurs métagénomes ont d’ores et déja été caractérisés et ont été ou sont en
cours d’analyse (Singh er al, 2009). Plusieurs études consacrées au microbiote intestinal humain
ont déja utilisé cette méthodologie (Gill et al, 2006, Kurokawa et al, 2007). D’autres approches
recouvrent maintenant la caractérisation des protéines (Métaprotéome), des ARN
(Métatranscriptome) ou des métabolites (Métabolome) de cet environnement. L’intégration de
I'ensemble de ces données devrait apporter un éclairage nouveau de cette « boite noire » que

restent le tube digestif humain et son microbiote.

Les travaux de cette thése ont été menés au sein de I'’Equipe de Recherche
Technologique « Conception, Ingénierie et Développement de I’Aliment et du Médicament »
(ERT CIDAM) de I'Université d’Auvergne. Cette équipe, co-dirigée par Monique Alric, Eric
Beyssac et Jean-Michel Cardot, est rattachée au Centre de Recherche en Nutrition Humaine
(CRNH) d’Auvergne ainsi qu’a I'Institut Fédératif de Recherche (IFR 79) Santé-Auvergne. Dans
le cadre de la mise en place de son plateau technologique de digestion artificielle, '"ERT-CIDAM
a entrepris de développer des outils moléculaires d’analyse de la flore intestinale humaine dont
le suivi est indispensable dans des études de digestion artificielle. Dans ce contexte, I’équipe
dirigée par Jean-Francois Brugére s’intéresse a la diversité de certains grands groupes

métaboliques, et notamment a celle des Archaea méthanogenes, objet de ces travaux de thése.
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Le microbiote joue un role essentiel dans la physiologie de 'hdte. Ce role recouvre le
développement et la maturation du systéme immunitaire intestinal, la croissance et la survie des
cellules épithéliales, et la nutrition de I'hdte ; cet aspect passe notamment vza la production par
fermentation d’AGCC, en particulier le butyrate qui couvre a lui seul 60 % des besoins
énergétiques des cellules épithéliales coliques de I'hote. Le microbiote méthanogéne permet,
avec les autres micro-organismes hydrogénotrophes (acétogénes et sulfato-réducteurs), le
maintien d'une pression partielle basse en H» nécessaire au maintien de lactivité de
fermentation et donc au bon déroulement des processus de digestion.

Le microbiote reste néanmoins également impliqué dans plusieurs pathologies digestives.
Dans ce cadre, selon certains auteurs, le microbiote méthanogeéne est significativement plus
abondant chez les individus obéses et sa présence est positivement corrélée a la prévalence des
SII. Néanmoins, il est impossible a T’heure actuelle d’affirmer si les disproportions entre
populations et quantité de méthanogenes sont des facteurs associés, des conséquences de la

pathologie ou inversement des causes.
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Les Archaea méthanogenes colonisent le tractus digestif de nombreux animaux et
notamment celui de ’'homme. Elles sont retrouvées au sein du microbiote colique humain a des
concentrations supérieures a 10® cellules par gramme de contenu, chez 30 a 50 % de la
population. Jusqu'a trés récemment, ’étude de leur diversité chez ’homme s’est cantonnée aux
approches culturales. Ceci a permis la mise en évidence de deux Archaea méthanogenes
hydrogénotrophes : M. smithii et M. stadtmanae qui permettent le maintien d’une pression
partielle en hydrogéne basse nécessaire a l'activité de la flore fermentaire. Strictement
anaérobies et de croissance lente et dépendante de nombreux cofacteurs, elles sont difficilement
cultivables et isolables. Du fait de potentielles implications des Archaea méthanogeénes dans
diverses pathologies et notamment dans I'obésité et le SII, une description plus précise de la
diversité du microbiote méthanogéne wia l'utilisation d’approches moléculaires, semble
indispensable. De plus, parmi les nombreux facteurs susceptibles d’influencer la colonisation par
le microbiote méthanogene (origine ethnique, sexe, alimentation...), le vieillissement est un
facteur pour lequel trés peu de données sont disponibles.

La partie qui va suivre est consacrée aux résultats. Dans un premier temps, il sera
présenté en quoi I'évaluation du microbiote intestinal humain par un test de diagnostic in vitro
moléculaire présenterait un intérét majeur. Ensuite, les résultats expérimentaux obtenus au
cours de cette these, et concernant I'étude de la diversité des Archaea méthanogenes colonisant
le tractus digestif de 'homme, ainsi que I'impact de I'dge sur cette diversité et sa distribution

seront présentés dans un deuxiéme et un troisiéme chapitres.
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Chapitre 1:  Le challenge d'un test de diagnostic in vitro (DIV)
moléculaire permettant d’évaluer le microbiote intestinal humain

(Article 1)

Cette revue a pour objectif d’exposer 'hypotheése que le diagnostic in vitro (DIV) du
microbiote intestinal humain pourra étre, dans un futur proche, un moyen non invasif de

diagnostic et de suivi de diverses pathologies du tractus gastro-intestinal.

L’utilisation d’approches moléculaires nouvellement développées, telles que la
métagénomique et les biopuces a ADN, sont au coeur de cette hypothese. Sachant que le tractus
digestif de I'homme est colonisé par un microbiote dont la diversité et I'abondance sont
tellement importantes qu’elles en font I'un des écosystémes les plus complexes qui soit,
I’application de tels outils au diagnostic du microbiote s’avere nécessaire. En effet, bien que les
fonctions du microbiote soient pour la plupart bénéfiques a I'héte, il n’en demeure pas moins
que le microbiote est aussi impliqué dans des pathologies telles que 1'obésité, le cancer du colon
ou encore les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin. D’autres associations entre
composants du microbiote et pathologies, sont a attendre de futurs études cliniques et
épidémiologiques ; tout ceci est rendu possible par l'évolution des techniques d’analyse

moléculaire d’écologie microbienne (métagénomique et biopuces).

De ce fait, cette revue fait ’état des connaissances concernant :
- le microbiote intestinal humain et notamment sa diversité, son abondance, ses
implications dans la physiologie de I'héte et dans différentes pathologies,
- l'évolution des techniques d’écologie moléculaire permettant Il'analyse de ce
microbiote
- limportance des étapes préanalytiques lors de l'’étude du microbiote intestinal

humain : localisation des prélévements et techniques d’extraction d’ADN et d’ARN.
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Tools for stools:

the challenge of assessing
human intestinal microbiota
using molecular diagnostics

Expert Rev. Mol Diagn. 3(4), 353-365 {2009}

The human Gl tract is inhabited by an incredibly complex and abundant microbiota, whose
composition is dependent on a variety of factors, The gut microbiota has an influence in the
morphological, immunological and nutritional functions of the digestive tract and may be
involved in many diseases. This article proposes the rationale behind conducting in vitro
diagnostics (IVDs) of the human microbiota, as well as outlining the conceptual and technical
difficulties involved in IVD testing. The molecular methods that can be used according to
whether the IVD tocls are employed to study one individual constituent species or to
determine the microbiota as a whole will also be described. In the latter case, these
technologies include high-throughput sequencing for metagenomics and DNA microarrays,
which can now be efficiently used to study gut ecology and are believed to represent the

future of standardized diagnostics.

Kevyworps: cotorectal cancer » DNA microarray » Gl tract »
*+ inflammatory bowe! disease * metagenomic

Microorganisms are physically, intimately and
densely associated with our bedy. Although
present on the skin, in the respiratory tract and
in the vagina, the majority are located in the
digestive tract, berween the mouth and the rec-
tum, where they form different microbiotas with
qualitative 2nd quantirative variations among
organs. The most intensively colonized part of
the digestive tract is the colon, where microbtota
account for 1.5 kg of biomass (i.c., approxi-
mately 2% of the body mass} {1]. Numerically,
every individual has ten-times morc bacterial
cells than human cells, conferring a different
metabolic potential than the one encoded by
the human genome. Therefore, from a meta-
bolic point of view, it weuld be more correct 1o
describe humans as ‘superorganisms’, that is, 2
human/microbes hybrid |21.

These microorganisms are as diverse as they
are abundant, and recent estimations suggest
that chere arc approximately 15,000-36,000 dif-
ferent bacterial species forming the microbioa
according to the molecular criteria used 13]. The
gut microbiota is individual specific and remains
relatively stable over the course of lifc 141, apart

gut microtiota » in witro diagnostic

from the fora acquisition/implantation peried
in newborns 51 One of its key features 1s resil-
ience (i.c., the capacity to regenerate itself) as
the same dominant populations are obrained
before and after a crisis episode (¢.g., antibiodic
therapy) [6], although this view may change
when more-accurate methods are employed.
Nevercheless, intestinal microorganisms con-
stitute a real fingerprint of cach individual (73],
as they result from a personal developmental his-
tory with specific environmental, nutritional and
BENETiC COMPONENTS,

The microbiota acts on gut physiology and,
more broadly, on health. Microbiota composi-
tion can be influenced by drugs and/or pre- ot
probiotics and plays either a direct or indirect
rele in the development of several pathologies,
as outlined in this atricle. Consequently, it
would make sensc to run in pirre diagnostic
{IVD) tests to assess microblota composition
{mainly the microbiota of the large bowel) for
preventive carc or early diagnosis, but the com-
plex nature of the microbiota poses conceprual
and technical difficulties. However, solutions
have becn developed, as described later.
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Rationale for analyzing the composition of

the microbiota

There is a growing body of evidence that our microbiota is implicd
in several mertabolic or physiclogical functions, as well as cer-
tain pathologies. For example, Helicobacter pylori in the stom-
ach is associated with the development of gastritls, peptic ulcer
and adenocarcinoma ). Certain bacterial groups in the mouth
are associated with the different steps of caries progression (10}
and in polymicrobial anacrobic infections, such as endodontic
infections [11,12] or periodontal discase (13]. These diseases are also
associated with an increased risk of developing coronary heart
discase [14]. Salivary microbiota has also been used as a diag-
nostic indicator of oral cancer, with sensitivicy and specificity of
approximately 80% [15].

Contribution of the microbiota to intestinal

tract functions

The microbiota of the intestinal tract is very abundanc but, para-
doxically, is not essential o life, as we have learnt from germ-free
mice. However, these mice, delivered by cesarean section and con-
fined to sterile environments, present important modifications in
the maturation, maintenance (16.07), morphology, immunology and
nutritional functions of the mouse GI tract [19]. The main roles of
the microbiota are to exclude pathogens by acting as 2 physicat bar-
rier, coating the mucosa and inducing the production of antimicro-
bial peptides by Paneth cells (19! The microbiota also helps decrease
the inflammatory response and the number of Peyer’s patches,
while promoting angiogenesis (20]. From a nutritional standpoint,
and in addition to the production of available vitamins (especially
vitamins B, B, and K) (21], the microflora is a source of energy for
the host, It has been reported that germ-free mice implanted witha
microbiota show a 60% increase in body fat [22) owing to an excess
of energy-relcase from the fermentation of undigested food restducs
reaching the colon (c.g., dictary carbohydrates, such as resistant
starches, plus other dictary fibers (23)). This metabolic activity var-
ies according to microbiota composition (24). It also involves the
use of proteins/glycoproteins that have not been digested in the
upper part of the intestine, and the recovery of secretions {(mainly
mucins) that would otherwise be lost for the host. At the end of
this anacrobic metabolism, fermentations lead ro the production of
gases (H,, CO,, CH, and also H,S) and of short-chain fatry acids.
These anions of two to six carbon atoms are mainly formed by
acetate, then propionate and butyrate, normally at a ratio of 3:1:1.
They are used by the host, where butyrate constitures the major
energy source for colonocytes, and appear to be very beneficial to
host physiology [25-271.

Implication in intestinal diseases

The colan is the third most frequent site of cancer in Western
countries and the second cause of cancer moreality in the
USA [28) and Europe [29]. [n addition to genetic factors, dicrary
habits seem to play a significant role in the genesis of colon can-
cer: the increased incidence in African—American versus Nartive
African populations 30) clearly indicates the deleterious effects
of Western dicts caused by excessive calorie intake or by dietary

macro- and micro-component composition [31.32]. As microbiota
interacts with diet, microoganisms are, at least partly, implicared
in carcinogenic potency. For example, microbiotic species {par-
ticularly from the genus Clostridium) can transform the 5% of
the primary bile acids escaping the enterohepatic recirculation
and reaching the colon. After 70-dehydroxylation, primary bile
acids become secondary bile acids, which can promeote tumori-
genesis [28]. Larger quantities of these molecules are recovered
in cascs of high-fac diets (33]. Some enzymatic activitics of the
microbiora {B-glucuronidase and nitroreductase) can lead to the
activation [34] or synthesis of carcinogenic molecules, such as
fecapentenes (FP-12 and FP-14) in stool, which mainly result
from the anaerobic metabolism of Bacreroides 135]. In parallel,
a meat-rich and high-saturated-fatr dict may lead to the over-
production of H,S, a molecule produced by hydrogenotrophic
sulfare-reducing microflora (36], which promotes free-radical syn-
thesis (37] and inhibits the use of butyrate in the colonocyte 1351
lnversely, carcinogenic molecules, such as heterocyclic amines,
mycotoxins {aflatoxin B1) and polycyclic aromatic hydrocarbons
may also be supplied directly by diet (31.3¢9) and inactivated by
specific enzymatic activities of the microbiota.

Recently, microbiota has been proposed as a factor involved
in the control of bodyweight, as it could be expected given the
role of the gur microbiota in the extraction of calories from our
food. In a first study, the Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio was
found higher in obesc people than in leancr people [40) but this
result is no more supported by other recent works, for example,
from Duncan et af. (41). The microbiota is known ro influence the
expression of the human factor, fasting-induced adipocyte factor, 2
regulator of fat storage (22.. This suggests that the microbiota could
be modified in order to limit weight gain, despite the existence of
predisposing genetic factors,

The association diet/microbiora alse modulates the quantity,
nature and proportion of short-chain fatey acids and either ben-
eficially or deleteriously influences numerous functions of the
organism, with local cffects (c.g., constipation and ulcerative
coliris) and systemic effects (c.g., osteoporosis, coronary heart
disease and diabetes) [2¢]. The microbiota of inflammatory bowel
discase patients is also modified. Recent results from Crohn's dis-
ease and ulcerative colitis showed that some patients have a lower
diversity [42) and a deplerion of commensal bacteria, particularly
Bacteroidetes and Firmicutes (43). These chronic inflammations
arc also expected to promote carcinogenesis, as demonstrated
for ulcerative colicis [44). More surprisingly, microbiota is also
suspected 1o be involved in atopic disorders, such as asthma and
cczema [451. Taken together, these clements arguc for an immedi-
are interest in determining gut microbiota composition for the
assessment of its metabolic capacities in generating/detoxifying
carcinogens and potentially for use as a diagnostic marker of
colorectal cancer risk. An IVD microbiora test could also be used
as 2 tool for monitoring the presence of microbial pepulations
abic to induce chronic inflammations or other bowel diseases
and for monitoring the influence of medical drugs or pre- or
probiotics that imbalance some bacterial populations by bringing
or enforcing beneficial bacteria Ji6].
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Microbial content of human digestive ecosystems
Since bacteria form the fargest taxonomic, genetic and merabolic
diversity of the gut microbiota, we will mainly focus on tools for
studying this domain of life, some of which can be bacteria spe-
cific. Nevertheless, it should be kept in mind that the other two
domains, the Eukarya and Archaea, arc also present in the Gl
tract. Eukaryotic microorganisms (mainly Blastecystis spp. and
yeast, for example, Candida) represent minor populations 147,
whereas Archaea, which are metabolically active in more than
one in three people, have long been considered limited o two
hydrogenotrophic Methanobacteriales species, Methanobrevibacter
smithiiand Methanosphaera stadtmanae s8], However, recent find-
ings show that 2 new methanogenic order inhabits the intestinal
tract, suggesting that in-gut archacal diversity may be higher than
previously thought [49). Moreover, since methanogenic archaea play
a potentially pathogenic role 50| and the presence of several species
belonging to this new order arc frequently associated with elderly
people (Bruckse JF, Miaovsxt A, Peas. o), future diagnostic tools
would also have to address the presence of nonbacterial organisms.
Fecal marter contains a large diversity of close to 1200 viral
genotypes (si}. Phages directly affect bacierial composition but
have no significant metabolic activity, per se. Thus, the identifica-
tion of actors in gut physiology can be limited to prokaryote and
eukaryote microorganisms. However, the role of these phages in
the direct regulation of certain microbiotic componcents and the
potential for future medical use o specifically control cerain
bacterial groups may be of particular interest.

Individuai-, age- & organ-specific microbiota

The gastrointestinal microbiota is viewed as a fingerprint for
every individual, highlighting the specificity of its composi-
tion to each individual. At birth, the GI tract of newborns is
sterile and becomes rapidly colonized in the first few instants
of life. Various microorganisms will then pass through the
digestive tract due to environmental exposure (and possibly
hygienc conditions surrounding the first months of life), and
some of them, depending on the tolcrance of the host and of
the bacteria already present, will colenize the tract. Thus, this
partly opportunistic colonization depends on delivery mode
{vaginal or cesarean section), gestational age at birth, feeding
mode {breast- vs formula-fed}, the use of antibiotics (s2-541, and
probably also genetic factors. The impact of genetics remains
controversial: the microbiota of monozygotic twins are as dif-
ferent as the microbiora of dizygotic twins [s5), but the major
histocompatibility complex seems 1o influence fecal flora com-
position in mice (56}, However, after the first chaotic months,
the ecosystem seems to stabilize 2nd, at 1-2 years of age, it
reflects the adulk ecosystem (3!, The adult digestive tract can be
viewed as a succession of different ecosystems. Indeed, microbial
populations are unevenly divided throughout the digestive tract
due to a mosaic of ecological conditions {c.g., physicochemical
and nutritional conditions and transit time), resulting in impor-
tant berween-organ differences. This makes it necessary eo dis-
tinguish resident {i.e., nontransient) populations, also termed
autochthonous {nonallechthonous) populations ns).

The oral cavity is extremely rich in microorganisms, wich
10° bacteria per milliliter of saliva and 10" baceeria per gram of
dental plaque. This microflora is characterized by its ability to
adhere ta different surfaces (e.g., teeth and tonguc) with bio-
films formed of different species 571, Molecular approaches have
detected more than 700 species. Among these species, 50% are
unculcured microorganisms, and some that belong to the Gemella,
Granulicatella, Streptococcus and Veillonella genera appear to be
dominant and ubiguitous, whatever the oral sampling site. The
distal part of the esophagus scems to represent an extension of
the oral cavity, presenting similar species but with less microbial
density and diversity (less than 100 species) (58}

The stomach represents a split in the microbial continuum of
the digestive tract because of its extremely acidic pH, as most
of the microorganisms ingested are destroyed before reaching
the duodenum, This makes it difficulr to distinguish the exact
proportions of resident versus transient stomach bacteria [59!.
However, a study on 23 gastric endoscopic biopsy samples
revealed the presence of over 128 different bacterial phylotypes
{on the basis of 165 rRNA scquence analysis). Helicobacter
pylori was recovered in most of the subjects, and approximately
70% of recovercd phylotypes were formed of sequences already
described for the oral cavity (60]. Nevercheless, 10% corresponded
to uncharacterized species, with some of them belonging to the
phylum Deinococcus/Thermus, which includes species that have
been described in extreme environments (c.g., hot springs and
radioactive-waste-disposal sites).

Conditions are less excreme in the small intestine and large
bowel, where the pH varies between approximately 6.5 and 7.5
in the small intestine [61) from the duodenum to the ilcum, and
between approximately 5.5 and 7.0 in the large intestine, from its
proximal to irs distal part [62!, The transit of the small intestine
slows down between the ducdenum and che ileum (decrease
in peristalsis), consequently increasing microbial density, par-
ticularly in the lumen, from 10" bacteria per milliliter in the
ducdenum to 107 in the ilcum [16]. Mainly facultative anacrobic
bacteria, such as enterobacteria, streptococci and lactobacilli, are
recovered there. Finally, further along this part of the digestive
tract, redox potential gets lower, leading to a parallel increase in
the proportion of strictly anacrobic microorganisms 63!

Human colonic microbiota

Up to 10"-10' bacteria per gram of contents colonize the colon,
where transic time is longer and content is increasingly solid;
therefore, the luminal fraction of the microbiota {whether or not
associated with fibcr and other transient content matter) increases
while the mucosal fraction (1.e., bacteria adherent to the mucous
membrane) seems to be less subject to fluctuations 81, The vast
majority of these microorganisms arc obligate anaerobes, mak-
ing it difficult (if not impossible) to study, culture and isolate
them, However, many of the predominant anaerobes from the
human colon have been isolated and, for certain groups, there is
evidence that most can be cultured (for example, see (s41). They
arc grouped zccording to occurrence in terms of residual popu-
lations (<10%/g, in part composed of transient microorganisms},
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subdominant pepulations (10°~10%g) and dominant populations
(210°/g). This abundance-based classification is not synonymous
with the functrional hierarchy of this ecosystem. To illustrace this
point, the hydrogenotrophic prokaryotes {acetogenic bacteria,
sulfate-reducing prokaryotes and the methanogenic Archaea) are
subdominant but, as they consume H, formed during the fermen-
tative processes, they maintain the low H, pressure essential to
the smooth running of fermentation and colonocyte metabolism.
Therefore, a test describing the composition of the microbiota
would be useful if it can differentiate populations varying on a
several-log scale,

Vatiation in the absolute abundance of populations is one fea-
ture of the human colonic microbiota. The other is the numerous
different species. Culeuring techniques have described the domi-
nant flora as being composed of the obligate anaerobes Bacteraides,
Bifidobacterium, Clostridium, Eubactevium, Peptostreptococcus and
Ruminocaceus (631. The use of culture-independent analyses has
partially modified this vision (66.67). Recently, advanced sequenc-
ing processes and metagenomics strategies have been coupled
with powerful bioinformatics tools and melecular phylogeny o
generate more detailed descriptions [3.68). Hence, several stud-
ies bave revealed the presence of two major bacterial phyla: the
phylum Firmicutes zccounts for haif of the phylotypes recovered
{mainly Lachnospiraceas with the clostridial IV and XTVa groups)
while the phylum Bacteroidetes accounts for another quarter {ic.,
Bacteroides, Prevotella and Porphyromonas). Another phylum,
Actinobacteria ( Bifidobacterium, Atgpobium) is also highly repre-
sented, although to a lesser extent, as are the phyla Proteobacteria,
Fusobacteriz and Verrucemicrobia (8.40.431. The first systematic
studies suggested the presence of 1000 species i8). This figure
has been revised of up to more than 1800 genera, where there are
15,000-36,000 different bacterial species according to the crite-
ria used, and that modelization predicts double the amount (31
Therefore, defining the raxonemic depth of the diagnosis, or
the bacrerial groups to be analyzed, represents a key step in the
study of intestinal microbiota, where systematic studics have so
far proven impossible,

Analysis of the gut microbiota

Analyzing the composition of the human colonic microbiota has
long been dependent on culturing methods, and the challenge
to identify and characterize uncultured organisms was largely
ignored. It is welt known that conventional cultivation approaches
access only a tiny subser of the broad diversity of microorganisms
inferred as being present in any given cnvironment, and the cultur-
able portion of bacteria is not representative of total phylogenetic
diversity, as evidenced in recent studies (for an example, see (8.43)).
However, cultivation of microorganisms remains fundamental for
undesstanding microbial physiclogy and metabolites (691. Ficune 1
illustrates an overview of the principal strategies that could be
employed for analyzing the composition of the microbiota. Most
of the microorganisms cultivated are those that grow quickly and
are capable of growing in nutriene-rich media [70]. New approaches
arc based on high-throughput methods developed 1o grow encap-
sulated single cells under environmentally relevant conditions,

as recently used for marine microorganisms but cmployable in
any environmens [71,72]. Despite these advances, many cultivation
attempts fail. We simply do not know how to provide the condi-
tions necessary to cnable growth in the laboratory, Furthermore,
phenotypic propertics can prove unstable, and expression can
be dependent on changes in environmental conditions, such as
growth substrate, temperature and pH. Therefore, molecular
diagnoses are of interest to obrain 2 more accurate identification.
Single-cell manipulation techniques, such as optical tweezers and
laser microdissection alse hold promise for the rargeted isolation
of microorganisms (73

Molecular identification of species in the microbiota
Nucleic acid-based bacterial identification relies on differ-
ent approaches (bottom of Ficuse 1), and some of the workable
techniques will now be described. Tdeally, any raxon should
be idencified through 2 polyphasic approach that includes a
combination of phenotypic testing methods {e.g., biochemical
testing, cellular fatty acid analysis and numerical analysis) and
genotyping testing methods {c.g., DNA-DNA hybridizations,
analysis of G+C content, pulsed-field gel elecrraphoresis and
165 rDNA gene sequencing), However, these mecthods are time-
consuming, expensive and not casily adaptable to workflows in
microbial laboratories.

The key molecular player in microbial classification has been
the RNA component of the small subunit of ribosomes (SSU
rRINA or 165/185 rRNA), which Carl Woese picked up in the
early 1970s as a convenient and reliable ‘universal molecular
chrenometer’. SSU rRNA sequencing offers quick identification
and the ability t define within-phylum phylogenctic relationships
down 1o ‘species’ level in a uniform way. Since ribosomnal genes are
highly conserved, sequence variation between strains belonging to
different specics from distinct genera is less evident with (DNA
gene sequencing than with DNA pairing studies, where DNA
relatcdness values are used to compare strains. The 165 rDNA
genc reflects only a small fraction of genome complexity. Itis now
generally accepted that an unidentified isolate whose sDNA gene
sequence has less than 999% similarity to the sequences of the iso-
late’s closest phylogencric neighbors constitutes a new taxon [74].
Diversity estimates frequently adopt the working definition of a
species as 2 group that shares over 99% 165 rRNA genc-scquence
identity and over 70% DINA—DNA hybridizations. However, itis
becoming clear that this measuse greatly underestimares species
number |73).

Sequencing data is conserved in several databases that are grow-
ing exponentially duc to increasingly simple sequencing possibili-
ties; Ribosomal Database Project [T (RDP 11} contained 286,257
165 rRNAs in refease 9.45, dated December 2006, but now
contains 759,837 sequences {release 10.07, dated January 2009)
(201}, Idem for the Greengenes database with 107,284 aligned 168
rDINA records with 2 length of more than 1250 nt in Qctober 2006
and 298,922 scquences in January 2009 [202]. Scveral ‘universal
primers” have been identified based on conserved regions of 165
rRNA. Databases, such as probeBase (203!, also provide a curared
database of annotated rRINA-targeted oligonucleotide probes and
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Figure 1. Different strategies for intestinal microbial identification. The terms in white are recently developed tools put forward
as candidate human microbicta diagnostics tools for future in vitro diagnostic laboratories. Further details are provided in the text.

supporting information mostly targeting highly variable sequence
regions (e.g., around Fecherichia coli positions 450 and 650), while
conserved regions (e.g., around positions 350 and 1400) are typi-
cally represented by just a handful of probes that ate specific for
higher taxa, such as the bacterial probe EUB338 or the universal
probe UNIV1390.

FISH has become one of the most widely used tools in microbial
ecology for the detection of individual cells in various environ-
ments (76], including the gut and stools (for example, sec (772.75]).

The sensitivity of the standard FISH procedure has recently been
improved by using catalyzed reporter deposition [79). The rela-
tionship between specific substrate utilization and phylogeny has
been investigated by combining probe hybridization and micro-
autoradiography [s0!. Alternatively, secondary ion mass spectrom-
etry can be combined with in situ hybridization 1o reveal the
relationship between phylogeny and naturally occurring variation
in stable isotope ratios, which is indicative of particular metabolic
processes (81].
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PCR-based fingerprinting methods for

microbial identification

Community fingerprints obtained from PCR-based techniques can
produce some biases as PCR can cause relative under- or over-repre-
sentation of a given taxon (82]. The actual limit of taxonomic resolu-
tion is often reduced o graups at higher than species level, and some
methods are incompatible with the identification of microorganisms.

Denaturing-gradient gel clectrophoresis and temperature-gradient
gel electrophoresis are the most commonly used methods for visual-
izing the major members of a microbial community (83). Terminal-
restriction fragment-ength polymorphism is a method adapred
from the amplified rDNA-restriction analysis technique thar uses
fluorescent PCR primers and automated equipment to quantify
DNA fragmenes. rDNA databases can be used to identify terminal
restriction fragments predicted from all known sequences for a given
set of PCR primers and restriction enzymes [84). This eechnique 1s
common in studies on the digestive environment [85].

Ribosomal intergenic spacer analysis and an automared variant
ribosomal intergenic spacer analysis can be used to distinguish
becween different strains and closely related species when 168
and other 'DNA-based analyses fail to do so (6] However, the
database is not as large or comprchensive as other ribosomal data-
bases; the methods offer less species identification potential, The
same is truc for the single-strand conformation polymorphism
method separating ssDNA from PCR-amplified ribosomal genes
on the basis of variations in their 3D structure, which is some-
times cmploved for human intestinal tract studies [s7.85]. While
the main phylogeneric marker is S8U tRNA, it has, at times,
been shown to have insufficient resolving power berween closely
related strains, species and even genera (83). Alternative phylogeny
markers to the 163 rRINA are still being used [s9).

Randomly amplified polymorphic DNA is a sequence-inde-
pendent PCR-based method that can create 2 community profle
by generating a unique set of amplicons for cach genome in the
sample. Although simple {no sequence information is needed),
cheap and fast, the application of randomly amplified polymor-
phic DNA to 2 complex sample is limited by resolution power and
microorganism identification weaknesses {90]. High-throughput
techniques have been developed to overcome these difficulties in
the microbial identification of complex samples.

Metagenomics

Metagenomics is the study of collective genomes in an covironmen-
tal community. The analysis of genome sequence data recovered
from the environment is driven by many objcctives, including the
establishment of gene inventories [51], and can resolve the genetic
and merabolic potential of communitics, establish how funcrions
are distributed in and among populations, reveal how genetic diver-
sity is created and maintained and identify the primary drivers of
genome evolution and speciation. Simple communities with low
species diversity can be characterized thoroughly with moderate-
effort sequencing. However, complex communities are more rep-
resentative of most natural microbial assemblages, including the
human microbiota, and their characterization presents numerous
challenges that require special consideration. Once large scaffolds

are generated, they can be assigned to the correct organism based
on various parameters: the phylogeny of conserved marker genes,
such as 168 rRINA genes, recAlradA, rpeBIC, Hsp68/70, EF-fuand
aIF2f; percentage guanine—cytosine content, depth of sequence
coverage {(number of reads per unit length of DNA), codon usage
and di-, tri-, tetra-nucleoride frequencies. Extensive shorgun
sequencing of the Sasgasso sea produced approximately 1.36 Gb
of sequence data derived from over 1000 genomic specics (921, Over
1.2 million gene products have been identificd 1o provide a basis
for diversity estimatcs. Despite this massive effort, acar-complete
genome assembly was only possible for a few organisms, with the
dominant organism sampled, Burkholderia spp., represented at
approximately 21X coverage. T'he vast majority of DNA sequences
has been obtained by using the Sanger sequencing methad, which is
based on the electrophoretic separation of deoxyribonucleotide tri-
phosphate fragments with single-base resolution. However, the key
limitations to scquencing remain cost and throughput. Therefore,
novel technologies are being developed 1o generate massive amounts
of sequence data [93.94].

High-throughput sequencing

Sequencing by hybridization using oligonucleotide arrays is the most
widely used genotyping technique because the analysis excludes
most repetitive scquences. On the other hand, approaches based
on sequencing by synthesis on arrays appear highly efficient. These
systems avoid bacterial cloning steps and can potentially generate
sequence data from DNA that cannot be propagated in bacteria.
The 454 system uses templates that are immobilized and amplified
on beads in an aqueous—oil emulsion [204]. DNA-carrying beadsare
purified and placed in individual microfabricated picoliter wells for
pyrosequencing (chemiluminescence signal). Typically, running
80 incorporation cycles yields reads of approximarely 100 bases.
The massively parallel DNA sequencing of the 454 system was first
cxploited to evaluate microbial diversity in the deep sea (93], sequenc-
ing 118,000 PCR ampticons spanning the V6 hypervariable region
of rRNAs. New-generation sequencers can acquire up to 400 bases
by pyrosequencing. This improvement will greadly facilizate the
characterization of microbial organisms, not only for phylogeneric
biomarkers sequence determination as described in this article, but
also for metagenomics approaches. In the Solexa/lliumina system,
known as the Genomic Analyzer [205], single molecules are cova-
iently atrached to 2 planar surface and amplified # site. Sequencing
by synthesis is carried our by adding a mixture of four fluorescently
fabeled reversible chain terminators. Read lengths are 3050 bases.
These sequence reads are inappropriate for genome reconstruction
but will be helpful in genotyping.

DNA microarrays

DNA microarrays (or microchip, biochip and gene chip) are
powerful, high-throughput experimental systems capable of
analyzing thousands to hundreds of thousands of genes at the
same time. Originally developed for monitoring whole-genome
gene expressions, microarrays have been used for other purposes,
such as genome-wide mutational screening for single-nucleotide
polymorphisms and analyses on distributions of specics or strains
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in natural environments. The application of microarray tech-
nology for microbial diagnostics is passing through a dynamic
development phase (96].

This is 2 very high-throughput technique in which a large num-
ber of taxonomically differentiated oligonucicotides or metabolic
functional-gene oligonucleotides are immobilized on 2 solid sur-
face and hybridized to labeled nucleic acids. Different micro-
bial diagnostics microarray platforms have been developed (571,
but planar glass microarrays have become the most widely used.
Oligonucleotide microarray technology hinges on detaited
attention to the design of specific probes spotted on the solid
phase (98.99). Factors affecting duplex formation on DNA microar-
rays include probe density, microarray surface composition and the
stability of oligonucleotide-target duplexes, intrafintermolecular
self-structures, and RNA secondary structures.

Several types of recently developed microarrays bave been
evaluated for bacterial detection and microbial community ana-
Iysis {96.100). The first proof-of-principle for the parallel detection
of bacteria using a 168 tRINA-based DNA microarray was given
by Guschin ez . (101], The 168 tRNA genc is the most widely used
marker, but it does not allow resolution below the species level.
Alternative universal marker genes with higher resolution include
rpoB, recA, gyrB, groFL, atpD or the rmRNA gene. Arrays used in
micrebial evaluation can be divided into at icast five categories
based on the gencs targeted by the array (100:

+ Phylogenetic oligonucicotide arrays (POAs) are designed based
on a conserved marker such as the 168 rRNA gene, which is
used to compare the relatedness of communities in different
environments. The most comprehensive POAs developed so
far are 31,179 perfecely matched hierarchical 20-mer probes
{with a corresponding number of single mismatch probes as
negative mismatch controls) targeting 1945 prokaryotic and
43] cukaryotic sequences from the Ribosomal Database Project
(RDP) (1021. This high-density microarray of 297,851 probes,
complementary to 842 prokaryotic subfamilies [103), was used
comparatively to the ‘clonc-and-sequence’ usual process in
three different environments {urban aerosol, subsurface soil
and subsurface water). The accuracy of the microarray was
verified, and this strategy revealed bacterial families that were
atherwisc undetected by the clonc-and-sequence method;

Functional gene arrays are designed for key functional genes
that encode for proteins involved in various metabolic processes.
A comprehensive and fully validated microarray covering the
entire known diversity of methanotrophs was produced using
pmoA genes as functional markers [104]. The largest functional
gene arrays published to date contain 1662 probes for genes
invelved in carbon, nitregen and suifur cycles, organic con-
raminant degradation and metals resistance and reduction 193],
bu this functional gene arrays has recently been expanded to
over 24,000 probes [100];

Community genome arrays containing the whole genomic DNA
of cultured organisms can describe a communicy based on its
relationship to these cultivated organisms. A prototype array has

been developed that contains the entire genomic DNA of 67 dif-
ferent bacreria (one specics genome per spot), including o B-,
8-Protecbacteria and Gram-positive bacteria (106). Community
genome asray was used o compare microbial populations in four
marine sediments, three river sediments and three soils;

+ Meragenomic arrays arc a potentially powerful technique
because, unlike the other arrays, they contain probes produced
directly from environmental DNA itself and can be applied with
no prior knowledge of the community. Sebat et al. generated a
metagenomic array using a cosmid library from groundwater
enrichment 107);

+ Finally, although outside the scope of this article, whole-genome
open rcading frame arrays contain probes for all of the open
reading frames in one or more genomes. Dong ez al. used 2 whole-
genome open rcading frame array containing 96% of the anno-
tated open reading frames in £. coff K-12 to comparatively inves-
tigate the genome of the closely relared (979% based on 168 rfRINA
gene) Klebsiella prewmonia 342, which is a maize endophyte pos).

The integration of isotope and microarray technologics pro-
duces onc of the potentially most powerful combined approaches
for microbial ecology rescarch. Microarray analysis of isotope-
labeled DNA or RNA can differentiate berween active and inac-
tive organisms in a sample. Adamczyk ef 4l used “C-labcled
bicarbonate and a POA 1o study ammonia-oxidizing bacterial
communities in two samples of nitrifying activated studge 1109].

Expert commentary

As described, techriques have been specifically developed for
molecular microbial ecology. Some of these techniques have crossed
over to medical sciences, at least in research laboracories |10},
Several studies have used metagenomics to determine the diver-
sity of the gut microbiota at both taxon level and functional level
{metabolism and metabolic interactions in the gut) and/or to reveal
variations berween health-associated and disease-related micro-
biota (40.43.55.111]. Other studies have used DNA microatrays, with
different depths in the analysis {L.e,, identifying different numbers
of bacteria) [s.112). To date, only rRNA target probes have been
used so far. One of these microarrays was able to detect 40 dif-
ferent species [112], while another screencd nearly all known SSU
fDINA species 15], with 94% of the 16,437 species represented in the
prokMSA database {specific detection for 1590 of these). Finally,
Zoetendal ez af. recently cited the existence of an 1140-different-
species microasray targeted towards the detection of gut commen-
sals (110}, Te must alse be mentioned that a specific DNA array has
been developed for detecting 15 different intestinal pathogens (113].

Challenges in the preanalytical steps

The preanalyrical steps (i.c., sample taken and sample prepara-
tion) require special attention. ldeally, the sampling step has to be
safe, simple, rapid and cheap. Stool collection posscsses all these
features, and can be achieved ar home by the patient. However,
what is the significance of stool microbiota in the diagnosis of
gastric, small intestine or even colic discases? There are, in fact,
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important differences in microbial composition between stools
and the intestinal microbicta [114], mainly in terms of the fraction
associated with mucosa j115]. This was confirmed in a larger-scale
study showing that the populations recovered in the stools scem
to combine bacteria derived from the mucous membrance and the
luminal part of the intestine, either adherent or not adherent to
transient organic matter (8! In conclusion, depending on diag-
nostic format, stools may be sufficient and, if 2 localized sampte
has to be collected, biopsies can be performed during colonosco-
pies, which is 2 common medical act in developed countries for
people over 50 years of age. An alternative to address the upper
(proximal) part of the colon is the pyxigraphy capsule procedure,
developed and used in the 1990s [u16). Improving this approach
could give a new lease of life to this sampling technique.
Nucleic acids (either DNA or RNA) then have to be extracted
from chis sample, As the microbiota components are very diverse,
the objective is to obtain and maintain 2 quantitatively accurate
representation of all community members throughour extra-
ction and subsequent analysis. Lysis of the microbial cells dut-
ing DNA extraction represents a critical step in PCR-mediated
approaches 17|, The stringent condidions needed to lysc Gram-
posicive cells may cause excessive shearing of the nucleic acids of
Gram-negative cells, potentially biasing the reporied diversity and
possibly creating artefacts and chimeric PCR products. Coextracted
components, for example, could also inhibit Taq polymerase and
other modifying enzymes and, thus, interfere with the analysis of
free DNA. Therefore, it is difficult to obrain identical nucleic acid
{cither DNA or RNA) extraction yields for every kind of microbe
and ar several logs of difference among bacterial populations {sub-
dominant vs dominant flora}. Scveral of the extraction protocols
proposed can impact this yicld [118-1201, showing that any diagnos-
tic method would probably have to standardize this preznalyti-
cal step as a prerequisite to getting the best quanitative analysis
that is interlaboratory comparable. Moreover, the differentiation
between live and dead cells presents an imporeant challenge in
many microbiological applications. The persistence of DNA in the
environment after cells have lost viability means that DNA-based
methods cannot differentiate whether positive signals originate
from live o dead bacterial targets. Methods such as nuclease-based
procedures eliminate extracellular DNA. Simultaneous recovery of
extracellular and intracellular DNA suitable for molecular studies
has been recently developed 121]. Asscssment of the metabolically
acrive fraction of the community should be done by analyzing RNA
rather than DNA (122]. However, RNA extraction from cnviron-
mental ecosystems requires special atrention, as RNAs are highly
vulnerable to RNase degradation during the extraction process.

Challenges in the mofecular analytical steps

Genetic differences and diversity must also be taken into account
for the microbial community analysis. Both genome size and copy
number differ from one organism to another, which cou Id alter
the number of 16S genes present in a single organism. In this
context, PCR amplifications of 165 rRNA genes from 2 complex
microbial community may not give an accurate quantification
of the consortium (123}, and the cycle numbers in cxponential

amplifications introduce significant quantitative bias [g2]. The
varying percentages of guanine—cytosine content of the template
DINA is suspected to cause differentiat amplification during the
denaturation step of the PCR reaction, Scquences can also beless
available for primer annealing due to selective priming or the for-
mation of higher-order structures, such as hairpin loops. Another
pitfail of PCR is the production of minute crrors by certain Taq
polymerases lacking the ability to proof-read. Another limitation
to PCR technology is the contamination of DNA introduced
by unintentional tube-to-tube contamination or contaminated
reagents. Each physical, chemical and biological step involved in
molecular analysis is a souzce of bias (1171,

Five-year view

The first metagenomic studies of the digestive tracr have deeply
impacted our vision of the gut. In the next few years, discover-
ies concerning the link between the microbiota and the human
health will probably depend on molecular techniques that are
described in this ardicle (i.e., metagenomics and DNA micro-
arrays). They will be able to determine if a pathology is associated
with (and potentially due to) the presence of onc {or a few) kind(s)
of bacteria or to a disequilibrium (or 2 pathological equilibrium)
in the composition of the microbiota. In the first case, specific
IV tests will be developed, for example, quantitative PCR test.
In the sccond case, however, specialized TVD laborarories will
be exposed 10 the difficulties described in this review: a discase
related to many different species or to a disequilibrium between
broad functional groups (not necessarily synonymous with taxo-
nomic groups) should be diagnosed using microarrays — the best-
adapted diagnostic tools. The probes will be designed not only
against SSU RNA rargets, as is currently the case, but probably
also against genes coding for funcrional markers, such as thosc
used in molecular metabolic ecology. Moreover, rapid rechnologi-
cal advances in sequencing and bioinformatics techniques make
it reasonabie to think thar metagenomics could become a stan-
dard method for exploring the gut microbiota. Focusing on high-
throughput sequencing {the Solexa/Tllumina Genomic Analyzer
or the Roche-454 systems), read numbers and rcad lengths are
expected to increase, leading to an casier rebuild of genomes with
bioinformatics tools and cheaper analyses. Bioinformatics has to
improve calcularion times and volumes, database accessibility
and dara collection, although these tasks should not present any
insurmountable technological problems.

Colorectal cancer is a multifactorial disease {genetically and
environmentally) in which microbiota is potentially associated.
It can, thercfore, be considered as a paradigm for the future of
microbiota [VDs, and in the prevention and diagnostics of pathol-
ogies. As a first point, as mentioned previously, a microbiota IVD
could identify microbial signatures associated with an early step
in the discase, therefore permitting an early therapeutic inter
vention. It can also be imagined that some microbial signacures
are associated with higher susceptibilities and, therefore, micro-
biota IVDs could represent an casy preventive test. In a more
complex and integrative view, individual susceptibilities to colon
cancer are also probably determined by heredicary and/or genetic
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factors, such as those determining the efficiency and expressien
of human detoxifying enzymes and cytochromes expressed in
the colon. International efforts in the single-nuclestide polymor-
phism description arc of considerable interest in this context, and
future molecular diagnostics will permit the identification of the
genotype of an individual. Some of these susceptibilities are prob-
abiy highly modulated by the metabolic activity in the gut, activ-
ity that is duc to nutrition and to the microbiota compesition,
Therefore, IVD teses will be of considerable interest to determine
the metabolic capacity of each individual, in order to understand
their response to alimentation and drugs, for example. This wil
lead to an integrated preventive diagnostics, informing the paticot
abour their individual risk and the impact of lifestyle {e.g., diet
and alcohol intaice) and the schedule of more-invasive diagnostics.

Consequently, our view of the future is that metagenomics
and DNA microarrays will become standard tools used in IVD
laboratosies for running diagnostics of the human microbiota,

for preventive and other purposes; particular attention must be
given to the preanalyrical steps. This will lead back to new G
tract discase diagnostics tools, opening up prospects for diag-
nosing microbiota-induced illnesses or indirectly diagnosing
illness-induced modifications of the microbiota.
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Key issues

s The human digestive tract is colonized by diverse bacterial populations that appear to be specific to ages, organs and individuals.
s This microbiota is implied in several Gl tract functions and, possibly, in several diseases, including cancer and inflammatory bowel disease.
» The extremne bacterial diversity recovered from the Gl tract {evaiuated, 1o date, as comprising of more than 15,000 bacterial species)

necessitates new strategies for in witro diaghetics.

* Metagenomic studies and DNA microarrays are two of the latest tools that have been efficiently used in research laboratories, and may
represent the future for epidemiolegical and/or dinical research studies, as well for individual in vifro diagnostics.

* The preanalytical phase of these diagnostics requires particular attention and standardization is an important challenge for future

interlaboratory comparisons of resuits.

* Microbiota diagnostics is believed to form the future for diagnostics-based strategies for dealing with many Gl tract pathologies, not just
because they may originate directly from the microbiota but also because the microbiota may indirectly become medified by the disease.
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Chapitre 2:  Mise en évidence d'un potentiel nouvel ordre d’Archaea
méthanogénes colonisant le tractus intestinal humain par analyse du

marqueur moléculaire mcrA (Article 2)

CONTEXTE ET OBJECTIFS

Les données de la littérature sur la diversité de la microflore méthanogene intestinale
humaine sont majoritairement issues d’études menées par approches de microbiologie classique.
Ces derniéres n’ont permis la mise en évidence que de deux Archaea méthanogenes
hydrogénotrophes : Methanobrevibacter smithii et Methanosphaera stadtmanae, toutes deux

appartenant a I'ordre 1 des Methanobacteriales.

L’application d’approches moléculaires a l'étude de la diversité des Archaea
méthanogenes présentes dans le tube digestif d’autres espéces animales ou colonisant divers
écosystémes, a permis de mettre en évidence une diversité largement supérieure a celle révélée
par les études culturales. Il apparait donc intéressant d’appliquer ce type d’approches a 'étude
de la diversité des Archaea méthanogenes du microbiote intestinal humain. Dans ce contexte,
une analyse phylogénétique menée sur '’ADNr 16S a 'aide d’amorces spécifiques d’Archaea, et
une approche moléculaire métabolique utilisant mcrA comme marqueur spécifique des

méthanogenes, ont été réalisées sur de '’ADN extrait de selles de 6 individus.

PRINCIPAUX RESULTATS

» La diversité des Archaea méthanogenes présentes dans le tractus digestif de ’homme
semble avoir été sous estimée. En effet, la présence d'un nouveau phylotype, appelé
Mx-01, a été mise en évidence par 'analyse du cistron mcrA chez un individu sur les

six prenant part a I’étude.
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» Mx-01 a été retrouvé a six mois d’intervalle dans les selles de I'individu porteur ce qui
indique que la présence de ce phylotype au sein de I'écosystéme ne semble pas étre

transitoire.

» Mx-01 ne peut étre rattaché a aucun des cinq ordres méthanogenes précédemment
décrit et fait partie d'un nouveau potentiel sixiéme ordre proche des ANME-1 d’apres

les analyses phylogénétiques menées sur les séquences protéiques McrA.

» Outre la présence de Mx-01, nouveau phylotype potentiellement méthanogene, les
résultats obtenus a I'aide du géne codant 'ARNr 16S ont permis la mise en évidence
d’'un nouveau phylotype d’Archaea, s’affiliant aux Thermoplasmatales, et présent

uniquement dans les selles de I'individu positif pour Mx-01.

PRINCIPALES CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Cet article présente la mise en évidence au sein d'un méme échantillon de deux
nouveaux phylotypes: un phylotype potentiellement méthanogene retrouvé par l'analyse du
cistron mcrA et nommé Mx-0I, et un phylotype mis en évidence a I'aide du marqueur ADNr
16S s’affiliant aux Thermoplasmatales. Deux hypotheses sont alors envisageables i) soit il existe
des Archaea présentant le cistron mcrA au sein de leur génome et s’affiliant aux
Thermoplasmatales, ii) soit ces deux phylotypes sont indépendants et I'intestin de '’homme peut
abriter au moins deux types inconnus d’Archaea, dont un potentiellement méthanogéne. Seul
I'isolement et la co-localisation des deux marqueurs utilisés au sein d'une méme cellule
permettra de confirmer I'une ou l'autre de ces deux hypotheses.

De maniére a déterminer si la présence de ces deux phylotypes n’est qu’anecdotique, une

étude portant sur un plus grand nombre d’individus est nécessaire.
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Abstract

The diversity of metharogenic Archaea from the gut of 6 humans was investigated by targeting merA, a molecular metabolic marker of methano-
genesis. Three operational taxonomic units {OTUs) were recovered from about 400 clones analyzed, two of which werc attributed o the expected Meth-
ancbacteriales Methanabrevibacter smithii (4 volunteers) and Methanosphaera stadimanae ¢ vohunteer). The third OTU (1 volunteer) corresponded to
a distant phylotype that does nol cluster with any of the five methanogenic orders. This result, also supported by 165 archaeal sequences retrieved from
the same volunieer, strongly suggests there may be a sixth order and hence potential underestimation of the role of methanogens in gut physiology.

© 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Methyl-coenzyme M reductase; Human intestinal microfiora; Methanogens; Gut Microbiota

1. Introduction

About 10'* microorganisms inhabit the human intestinal
tract. This microflora plays several roles, including maturation
of the immune system, protection against cell injury and regula-
tion of energy balance [16]. This complex ecosystem consists of
Eukarya, Archaea and Bacteria, and also of many viruses. Ac-
cording to recent data, bacterial diversity ranges from 400 to
1000 gastrointestinal species from at least nine different phyla
§17]. Most of those species are still uncultured and our knowl-
edge of the microbial diversity remains incomplete. In humans,
methanogens have been found in the anaerobic population of the
oral cavity, the vagina and the large intestine {3]. Breath-
methane analysis, with a threshold of detection of 10® methano-
gens/g of fecal matter [4], shows that humans can be divided into
two groups, non-producers {about 2/3), and those who excrete
methane in breath {about 1/3) [12]. Unlike that of Eubacteria,

* Corresponding author. Tel.: +33 4 73 17 83 91; fax: +33 4 73 17 83 92.
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the diversity of gut methanogenic Archaea seems to be well de-
termined and limited to two species belonging to Methanobacter-
iales, one of the five methanogenic orders defined to date:
Methanobrevibacter smithif and occasionally Methanosphaera
stadtmanae [6,14]. This was recently confirmed by the mostcom-
prehensive 168 rDNA sequence-based enumeration of colonic
mucosa and fecal microbiota of three individuals, where only
M. smithii was recovered among 1524 archaeal clones sequenced
[5]. However, evidence from other digestive environments, like
termite gut [7] or rumen {157, raises the hypothesis that the diver-
sity of methanogens might be underestimated. The aim of this
study was 1o investigate methanogen diversity of fecal microflora
of 6 subjects by targeting the mcr operon which encodes the
methyl-coenzyme M reductase (E.C. 2.8.4.1.), 2 molecular met-
abolic marker specific of methanogenesis [13].

2. Materials and methods
2.1, Fecal samples and nucleic acid extraction

Six volunteers {(three men and three women, aged from 25
to 69} gave informed written consent to the study protocol.
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None had a history of recent treatment with antibiotics. All
provided one stool sample, and volunteer 06 one more on
two occasions 6 and 17 months later. The method of Yu and
Morrison was used to extract DNA from the fecal samples
[23].

2.2. PCR amplification, cloning, restriction fragment
length polymorphism {(RFLP) analysis and sequencing

Primers MM_01 and MM_02 (Table [} were designed after
alignment of mcrA sequences from members of the five orders
of methanogens, a part of the mcr operon which encodes the o-
subunit of methyl-coenzyme M reductase isoform I (MCR-T).
These primers are also present in the mrfA sequence which en-
codes the a-subunit of methyl-coenzyme M reductase isoform
Il (MCR-II} of M. stadimanae, the conly Methanobacterizle
with no mcrA gene in its genome [6]. Fourteen bases were
added to the forward primer MM-0! for oriented cloning in
the pSTC1.3 vector (StabyCloning kit, Eurogentec, Belgium),
leading to primer MM_01_pSTC (Table 1}. PCR was then per-
formed on 25 ng of each extracted DNA, using MM_01_pSTC
and MM_02 with 40 cycles of PCR and an annealing temper-
ature of 56 °C. Resulting amplicons of the expected size
(496 £20 bp) were extracted from agarose gels (MinElute
gel extraction kit, Qiagen, France) and orientally inserted in
the pSTC1.3 vector (StabyCloning Kit, Eurogentec, Belgium).
The size and Alul—Csp6I RFLP pattern of the insert were de-
termined for 100 clones per stool and grouped according to
similarities. When possible, two ot more clones of each profile
were sequenced using the dye-terminator method (3100 Ge-
netic analyzer, Applied Biosystem, France}. Nucleotide
BLAST [1] allowed exclusion of non-mer clones. Other se-
quences were translated and aligned using ClustalW [22]. Se-
quences having an amino acid sequence identity of more than
98% were assigned to the same operational taxenomic unit
{OTU}. To confirm the diversity obtained, specific primers of
each OTU were designed, i.e. permitting detection of M. smi-
thii, M. stadtmanae and Mx-01 (Table 1) with a 30 cycle PCR
on DNA from each stool samples {annealing temperature
56 °C). Moreover, a PCR targeting a partial sequence of the
168 gene from non-Methancbacteriales Archaca was per-
formed on each sample using modified primers from Skillman
et al. [20], Arch 2 (TTCCggTTgATCCYgCCggA) and Arch

1934 {gTgCTCCCCCgCCAATTC) with a 14-base sequence
added at its 5'-part in order o orientate cloning in the
pSTC1.3 vector {see Table | for the 3'-tail sequence). The
amplicon of the correct size, obtained exclusively with stool
06, was cloned and sequenced as described above,

2.3. Phylogeneiic analysis

To compare and organize sequences obtained from the
stools, an alignment with MCR-I sequences from members
of the five well-defined orders of methanogenic Archaea and
of other clusters was performed using ClustalW [22] and
further refined by eye using Seaview [8] {see Fig. | for acces-
sion numbers of sequences). As anaerobic methane oxidizers
(AMOs) also possess @ MCR protein that may be involved
in reverse methanogenesis, MCR sequences of some ANME-]
were alse included in phylogenetic analysis [[0]. Phylogenetic
trees were consirucied either with MEGA 3.1 with a minimum
evolution method using a Dayhoff PAM matrix as an amino
acid replacement model or with neighbor-joining on a protein
distance matrix (calculated with a Jones—Taylor—Thornton
(JTT) aminc acid replacement model), and inferred with
a 1000 bootstrap test [11]. A maximum-likelihood method
was also employed, using PhyML {91 with a JTT amino acid
replacement model and inferred with 100 bootstraps. In all
phylogenetic analyses, Methanopyrus kandleri was used as
the outgroup, as is generally the case [13]. Phylogenetic anal-
ysis was also performed using partial archaeal SSU rRNA
gene sequences retrieved from stools of volunteer 06, using
a maximum-likelihood method with PhyML [9] (BioNJ tree
used as a starting tree, inferred with 100 bootstraps).

3. Results and discussion

The bicdiversity of methanogens was assessed in the first
six fecal samples. Using degenerate primers MM_01_pSTC
and MM-02, mcr4 amplifications were obtained at the ex-
pected size for the stoo] of all subjects except 02 (data not
shown}. Analysis of Alul-Csp6l RFLP patterns of 100 merA
clones for each merA-positive stool showed the presence of
1, 21, 3, 5 and 6 different patterns, respectively, for stools
from volunteers 01, 03, 04, 085 and 06. BLAST of at least
one sequence per profile showed that zll the clones from stool

Table 1

PCR primer sequences, amplicon lenpths and targets

Primer Seguence (3'~37) Amplicon length (bp} merA or mrtA targets
MM_0i_pSTC" CCTICeCCpACTeATAYATET Clge Y TeTHgg = 496 methanogenic Archaea
MM_02 ACRTTCATIgCRTAgTTlgg

MM_Mbs_Fw gCACCTAACAACACggACA 446 Methanobrevibacter smiithit
MM_Mbs_Rv TTTegeTCCTCTCATTTCgAg

MMr_Mss_Fw TeTeCAppAsAAgCAgCTA 335 Methanosphaera stadtmanae
MMr _Mss Rv gCTeCApegATTTCETATT

MM_Mx01_Fw TeCAAgACAAACCTTCAA 330 uncultvred methanogen Mx-Gf
MM_Mx01_Rv eAETTCgAATggCAgACCT

* Al primers were designed in this study.
® Jialics correspond to 14-base sequence added to forward primer MM_01.
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o el ANME-1 JAAQE3476; AA GBI 146, BXE49197]
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ORDER 3 - Methanomicrobiales

ORDER 2 - Methanococcales
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Fig. 1. Phylogenstic relationships within the methanogenic/methane-oxidizing Archaea, derived from MCR-A partial amino acid sequences of some taxa (Genbank
accession numbers are piven in brackets) and of Archaea retrieved from the human gut using MEGA 3.1 [111. The Methanopyras kandlerf sequence is vsed as the
outgrovp [13]. The phylogram is constructed using the minimum evolution method (with a Dayhoff PAM matrix of amino acid substitution). The frequency {in

percent} of each ramification from a 1000-time bootstrap re-sampling Is indicated.

03 and 2% of those from stool 06 correspond to sequences that
are not mcrA sequences, unlike all the remaining sequences.
Thus, four of the six stools analyzed (stools 01, 04, 05 and
06) contain methanogens.

All the mcrA clones from stools 01, 04 and 05 and 81% of
the mcrA clones from stool 06 could be assigned to seven
different RFLP patterns. At the protein level, these clones

correspond to six different polypeptides that have an identity
ranging from 98.6% to 100% with the MCR sequence of M.
smithii (ABB77886), and so were assigned to the same OTU
(Table 2). The other clones from stool 06 (17%} correspond
te two distinct phylotypes. One phylotype was obtained for
two clones, each with its own RFLP pattern corresponding
to sequences with 99.3% and 100% of identity with the

54
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Table 2

Quantity, onigin and nearest identified taxon of each phylotype deduced from the analyses of 398 mord clones

Phylotype Accession Number of Volunicer Nearest valid taxon {accession number) % ScQuenRce
{Genbank} clones dentity

MCR1-01 EF369476 375 01-04.05-06 Methanchrevibacter smithii {ABB7T7886) 100
MCR1-02 LEF369477 1 04 Methanchrevibacter smithii {ABB77886) 99.3
MCR-03 EF369481 1 05 Methanobrevibacter smithii {ABB77886) 98.7
MCR-04 EF369483 1 05 ethanobrevibacter smithii (ABB77386) 99.3
MCR1-05 EF369486 2 05-06 Methanobrevibacter smithii (ABBTT886) 993
MCR1-06 EF369487 1 06 Methanobrevibacter smithif (ABB77886) 993
MCRI-Mx-01 (Mx-04) EF369488 15 a6 Methanopyrus kandleri (NP-613940) 66.0
MCR2-01 EUG34642 i 06 Methanosphaera stadt {CAE48306) 99.3
MCR2-32 EU(34643 1 06 Meth phaera stadt {CAE43306) 106G

MCR protein of M. stadtmanae, deduced from the murA cistron
(CAE48306). These sequences were zlso assigned to the same
OTU (Table 2). Fifteen percent of clones from stool 06, ali
grouped intc a single RFLP pattern, have the highest identity
{89.8%) with published clone MCR-HID-UND-38
(ABG48706). This last clone correspends to a sequence
from the cluster MCR-6 defined by Smith et al. originating
from methanogens of an unfarmed region (and of a cleared
site in 1697) from the Hole-in-the-Donut regien within the Ev-
erglades National Park in Florida [21]. An amino acid identity
of 99.3% is now also cbserved in Genbank with the unpub-
lished sequence ABU90061 cbiained from an uncultured
methanogenic archaeon recovered from chicken feces. This
forms a single OTU which cannot be assigned to any archaeal
lineage and which has a 66% amine acids identity as the high-
est similarity with a valid taxon (Methanopyrus kandleri). It is
subsequently referred to as Mx-01.

Specific PCR using primers designed for the detection of M.
smithii, M. stadtmanae and Mx-01 {Table 1) were performed to
check these results, It confirmed that these methanogens are ab-
sent from stools 02 and 03. Methanobrevibacter smithii is pres-
ent in the four other stools, associated with M. stadtmanae and
Mx-0/ in stool 06 (data not shown). Mx-01 was also detected in
the stool of volunteer 06, collected 6 and 17 months after the
first experiment. This strongly suggests that Mx-07 is a perma-
nent resident of the micreflora of velunteer 06 {data not shown).

QOur findings confirm that the most common isolate of
methanogenic Archaea found in the human intestinal tract is
M. smithii, in agreement with the analysis of 1524 archaeal se-
quences of the 168 rDNA from the gul microfiera by Eckburg
et al. {5, and that M. stadtmanae is also found in the intestinal
microflora of some individuals [14]. However, the presence of
Mx-0/ also suggests that the diversity of methanogens may
have been underestimated.

The sequence of Mx-01 falls outside any described metha-
nogenic order in phylogenetic studies perfermed either with
a minimum evolution method (Fig. 1), a neighbor-joining
method [18] or by maximum-likelihood [9] {data not shown}.
In every case, MCR of the anaerobic methane oxidizer
ANME-1 is the most closely related sequence. The MCR se-
quence of ANME-1 presents a cysteine-rich sequence
CCX,CXsC [19] which is not present in Mx-0/ {data not
shown), strongly suggesting that Mx-0] is more likely a meth-
anogenic Archaea which may be part of a sixth order than an

anaerchic methane oxidizer. However, it cannot be excluded
that this sequence is a divergent copy of mcr4 acquired by
2 non-methanogenic lineage through a horizontal gene transfer
from a methanegenic lineage. This might also be a divergent
merA paralogue from a known order of methanogens, but
this is probably not the case, as the genome of at least one
member of each methanogenic order is characterized and
does not show a sequence homologous to Mx-MCR.

We have cloned a partial sequence of the SSU RNA gene am-
plified from stool 06, using “‘universal” archaeal 168 primers
which had been reported to fail to amplify the 168 part of M.
smithii and M. stadtmanae [20]. A PCR preduct of the right
size was obtained only for volunteer 06 (data not shown) and
its sequence is available in Genbank under accession number
EU662200. The phylogenetic study indicates that this SSU
RNA gene sequence does not fall into any described methane-
genic lineages, but stands near or within the Thermoplasmatales
lineage {Fig. 2). Although it cannot be affirmed that sequences
of Mx-mer4 and of archaeal 168 come from the same organism,
these two results are consistent. It will be interesting to obtain
the complete sequence of the mer operon and to characterize
other genes of the methanogenesis pathway. Since methanogen-
esis results from activity coded by genes that are disseminated
in methanogen genomes [2], the presence of these other genes
will be a strong argument for a functional new crder of metha-
nogens, as long as Mx-0/ is not isolated.

Whatever the case, as Mx-07 is distant on the evolutionary
time scale from other methanogens of the gut, it would be of
interest to study its metabolic behavior and its role in the hu-
man intestinal flora. A study with a larger number of subjects
is warranted, so as to determine its distribution throughout the
general population and to evaluate the true diversity of metha-
nogens in the human gut — a diversity that would appear to be
underestimated.

3.1, Nucleotide sequence accession numbers

The sequences obtained in this study are available in Gen-
bank under accession numbers EF369476 (MCR01-01),
EF369478 (MCRO01-02), EF369481 (MCRO1-03), EF369483
(MCRO1-04), EF369484 (MCRO01-05), EF36%487 (MCRO!-
06), EF369488 (MCROI-Mx-01), EU034642 (MCR2-01),
EU034643 (MCR2-02) and EU662200 (archeal 165 partial
sequence from stools 06).
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Fig. 2. Phylogenetic tree (maximum-likelihood algorithm} of archaeal SSU rRNA partial gene sequence from stools of volunteer 06. Archaeoglobus fulgidus DSM
4304 SSU rRNA gene was used as the outgronp. Accession numbers {or GI numbers for complete genome} ave indicated in brackets. The scale bars stands for the
estimated number of base pair changes per nucleotide sequence position. The frequency (in percent) of each ramification is also indicated.
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Chapitre 3 : Evaluation moléculaire du microbiote méthanogeéne
intestinal humain révélant une augmentation de la diversité associée

a l'age de I'héte (Article 3)

CONTEXTE ET OBJECTIFS

De nombreux facteurs sont susceptibles de jouer un role dans la colonisation par le
microbiote méthanogene : origine ethnique, alimentation, sexe, et dge notamment. Ce dernier
point a été étudié sur un panel de 63 individus appartenant a trois groupes d’ages différents, 23
nouveau-nés (dgés de 3 semaines a 10 mois), 20 adultes (agés de 25 a 45 ans) et 20 seniors (agés

de 70 4 90 ans).

PRINCIPAUX RESULTATS

» La prévalence des Methanobacteriales (M. smithii et M. Stadtmanae) est
significativement supérieure chez les adultes et les seniors par rapport aux

nouveau-nés.

» 4 nouveaux phylotypes (nommés par la suite Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05) ont
été mis en évidence a 'aide du marqueur moléculaire mcrA, et regroupés dans le

méme potentiel nouvel ordre d’Archaea méthanogéne que Mx-01.

» 3 nouveaux phylotypes ont été mis en évidence a I'aide du marqueur moléculaire

ADNr 16S. Tout comme le phylotype 16S retrouvé au cours des travaux

précédents ces phylotypes s’affilient aux Thermoplasmatales.
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» Une association quasi parfaite est obtenue entre les nouveaux phylotypes
retrouvés a l'aide du marqueur mcrA et les phylotypes retrouvés a l'aide du

marqueur ADNr 16S au sein des échantillons.

» Ilyaune augmentation de la prévalence des nouveaux phylotypes mcrA et ADNr

16S entre les individus adultes et seniors (p=0,065).

PRINCIPALES CONCLUSIONS

Cette étude nous a permis de mettre en évidence qu’en plus de Mx-01, le tractus digestif
de 'homme est colonisé par quatre autres phylotypes, nommés Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05,
tous regroupés dans un méme potentiel 6*™ ordre d’Archaea méthanogenes avec Mx-01.
L’association quasi parfaite entre la présence des phylotypes Mx et des nouveaux phylotypes
ADNr 16S retrouvés chez ces 63 individus repose la question concernant la co-localisation de
ces deux marqueurs au sein d'une méme Archaea, potentiellement méthanogene et affiliée aux
Thermoplasmatales. De plus, I’étude de la distribution de ces nouveaux phylotypes a montré que

I'age influence la prévalence des membres du potentiel 6°™ ordre au sein de la population.
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Summary

The methanogenic diversity of the human intestinal
microbiota has long been viewed as composed of
two Methanobacteriales: Methanobrevibacter smithii
and Methanosphaera stadtmanae. Recently, Mx-01, a
new phylotype hypothesized to belong to a putative
sixth methanogenic order, was recovered from
human faeces. Here we examined the diversity and
the distribution of methanogens among healthy
people of three age groups by analysing mcr4 and
16S rDNA clones. The mcrA analysis of ~1200 clones
revealed that the usual Methanobacteriaies were
present without any significant difference among
adults and elderly (respectively 60% and 80% of car-
riers, n = 40, P = 0.3}. In addition, four new phylotypes
that grouped with Mx-07 in the same monophyletic
clade were recovered. These phylotypes were signi-
ficantly more frequently detected in elderly people
{40%, n=20) than in adults {10%, n=20, P=0.065).
In parallel, new 165 rDNA phylotypes affiliated
near or within Thermoplasmatales were recovered.
Altogether, these results indicate an age-related
apparition of Mx-phylotypes, putatively methano-
genic, which are formed of several species carrying a
mcrA gene and that are not related to any of the five
methanogenic orders. These species may be related
to Thermoplasmatales or may cohabit with archaeal
species related to Thermoplasmatales.
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Introduction

The adult human gastrointestinal (GI) tract is colonized by
about 10" microorganisms, with the highest concentra-
tion found in the large intestine {~10" microorganisms/g
ot stools). The establishment of this ecosystem begins
rapidly in newborn children. Indeed, within a few days
after birth, the infant intestinal tract progresses from ste-
rility to extremely dense colonization, ending with a
mixture of microbes characteristic of the adult gastrointes-
tinal tract after the second year of life (Palmer of al,
2007). The adult intestinai bacterial composition has been
intensively stugied using both cultivation and culture-
indapendent methods, and more recently using meta-
genomics (Booijink et af, 2007; Brugere et al., 2009). A
recent estimation indicates that it consists of more than
15 GO0 different bacterial phylotypes belonging for the
rmost part to two bacterial phyla: Bacteroidetes and Firmi-
cutes {Frank and Pace, 2008). In addition to bacteria, two
species of hydrogen-consuming methanogenic archaea
are recognized as inhabiting the human colon of aduits,
Methanobrevibacter smithii, the predominant one {Miller
ot al, 1982; Eckburg et al,, 2005) and Methanosphaera
stadtmanae (Miller and Wolin, 1983}, cbserved so far
in a lower proportion of individuals. Recently, using a
molecular-based approach, a nove! phylotype (putatively
methanogenic) was recovered from the stools of an
slderly subject at two different times, indicating that intes-
tinal methanogens could be more diverse than previously
suspected {Mihajlovski ef al., 2008). This new phylotype,
called Mx-0t, does not belong to any methanogenic order
descrived so far and was proposed to be member of
a new order, L.e. a sixth order of methanogens. A similar
phylotype was also retrieved once in another indepsndent
study and was described as a Msthanosarcinate related
to Methanosalsum zhifinae (Scanlan ef al, 2008).

The microbiota is host specific and believed to remain
stable throughout adulthcod {Zoetendal etal, 1998).
However, during the ageing process, changes in the
gastrointestinal tract, modification of diet and of the host
immune system can affect the coionic microbiota, then
allowing microbial population changes to occur {Mueller
ot al,, 20086; Woodmansey, 2007). We therefore sought
to characterize the diversity and the distribution of
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methanogenic archaea among healthy subjects of difter- 5 <8
ent ages {23 newborns, 20 adults and 20 elderly sub- @ g &u
jects) using a molecular approach associating analyses g g g §E
of a specific molecular metabolic marker of methanogen- 2 g ‘:; &g
esis {Luton efal, 2002), the o-subunit of the methyl- £ g 2 av
coenzyme M reductase gene {mcrd), and of the 185 @ b ) §§
rRNA gene. - 23 8 By
Resuits and discussion

Sixty-nine stool samples were used in this study. They o
originated from 63 subjects grouped in 3 age-categories, . T
i.e. newborns, adults and elderly subjects, respectively, %.: . Lgu
from European Commission programs MEDIGUT, E §§ &5 o8
MICROBES and CROWNALIFE (Table 1). Total DNA was 2 %o ¥ gu
extracted from 200 mg aliquots of homogenized faeces g g% g %E
(Suau etaf, 1999). The presence of the metabolic s g % =3
molecular marker mcrA, considered as specific of metha- S g 2 ) 5 34
nogens {Luton ef al, 2002) was determined using the = €% % ) §§
degenerated primers pair MM_01_pSTC and MM_02 g gg = & B
(Table 2, Mihajiovski ot af, 2008}. A positive amplification g 3 E :

of a part of the merA cistron (corresponding to 148 amino § < * £

acids) was obtained for the stools of: 1 of the 23 newborns S E g L-'Zu
(with a very weak mcrA amplification), 12 of the 20 adults g : o o
(60%) and 16 of the 20 elderly subjects (80%) (Table 1}. = § : 3 @A
Although culture- and breath methane measurement- ‘§ E & §§
based assays have reported that colonization of the gut 8 % L 3s
by methanogens does not begin until 2-3 years of age £ s © ?:_T %‘"“
{Bond et af,, 1971; Rutili &f al., 1996), methanogens have = .

now been detected using molecular techniques during §

the first months of life (Stewart et al, 2006; Palmer ef al., b o ©
2007). Palmer and colleagues {2067) described that 4 = 3 3
among 14 babies, seven presented subdominant levels of § ! "g; PRy
methanogens in their stool during their first year of fife, £ | | 8 8
with 10°-10% 165 rRNA gene copy numbers recovered per ':C::

gram of stool. They also indicated that this presence may =

be transient, as methanogens were detected in only one 3 5 ¢ —_—
of the several samples collected at different ages in four g £EZ | & g £
newborns. Thus, the detection of only one mera positive 8 5 E*’é— i‘ g‘ §
newborn in our study may reflect a transient state with a ; §g é -8 ‘g 3
low level of methanogens, according to the faint signal =

observed {data not shown}. The age is a determinant £

factor of methanogens-carriage for newbors versus the ; &

two other groups, but is not a significant factor between = o £

adults and elderly people (respectively 60% and 80% 15 @ £Eo §
of cariers, n= 40, Fisher's exact test, P=0.3). Some 'é - §§ ?,}, :
studies suggest that there may be an increase in the g T a2 G NS
concentration of methanogens in the human colon during z § g’ o h £ - 1 3 i
the ageing process, as it is for the rat, in which the faecal g R R
concenirations of methanogenic archaea increase with §

age (Maczulak ef al, 1988). Breath-methane excretion E o W

tests revealed that human methane excreters are signifi- - 3 £ -
cantly more represented among the older population 2 f,“' € £ §
than among younger adulis {Fernandes etal, 1998). e 212 2 &
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Reference

Sequence (537

Targets

length (bp}

cycles

temperature

MM_01_pSTC?

Primer

Mihajlovski at al. (2008)

Methanogenic archaea merd

= 495

40

CCTTCGCCQACTgA TAY ATg TC ggY  56°C

gg9T gTH gg
ACR TTC ATI gCR Tag 7TI gg

Mihajlovski et al. (2008}

Methanobrevibacter smithif merA

35 446

56°C

gCA CCT AAC AAC ACg gAC A
TTT ggT CCT CTC ATT TCqg Ag
TgT gCA guA gAA gCA gCTA
gCT gCA ggg ATT TCg TAT T

MM_02
MM_Mbs_Fw

Mihajlovski ef af. {2008)

Methanosphaera stadtimanae mrfa

335

35

56°C

Mss_Rv

MMr _|

Mihajlovski et a/. {2008)

Uncultured methanogen Mx-01 merA

56°C 35 330

TgC AAG AgC AAA CCT TCAA
gAg TTC gAA Tgg CAgACC T

MM_Mx01_Rv

MM_Mx01_Fw

MM _Mx2_Fw

This study

Uncultured methanogen Mx-02 merd

CAg CTC ggA gAT gAG ATG AA 56°C 35 248

ggC TgA ACC ACA CTg ATC CT
TCC Agg TAC ggA ggA TTC Ty

MM_Mx2_Rv

MM_Mx3_Fw

This stucy

Uncultured methanogen Mx-03 merA

35 288

56°C

MM_Mx3_Rv

CTg gag gTC gAA TCC gTA gA
TTC Cgg TTg ATC CYg CCg gA

Arch i21

Modified from Skillman
al al. (2004)

165 rBNA gene of non-Methanobacteriales archaea

35 = 887

58°C

CCTTCCCgACTgA gTg CTC CCC

CgC CAATTC
CAg CAg TCg CgAAMACTT C

Arch r334_pST(e

165 rANA gene of Mx-07 and of newly recovered phylotypes  This study

= 485

30

57.5°C

AAC AAC TTC TCT CCg gCAC

AS1_Fw
AS2_Rv

a. Parts in italics correspond 1o 14-base sequence added in order to allow orientated insertion inte the pSTC1.3 vector (StabyCloning kit, Eurogentec}

More samples and quantitative molecular studies would
therefore be necessary fo determine if our result, also
showing an increase in methanogens carriage, are of
significant importance.

Among the 29 merA positive stocls, 12 samples {4 from
aduits and 8 from elderly subjects) were chosen 10 con-
struct merA clone libraries of 100 clones each. The result-
ing 1200 clones were amranged by Alul/Csp6l-RFLP
pattens. After sequencing and BLAST analyses {Altschul
etal, 1980), one clone corresponded !o a chimetic
sequence {detected by Bellerophon program, Huber
etal, 2004), and 7 clones corresponded to non-merA
sequences {or non-mitA sequences, see Luton etal,
2002 for more precise explanation}. They were conse-
quentiy discarded. The 1192 clones left were divided into
12 different Alul/Csp6l-RFLP patterns (Table 3). Eight of
these patterns (Mbs-PO1 to Mbs-P0B) corresponded to
clones sharting 98.0-100% identity in their amino acids
composition (deduced from the nucleic sequence), com-
pared with the corresponding sequence of M. smithii
ATCC 35061 (ABB77886). They were thus assigned to
the same CTU (Table 3}. Another pattern {Mbs-PQ3}, enly
represented by one clone in the E18 library, had an amino
acid sequence identity of 97.3% with the M. smithif ATCC
35081 sequence and thus was considered as a Methano-
brevibacter sp. Altogether, these sequences represented
1107 clones in the libraries. An additional Alul/Cspél-
RFLP pattern (Mss), corresponding to a total of 27 clones,
was recovered. Their corresponding sequences were
identical and had an amine acid identity of 100% with the
mrtA sequence of M. stadimanae DSM 3081 (CAE48306)
and were cohsequently assigned to the same OTU
{Table 3). Two last Alul/CspSI-RFLP patterns were reco-
vered with corresponding sequences sharing 83.8% of
identity at the amino acids level. They had Methanopyrus
kandieri as their nearest valid taxon {amino acid
sequence identity of 60.8% and 62.8%}) (Table 3). These
two Alul/CspBI-RFLP patterns were assigned to two dif-
ferent OTUs further called Mx-02 (ACN72205) and Mx-03
(ACN72206), respectively, for sequences retrieved from
stools EQ4 and from stools AG2/E18.

Specific detection of the merA cistron of M. smithi,
Mx-01 {Mihajlovski etal, 2008), Mx-02 and Mx-G3
together with the mrt4 cistron of M stadimanae was
assessed for every sample (see Table 2 for PCR primer
sequences). Methanobrevibacter smithii was recovered
in every merA positive subject with the exception of the
stool from newborn N10. This confirms that M. smithif is
the most common methanogenic archaea inhabiting the
human intestinal tract (Miller ef af, 1982; Eckburg et al.,
2005, Stewart et al., 2006; Palmer et al,, 2007; Scanlan
et al, 2008). Methanosphaera stadtmanae, which is a
well-described methanogenic archaea using methanot
and hydrogen as substiates {Miller and Wolin, 1983;

2008 Society for Applied Microbialogy and Blackwell Publishing Lid, Envirenmental Microbiclogy Reporis, 2, 272-280
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Fricke et al, 2006), was recovered in 212 (17%) adults

o

_ 3 and 4116 (25%) elderly subjects (Table 1). In addition to
5 g v the Mx-01 phylotype already described in two distinct
2 g 5 studies of the human gut microbiota (Mihajlovski et al.,
5| & g % 2008; Scanlan et al., 2008), two other Mx-like associated
g 5 2388 phylotypes were present. They were all recoversd from
2. = s35§ stools positive for M. smithii, with the exception of stoo!
N10. They were detected either individually or associated
o2 netween them in 11 subjects: 1/23 newbarns, 2/12 (17%)
S E adults and 8/16 (50%) elderiy subjects {Table 2). More
.gf 2 g precisely, Mx-01 amplicons were oblained in one ingi-
$< Tod o moo o vidual of each group, Mx-02 amplicons in 1/12 adults and
“g 3 28293328588 3116 elderly subjects and Mx-03 amplicons in 1/12 adults

= - T - and 7/16 elderly subiects (data not shown).
The Mx-02 and the Mx-03 meramplicons obtained from
g the sample E20 were cloned and six clones of each were
R, -5 - X -1 sequenced. All the Mx-02 mor amplicons were identical to

-m&owmm«}«:mwmmm .

£% g ;gi g § ‘gi @ 2o @ & E ] ogr reference sequence. The Mx-qs mor amplicons were
FE|EEEEEEEREESR? different from the sequences retrieved from the stools
2| 2222290093 AD2 and £18, and were grouped into two different
25, EEZzEEE: FzE33 Mx-phyiotypes, each deduced from 3 sequences. They
§ ¢ § EEEE § % $8 were further called Mx-04 and Mx-05 and shared
PSS S ESYSES 80.5% identity at the amino acids level. The nearest

Mx-neighbour of Mx-04 and Mx-05 (at the amino acids
level} was Mx-03 with, respectively, 95.1% and 78% of
identity.

Alignment of the McrA sequence of Mx-07, Mx-02 and
Mx-03 and of methanogenic and non-methanogenic lin-
eages were performed using MUSCLE (Edgar, 2004} and

[

o

L

@

1]

ch

=]

w

. =]
§ ‘ 8 refined by eyes leading to the analysis of 146 amino acids
2 'é positions. Mx-04- and Mx-O5-deduced McrA were not
3 (3 included in the analysis due to their small size (82 amino
E l s acids). A Minimum Evolution tree (Guindon and Gascuel,
= 3 2003}, using a Dayhoff PAM matrix as amino acid replace-
;, E E ment model and inferred with 1000 bootstraps, was
kot ocdg g constructed (Fig. 1). This tree showed that alf the new Mx
£ 2 §§§g g © sequences were phylotypes that clustered in the novel
2 8lg<dowm CeTRT! monophyletic clade already obtained with AMx-01, distantly
o] sl — o o Ol B E@ ‘(E E = o _li _
et Zlezggg8cnn E S relateFi to McrA-like sequences of the ANME-1 cluster
8 (Mihajlovski et al., 2008}. McrA sequences described as
g - component of the gastrointestingt tract of other animals
% g g are also grouped in this novel monophyletic clade, for
1 ED ormarcr e -0 example: sequences from the cattle rumen {Denman
2| Z5: 88 N W
3 i et al., 2007), from the pig faeces (4.A. Uthar, unpublished}
™ and the wallaby foregut (Evans et af,, 2009} (Fig. 1}. Inthe
@ N s
E| 5T vugneegsyezys absence of functional tests, it can however, not be proven
2 | | BRBEBBEEERER i
cEl Pn| ddanaada o that these archaea produce methane. Therefore, it cannot
f=) @ WL MY N LD D KD D D WD WD LD .
5| §8I 5REEGEREEEREE be exciuded that they are methane oxidizers as mcrA
5 Lo~ Ty oy Tuly T Tl T TR Tu T W Ty 1 1 . .
- ‘ sequences are distantly related to McrA-like sequences
Z | from a mixed cuiture containing archaea that oxidized
w
gl & methane (ANME1, Hallam et af,, 2003).
- g‘ é § § § § § § § § é . Although being performed on only 40 subjects (20
£ é hRaRaasid g%i adults—20 elderly), there seems o be an age-related
& FiEE=EEEEE2E222E increase in the proportion of subjects presenting Mx phy-
© 2008 Sociely for Applied Micrebiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiofogy Reports, 2, 272-280
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0

ol
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8 [ Methanosarces scetworans C24 (NP_G15405)
[T adeha nohalobium evesigalun (A0 E34608)
= Mathunohaloph2es sp. HOME (AACA3420) ORDER 4 - METHANOSARGIHALES
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Bethanopyres kandlen (MP-B13840

CRDER 2 - METHANOCOCCALES

B

™

| ORDER 5 - METHAROPYRALES

i
[

Fig. 1. Phylogenstic relationships within the methanogenic/methane-oxidizing archaea, derived from McrA partial aminc acid sequences for
some taxa and methanogenic archaea retrisved from the human gut. Tree were constructed using the Minirum Evolution methed using a
Dayhoff PAM matrix (Guindon and Gascus, 2003). GenBank accession numbers are given in brackets. The fdothanopyrus kandiefi sequence
was used as the oulgroup {Luton et al, 2002}, The frequency (in %} of each ramification from a 1000-time bootstrap re-sampling is indicated.
The scale bar represents 5% of divergence. Sequences from human faeces obtained in this study are in bold.
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Fig. 2. Phylogenetic relationships within methanogenic and non-methanogenic lineages desived from 165 rRNA partial gene sequences of
some taxa and of sequences recovered from the human gut. The tree was constructed with a NJ method and on a protein matrix calculated
with & Kimura 2-Parameter correction method. GenBank accession numbers are given in brackets. The Manoarchaeum equitans Kind-M and
Mathanopyius kandisri sequences were used as outgroups. The frequency {in %) of each ramification from & 1000-time bootstrap re-sampling
is indicated. The scale bar represents 2% of divergence. Sequences from human faeces oblained in this study are in bold.

lotypes in their gastrointestinal tract (10% in adults versus
40% in elderiy, Fisher's Exact test, P=0.065). This may
be explained by an increased transit time due to a reduc-
tion of faecal weight (Madsen, 1982; Woodmansey et al,,
2004), and the consequent decrease in the turnover rate
of digestive contents, factor that may favour slow growing

microorganisms, i.e. methancgens (Mah etal, 1877).
This may be also dve to a cumulative selection of archaea
during lifetime by use of common antibacterial agents:
their cell wall does not contain murein, the peptidoglycan
of Bacteria, and are therefore insensitive to the antibiotics
that inhibit the synthesis of cell walls in Bacleria, such

© 2009 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Utd, Environmentat Microbiology Reports, 2, 272-280



Résultats

CHAPITRE 11

278 A. Mihajlovski et al.

as penicillin, cycloserine and valinomycin (Garcia ef al,,
2000). Moreover, they could also be insensitive to other
class of antibiotics, like M. smithii that is highly resistant
to streptomycin, gentamicin and clindamycein {antibiotics
that inhibit protein synthesis), and to ciprofloxacin (anti-
bictic that interferes with DNA replication} (Dermoumi
and Ansorg, 2001). However, as age-refated changes in
the faecal microbiota have been shown to vary be-
tween countries {Mueller ot af,, 2008), these observa-
tions cannot be extrapolated to the human population
worldwide.

Archaeal biodiversity was also studied with the 1868
tRNA marker, in some samples that were positive for
the new Mx-phylotypes, AD2, E18 and E20. 165 rONA
clones were obtained using modified universal archaeal
primers Arch {21 and Arch 1834_pSTC (Table 2) that do
not allow the amplification from Methanobacteriales DNA
{8killman et ai., 2004}, and notably from A% smithif and
M. stadtmanae (Mihajlovski et al., 2008). Three difterent
OTUs were recovered {A02/E18-16S, E20-165;, and
E20-18S;) sharing from S0.8% to 94.7% of identity.
They were designated as three new phylotypes as no
sequence identities greater than 98% were obtained with
sequences from characterized organisms. The 165 rDNA
sequence EUBB2200, which was recovered from the
same sample than Mx-07 in our previous study, shows
between 84.9% and 86.8% identity with these new phy-
lotypes. A phylogenstic analysis was performed using a
neighbour-joining method on a similarity matrix calcu-
lated with & Kimura 2-Parameter correction method. The
alignment of sequences was performed with ClustalW
{Thompson et al., 1994}. Gaps were removed from the
alignmert, leading to the analysis of 592 positions. This
tree was inferred with 1000 bootstrap (Fig. 2). It shows
that new 188 rDNA sequences clustered all in a group
near or within the Thermoplasmatales lineage, together
with the previously published 188 rDNA partial sequence
retiieved from the same sample than Mx-01. A PCR
primer pair was deduced from an alignment of all these
sequences and used to detect non-methanobacteriales
archaeal DNA in alt the samples {Table 2). Comparison
with the detection of the mcrA molecular marker revealed
that (i} samples that gave a positive amplification were all
moerA-positive, (i) all the Mx-positive samples except the
newborn stool N1¢ were also reciprocally positive for
non-methancbacteriales archaeal 165 rDNA, and (iii) the
sample AO8 also gave a positive signat although nof
determinad as an Mx carrier. Conceming this last peint,
attempts to clone {and sequence) this potential archaeal
165 rRNA have yet remained unsuccessiul. Technical
faifures have to be considered for the non-association
between new mer and 188 phylotypes in the newborn
N10, due to a lack of sensitivity when Mx level may
be low. However, and considering these arguments,

there is near-perfect association of 165 [(DNA
Thermoplasmatales-like sequences with the new Mx
clade. This result was first suggested for Mx-01 in owr
previous study (Mihajlovski ef ak, 2008). It is also inter-
esting to notice that the same association between mcrA
sequences {represented by TWM-Nov clones in Fig. 1),
forming a monophyletic clade distantly related to archaea
that oxidized methane, and 188 rBNA gene seguences
frepresented by clone TW-November 03 (EU831324)
in Fig. 2], affiliated with the Thermoplasmatales lineage,
was recovered in a recent study, aiming at describing the
wallaby foregut methancgenic composition (Evans et al,
2009). It should also be noted that 165 rDNA sequences
retrieved from the other digestive environments can
also be affiliated with Thermoplasmatales (for example
sequence DQ402033 from the goat rumen, sequence
ABG34187 from the bovine rumen (Tajima et af., 2001},
sequence DQ445723 from chicken ceca (Saengkerdsub
et ai., 2007}, sequence AB062309 from the gut of xylo-
phagous cockroaches {Hara etal, 2002). It can be
concluded that the human gut is inhabited by microor-
ganisms that carry a merA cistron, probably forming a
new clade of either a sixth order of methanogens, or
of anaerobic methane oxidizers. These organisms are
either uncharacterized archaea that are closely related
to Thermoplasmatales or are microorganisms that are
associated, and probably interdependent with an unchar-
acterized archaea family that is closely related to Ther-
moplasmatales. These organisms are surprisingly shared
among various animals and seem also t0 be maore fre-
quently associated to the gut microbiota of elderly.
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Discussion

Diversité des Archaea colonisant le tractus digestif de 'homme

Les travaux menés au cours de cette these ont eu pour but d’enrichir notre connaissance
du microbiote associé au tractus digestif humain et en particulier de mieux appréhender un
élément majeur du microbiote hydrogénotrophe, sa composante méthanogene. Les études ont
consisté a rechercher par méthodes moléculaires, directement a partir de TADN extrait de selles,
la présence et la diversité des Archaea méthanogenes colonisant le tractus digestif de ’homme,

en considérant I'age des individus.

Soulignons que pour des raisons scientifiques et matérielles deux autres types
d’approches n’ont pas été utilisés. La premiére, une approche par culture microbiologique
classique, présente I'inconvénient de ne donner qu'une vue restreinte de la diversité naturelle
d'un écosystéme microbien (Aman et al 1995). Ceci est d’autant plus vrai pour les Archaea
méthanogeénes qui sont strictement anaérobies et ont une croissance lente et dépendante de
nombreux cofacteurs, ce qui les rend pour la plupart difficilement cultivables et isolables. De
plus, une telle approche aurait nécessité de travailler directement sur échantillons frais, pour
optimiser les chances de réussite. Enfin, l'identification précise des micro-organismes par
culture classique reste délicate. Néanmoins, utiliser cette méthode aurait eu 'intérét de mettre
en évidence, de maniére quantitative et potentiellement fonctionnelle (production de méthane),
les Archaea méthanogenes vivantes et cultivables. La deuxiéme approche, la mesure de méthane
dans l'air expiré, ne permet de déterminer la présence d’Archaea méthanogénes au sein du
microbiote colique qu’a partir d’'un seuil de 108 cellules par gramme de selles (McKay et al,
1985). Elle ne permet pas non plus une identification précise des micro-organismes. Elle aurait
pu étre utilisée comme approche complémentaire, cependant elle est difficile a mettre en ceuvre
car elle nécessite le déplacement de I'ensemble des sujets inclus dans les études sur le site

d’expérimentation.
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L’approche moléculaire choisie, déja validée dans d’autres écosystémes, a été tout d’abord
appliquée a un nombre restreint d’individus agés de 25 a 69 ans (article 2). Elle a montré qu’'en
ciblant a la fois le marqueur moléculaire métabolique spécifique de la méthanogenese mcrA et
I’ADNr 16S, avec les techniques retenues (cf. infra), elle permettait de détecter des Archaea
jusque la jamais mises en évidence dans le tractus digestif de 'homme. Aussi, cette approche a
été mise en ceuvre sur un plus grand nombre d’individus au cours d’'une deuxiéme étude, a
savoir 63 individus appartenant a trois groupes d’age différents : 23 nouveau-nés (de 3 semaines
a 10 mois), 20 adultes (de 25 a 45 ans) et 20 seniors (de 70 a 90 ans). Cette derniére étude
(Article 3) a de ce fait permis d’appréhender les variations du microbiote méthanogene en

fonction de I'dge des individus.

Etude de la diversité des Archaea méthanogénes sur la base du marqueur mcrA

Le marqueur moléculaire métabolique mcrA a été choisi afin d’étudier la diversité des
Archaea méthanogenes colonisant le tractus digestif de 'homme et ceci pour plusieurs raisons.
Tout d’abord, le cistron mcrA code pour la sous-unité o de la méthyle-coenzyme M reductase
(MCR, EC 2.8.4.1), enzyme qui catalyse la derniere étape de la méthanogenése et en est
spécifique. Il faut toutefois noter que MCR est également retrouvé chez les Archaea oxydant le
méthane en anaérobiose (Hallam er al, 2003, Lloyd et al, 2006) chez lesquelles I'oxydation du
méthane passerait par une inversion de plusieurs étapes de la méthanogenese (Hallam er a/,
2003, Hallam er al, 2004). De plus, les phylogénies mcrA sont similaires aux phylogénies
d’ADNr 16S, ce qui sous-entend que le cistron mcrA n’est pas sujet a transfert horizontal et peut

donc étre utilisé comme marqueur phylogénétique des Archaea méthanogenes (Luton et al,

2002).

Des amorces dégénérées ont été obtenues apres alignement ClustalW (Thompson ez al,
1994) d'un grand nombre de séquences mcrA issues i) de plusieurs représentants cultivés ou

non, de chacun des cinq ordres méthanogenes décrits, ii) d’Archaea oxydant le méthane en
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Tableau 1. Séquence des amorces dégénérées ciblant le cistron mcrA des Archaea
méthanogeénes et méthanotrophes

Amorce Sequence (5’- 3’) Taille de 'amplicon (pb)
MM_01 TAY ATg TCI ggY ggT gTH gg .
MM_01_pSTC* CCTTCgCCgACTgATAY ATg TCI gg¥ ggT gTH gg
=~ 496
MM_02 ACRTTC ATI gCR Tag TTI gg
J Y 4 # Antidote
s | f% @ Poison
Vecteur Cible
I Plasmide o
. ‘ @ Protéase
mmm Fragment d’ADN d’intérét
E Queue de 14 bases

Figure 1 : Principe du clonage utilisant le systéme StabyCloning
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anaérobie, les ANME 1 (Hallam er al, 2003) et iii) de la séquences mrtA de M. stadtmanae
(Fricke et al, 2006), seul méthanogéne connu a ce jour ne présentant pas I'opéron mcr. Les
amorces issues de I'analyse visuelle de la séquence consensus obtenue apres alignement sont
présentées dans le tableau 1. Sur 'amorce MM-01, une queue oligonucléotidique a été rajoutée,
donnant ainsi 'amorce modifié MM_01_pSTC, ce qui permet le clonage orienté dans le vecteur
pSTC 1.3 du kit « StabyCloning » de la société Delphi Genetics. En effet, le chromosome des
bactéries compétentes, fournies avec le kit, code pour un poison mortel pour la cellule, et seuls
les vecteurs présentant un insert orienté de maniére a permettre la synthese d'un antidote
assurent la survie et la reproduction de la bactérie (Figure 1). Une premiére phase
expérimentale, a la fois de mise au point, de validation et de comparaison avec d’autres
méthodes, a été effectuée en association avec le fabricant (Annexe I: Technical Note Delphi
Gentics Inc.). Les travaux réalisés au cours de cette these représentent un total de 16 banques de
100 clones chacune (4 pour la premiére étude et 12 pour la deuxiéme). L'utilisation de ce kit de
clonage a permis de grandement faciliter I'analyse des profils RFLP (a chaque séquence
différente, un et un seul profil RFLP). Par la suite, au moins un clone par profil a été séquencé,
au sein de chaque banque. Des analyses phylogénétiques des séquences mises en évidence ont

ensuite été réalisées.

Le marqueur mcrA a ainsi permis la mise en évidence de huit phylotypes distincts, en
considérant 98 % d’identité entre séquences protéiques (McrA) comme valeur seuil délimitant
deux OTUs (Article 2 et 3).

Trois de ces huit phylotypes correspondaient a des Methanobacteriales, dont deux
d’entre eux a M. smithii et M. stadtmanae. Que I'analyse soit globale ou individu par individu,
M. smithii a été I’Archaea méthanogéne la plus représentée dans les banques de clones. En effet
sur les 16 banques analysées, 11 étaient exclusivement constituées de clones correspondant a
cette Archaea méthanogene (100 clones sur 100) et sur 'ensemble des banques, elle a été
représentée par 1487 / 1600 clones (soit par environ 93 % des clones). M. stadtmanae, quant a
elle, a été représentée par un nombre de clones plus restreint, a savoir 29 au total retrouvés dans
4 des 16 banques. Un troisieme phylotype, représenté uniquement par un clone dont la
séquence McrA déduite présentait 97,3 % d’identité avec celle de M. smithii (ATCC 35061) a
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également été mis en évidence et considéré comme un phylotype du genre Methanobrevibacter
différent, quoique proche, des especes M. smithii retrouvées chez 'homme. Ces résultats sont
conformes aux données de la littérature montrant que M. smithii est I’Archaea méthanogéne la
plus fréquemment retrouvées chez 'homme et qu’elle est parfois, mais rarement, associée a M.
stadtmanae (Miller et al, 1982, Eckburg er al, 2005, Stewart et al, 2006, Palmer et al, 2007,
Scanlan er al, 2008).

Cing autres phylotypes, nommés de Mx-01 a Mx-05, ont également été mis en évidence.
Mx-01, Mx-02 et Mx-03 ont été retrouvés par 'analyse des banques mcrA. Les deux autres
phylotypes, Mx-04 et Mx-05 on été, quant a eux, mis en évidence via l'analyse des
amplifications préalablement supposées spécifiques, du cistron mcrA de Mx-01, Mx-02 et Mx-
03. Dans le cas présent, Mx-04 et Mx-05 sont issus de I'analyse de I'amplification « spécifique »
du cistron mcrA de Mx-03 obtenu a partir des selles E20 (Article 3). Ces résultats semblent
indiquer que d’autres phylotypes sont présents dans le tube digestif de 'homme, mais n’ont pas
été mis en évidence jusque la faute d’outils suffisamment discriminants. Dans tous les cas,
I'identité entre les diverses séquences protéiques McrA correspondant aux Mx était comprise
entre 69,0 % et 95,1 %. Aucune identité supérieure a 98 % n’a été retrouvée avec un taxon
connu, confirmant que ces cinqg OTU sont bien distincts et ne correspondent a aucun micro-
organisme précédemment caractérisé. Les analyses phylogénétiques menées au cours de ces
travaux (Articles 2 et 3) montrent que l'ensemble de ces séquences forment un groupe
monophylétique qui ne peut étre rattaché a aucun des 5 ordres méthanogenes décrits a ce jour.
Il est par contre apparenté de maniére éloigné aux ANME 1, un groupe d’Archaea oxydant le
méthane en anaérobiose (Hallam er al, 2003, Lloyd er al, 2006). Ces résultats ne permettent
donc pas d’inférer du métabolisme des phylotypes AMx. En effet, la question de savoir si ces
micro-organismes sont des Archaea méthanogenes, des Archaea méthanotrophes anaérobies, ou
d’autres types de micro-organismes reste entiére a la vue de ces résultats. Par la suite, nous
parlerons cependant des micro-organismes A/x comme étant les membres d'un potentiel 6¢me

ordre d’Archaea méthanogenes.
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Tableau 2. Identité entre les séquences mcrA de Mx-01, Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05

Mx-01* Mx-02* Mx-03" Mx-04™ Mx-05"
Mx-01*
Mx-02* 72,1 %
Mx-03* 72,8 % 78,4 %
Mx-04* 69,3 % 81,0 % 91,9 %
Mx-05"" 71,3 % 77,4 % 79,0 % 81,5 %

* séquences de 442 a 445 pb
** séquences de 248 a 254 pb
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L’identité moyenne des séquences nucléiques mcrA entre les Archaea méthanogeénes
faisant partie d'une méme famille est de 79 % et s’échelonne de 71,7 a 83,2 selon les ordres et les
familles considérés (Steinberg & Regan, 2008). Si les différents phylotypes AMx retrouvés au
cours de ces études sont des Archaea méthanogenes, on peut utiliser 'identité entre séquences
des différents phylotypes afin de présumer de leurs regroupements et de 'étendue de ce 6°m¢
ordre. Ainsi, la séquence mcrA de Mx-0I ne présente qu’entre 69,3 % et 72,8 % d’identité avec
les autres séquences Nx (Tableau 2) ce qui suggere la présence d’au moins 2 familles distinctes
au sein de ce 6™ ordre putatif. Cependant, cette analyse peut étre remise en cause par deux
points : i) seules 248 pb sont considérées dans 'analyse pour Mx-04 et Mx-05, contre 442 a 445
pb pour les autres séquences Mx, ce qui peut fausser la valeur de I'identité, et ii) ces valeurs
peuvent n’avoir aucun sens si le géne mcr des espéces Mx est non-fonctionnel et donc non-

soumis aux mémes pressions de sélection (vitesse évolutive plus rapide).

Enfin, notons qu'une identité de 100 % a été retrouvée entre la séquence McrA de Mx-
01 et celle d'un clone issu de feces humaines (Scanlan er a/, 2008). De plus, I'ensemble des
séquences McrA, correspondant aux phylotypes Mx retrouvés dans ces études, présente des
identités élevées (> 80 %) avec des séquences retrouvées dans le tractus digestif d’autres
animaux et notamment du porc (Ufnar er al non publié), du bovin (Denman et al, 2007) et du
wallaby (Evans et al, 2009). Des identités protéiques supérieures a 98 % ont notamment été
retrouvées entre les séquences McrA de Mx-01 et Mx-02 avec les séquences déduites de clones
issus du rumen bovin (Ufnar er al, non publié). Ainsi, les phylotypes proches de A/x sont
également retrouvés dans le tractus digestif d’autres animaux, monogastriques ou ruminants, et
pour certains, ne sont donc pas spécifiques a 'homme. Il est également intéressant de noter que
d’apres les phylogénies McrA, Mx-01 est également affilié a un clone issu de I'environnement et
notamment des eaux marécageuses de Floride (clone MCR-U3SP-12, (Castro et al, 2004)),
montrant que les micro-organismes constituant ce nouvel ordre ne sont pas exclusivement

retrouvés dans les écosystémes digestifs.

Lors d’amplifications PCR réalisées a I'aide d’amorces dégénérées, la proportion entre les

différents amplicons varie notamment en fonction de la température d’hybridation choisie
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(Lueders & Friedrich, 2003). Ainsi, la proportion des clones représentant les différents membres
d’'une communauté microbienne ne permet pas de présumer de l'abondance de chaque
phylotype dans 'écosystéme analysé. De ce fait, il est possible que 'analyse de banques de 100
clones ne donne qu’'une vision trompeuse de la réelle abondance des phylotypes mcrA présents
dans ces échantillons. De plus, se restreindre a analyser 100 clones par banque introduit tres
probablement aussi un biais quant a la richesse effective de l’échantillon: ceci peut étre
notamment illustré pour les selles E20 (Article 3), selles pour lesquelles 'analyse de 100 clones
mcrA n’a révélé la présence que de M. smithii et de M. stadtmanae alors que ces selles
renferment en plus Mx-02, Mx-04 et Mx-05 d’apres les analyses complémentaires menées.
L’analyse in silico des séquences mcrA de ces 3 derniers phylotypes montre que les profils RFLP
correspondant a chacun d’entre eux sont différents de ceux obtenus pour M. smithii et M.
stadtmanae, signifiant que ces derniers sont effectivement absents de la banque mcrA du sujet
E20. Enfin, seul un nombre restreint de clones a été séquencé pour chaque profil RFLP
différent. Or, il n’est pas exclu que deux phylotypes distincts présentent des profils de
restriction identiques. De ce fait, il est probable que la diversité observée lors de ces analyses ne

soit qu'une sous-estimation de la réelle diversité.

Etude de Ia diversité des Archaea sur Ia base du marqueur ADNr 165

Une étude de la diversité des Archaea a également été menée en parallele de la recherche
des Archaea méthanogenes. Celle-ci a nécessité ’analyse du géne codant pour 'ARNr 16S, I'une
des cibles moléculaires les plus souvent utilisées dans les études de diversité microbienne. Elle a
été réalisée par amplification PCR, clonage et séquencage. Les amorces choisies ont été : Arch
21  (TTCCggITTgATCCYgCCggA¥)  (Zheng er al, 1996) et Arch 1934
(>gTgCTCCCCCgCCAATTC?) (Skillman er a/, 2004). Ces amorces sont spécifiques du domaine
des Archaea et leur analyse wia la Ribosomal Data Base Project Release 10

(http://rdp.cme.msu.edu/) a montré que ce couple ne permettait pas I'amplification de ’ADNr

16S de M. smithii et de M. stadtmanae. De ce fait, ce couple d’amorce a été choisi de maniére a

étudier la diversité des Archaea autres que les Methanobacteriales classiquement retrouvées au
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sein des échantillons. Ces amorces ont ensuite été utilisées pour 'amplification du marqueur
ADNTr 16S sur des selles Mx positives : Mx-01 positive (selles 006, Article 2), Mx-03 positives
(selles A02 et E18, Article 3) et selles Mx-02, Mx-04 et Mx-05 positives (selles E20, Article 3).
De 2 a 6 clones ont été séquencés pour chacune des selles. Ceci a permis de mettre en évidence
la présence de 4 phylotypes partageant de 84,9 a 94,7 % d’identité entre séquences. Aucun de

ces phylotypes ne présentait d’identité supérieure a 98 % avec un micro-organisme caractérisé.

Les analyses phylogénétiques menées sur ces 4 nouveaux phylotypes ont montré qu’ils
sont regroupés avec d’autres séquences ADNr 16S correspondant a des clones provenant
d’organismes issus d’analyses menées sur le tractus digestif de nombreux animaux, notamment :
le rumen des chévres (Tajima et a/, 2001), le caecum du poulet (Saengkerdsub ez al, 2007) et le
tractus digestif du wallaby (Evans et al, 2009). De plus, tout comme pour les séquences mcrA,
ce groupe ne peut étre rattaché a aucun des cinq ordres méthanogeénes décrit a ce jour. Par
contre, il est apparenté a l'ordre des Thermoplasmatales, renfermant des micro-organismes
thermoacidophiles (Reysenbach & Cady, 2001) et qui s’intercale entre les Classes I et II des

Archaea méthanogenes (Bapteste er a/, 2005), comme le montre la Figure 2.
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Les deux marqueurs moléculaires mcrA et ADNr 16S sont-ils associés

au sein d’'une seule et méme Archaea ?

L’amplification de 'ADNr 16S de I'ensemble des nouveaux phylotypes, mis en évidence
au cours des deux études, a permis de montrer que ces derniers étaient retrouvés pour chaque
selle Mx positive, a une exception pres. Une telle association entre la présence de séquences
mcrA et ADNr 16S a également été mise en évidence au cours d'une étude récente menée par
Evans er al (2009). Dans cette étude, un nouveau phylotype mcrA, également apparenté de
maniere éloignée aux ANME-I, a été retrouvé en paralléle a un phylotype ADNr 16S s’affiliant
au Thermoplasmatales (Evans er al, 2009). Enfin, cette méme association a également été
retrouvée lors de la détermination des conditions de maintien en culture du phylotype Mx-01
(Cf p. 83). L’hypothese la plus simple consiste a supposer qu’il s’agit de deux types de micro-
organismes indépendants I'un de l'autre, et dont la co-localisation n’est que le fruit du hasard.
Deux arguments vont dans ce sens. En effet, il a été observé une absence d’amplification du
marqueur 16S chez un individu porteur de Mx (nouveau né N10, article 3), et inversement, une
absence d’amplification du marqueur mcrA chez un individu pour lequel une amplification
ADNr 16S d’Archaea avait été obtenue (Adulte Al8, article 3). Cependant, le fait que le
nouveau-né N10 présentait une tres faible amplification mcrA et 'impossibilité technique
d’avoir pu vérifier que 'amplification ADNr 16S obtenue pour l'individu A18 correspondait
effectivement a une Thermoplasmatale, ne nous permet pas d’étre catégorique sur
I'indépendance de ces 2 types de micro-organismes. Deux autres hypotheses qui permettraient
d’expliquer cette co-localisation, retrouvée dans des conditions tres variables, a savoir au sein de
deux écosystemes digestifs différents (celui de 'homme et celui du wallaby) ainsi que dans des
cultures in vitro (Cf p. 83), restent alors envisageables :

0 soit il s’agit de deux types de micro-organismes co-évoluant ensemble. A titre
d’exemple ce dernier type de relation a notamment été récemment mise en
évidence pour deux Archaea: Nanoarchaeum equitans (Euryarchaeota) et

Ignicoccus hospitalis (Crenarchaeota). Dans cette exemple, V. equitans ne peut
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étre cultivé en I'absence de I hospitalis, alors que ce dernier se développe bien

sans son symbiote putatif (Huber er aZ, 2002).

0 soit chaque marqueur Mx-mcrA et ADNr 16S d’Archaea mis en évidence
appartient a un seul et méme micro-organisme. Cette derniere hypothése revét
un intérét concernant I'évolution des Archaea méthanogenes. En effet, les Classes
I et IT des méthanogenes sont séparées par des lignées non-méthanogeénes : les
Thermoplasmatales, les Archaeoglobales et les Halobacteriales. Ceci suggere que
la méthanogenése a été perdue au moins 3 fois au cours de l’évolution des
Euryarchaeotes comme suggéré récemment (Gribaldo & Brochier-Armanet,
2006). La mise en évidence de la présence du cistron mcrA (de maniére résiduelle
ou bien réellement impliqué dans les voies de la méthanogenése ou de la
méthanotrophie) au sein d'un micro-organisme s’affiliant aux Thermoplasmatales
d’apres les phylogénies de I'’ADNr 16S, serait un élément supplémentaire

confirmant cette hypothese.

La mise en évidence de la co-localisation de ces deux marqueurs au sein d'une méme
cellule par FISH (Fluorescent /n Situ Hybridization), ou par amplification de ces deux
marqueurs sur une souche isolée, ou encore par une analyse génomique globale menée sur
culture enrichie, sont autant d’approches qui confirmeraient ou non la justesse d'une telle

hypothese.
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Mx : méthanogénes, méthanotrophes ou autre ?

Les phylogénies McrA montrent que le nouveau potentiel 6*™ ordre d’Archaea
méthanogenes est apparenté de maniére éloignée a un groupe d’Archaea réalisant ’oxydation
anaérobie du méthane, les ANME I (Hallam et al/, 2003). Chez ces dernieres, 'oxydation
anaérobie du méthane passerait par une inversion de plusieurs étapes de la méthanogenese, ce
qui expliquerait notamment la présence du cistron mcrA au sein de leur génome (Hallam er al,
2003, Hallam er al, 2004). Qu’en est-il alors du métabolisme des nouveaux phylotypes retrouvés

au cours de nos travaux ?

Un premier élément de réponse serait de dire que les séquences mcrA des phylotypes Mx
ne présentent pas la signature spécifique des ANME-1, représentée par une séquence riche en
cystéine de type CCX4CXsC (Shima & Thauer, 2005) et de ce fait seraient bien des Archaea
méthanogenes. Il faut toutefois noter que les ANME 2 (un autre groupe d’AMOs non affilié aux
ANME 1), également suspectées d’inverser plusieurs étapes de la méthanogenese, ne présentent
pas cette signature. Il ne peut donc étre totalement exclu que les membres de ce potentiel

nouvel ordre soit des Archaea oxydant le méthane.

Un deuxieme élément est apporté par des expériences préliminaires non décrites dans ce
manuscrit. Il m’a été possible de maintenir Mx-0! en culture. Le maintien de ce phylotype a pu
étre réalisé au cours de 10 repiquages (a ce jour) dans un milieu DZM141, additionné de
méthanol a une concentration de 10 mM, d’ampicilline a 500 mg/L et incubé a 37°C sous une
pression de 1 bar de CH4 ou de N2. Il a été mis en évidence que la détection de Mx-0I (apres 21
jours de culture) via 'amplification spécifique du cistron mcrA est associée a la présence de
méthane dans 'atmosphére des tubes de culture (de 'ordre de 0,5 %), et ce, en 'absence de
détection par PCR de M. smithii et de M. stadtmanae, (en ciblant spécifiquement le cistron
mcrA). Ces résultats préliminaires viennent appuyer I’hypotheése que les membres du potentiel

6™ ordre d’Archaea méthanogenes mis en évidence seraient effectivement méthanogenes et
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non méthanotrophes. Il ne faut toutefois pas écarter la possibilité que cette production de
méthane soit le fruit de l'activité i) d'une ou de plusieurs autres Archaea méthanogénes n’ayant
pas été mis en évidence par 'approche utilisée, ii) de M. smithii ou de M. stadtmanae présents
dans les tubes de cultures a des valeurs inférieures au seuil de détection de la technique
employée, ou encore iii) d'un des phylotypes ADNr 16S pour lequel le cistron mcrA n’aurait pas
été mis en évidence par 'approche utilisée, ceci en sachant que les amplifications de M/x-0! ont
été associées aux amplifications d'un phylotype ADNr 16S d’Archaea non Methanobacteriales

au sein des cultures.
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Impact de I’age sur la distribution des nouveaux phylotypes

Afin d’étudier I'impact de I'age sur la distribution des nouveaux phylotypes mis en
évidence via le marqueur moléculaire mcrA et via le marqueur moléculaire ADNr 16S, le suivi
de ces nouveaux phylotypes par PCR spécifique a été réalisé au cours de I'étude menée sur des
individus appartenant a trois groupes d’dge différents: 23 nouveau-nés (de 3 semaines a 10

mois), 20 adultes (de 25 a 45 ans) et 20 seniors (de 70 a 90 ans) (Article 3).

Fernandes er al (1998) ont montré que les 66 méthano-excréteurs inclus dans leur étude
étaient significativement plus agés que les 63 non-méthano-excréteurs (49,5 + 16,0 versus 39,6 +
17,0 ans, p = 0,0009), suggérant ainsi une augmentation de I'abondance et de la prévalence des
Archaea méthanogenes colonisant le tractus digestif de 'homme avec I’age. Dans notre étude, la
présence de M. smithii, en association ou non avec M. stadtmanae, a été retrouvée chez 80 %
des seniors (n=20) et 60 % des adultes (n=20), cette distribution entre les deux populations

semble étre homogene (Test d’exactitude de Fisher, p=0,3)

Un seul nouveau-né sur les 23 analysés a présenté un phylotype Mx, avec une absence de
M. smithii ou M. stadtmanae. Quelques études par approches de microbiologie classique ou par
mesure de méthane dans l'air expiré ont montré que la colonisation de I'intestin humain par les
méthanogeénes ne commencait pas avant I'dge de 2-3 ans (Bond et a/, 1971, Rutili et a/, 1996).
D’apres les travaux menés par Palmer er al (2007), il semble que les Archaea méthanogenes
n’apparaissent que transitoirement au sein du microbiote colique, dans la premiere année de vie.
En effet, 'analyse par PCR quantitative ciblant '’ ADNr 16S spécifique des Archaea a montré que
seuls 7 nouveau-nés sur 14 présentaient des Archaea méthanogenes, a des concentrations
variant de 10® a 10° copies d’ADNr 16S par gramme de selles (Palmer ez a/, 2007). De plus, sur
les 30 échantillons prélevés au cours de la premiere année de vie de chaque nouveau-né, les
Archaea méthanogénes n'ont été détectées que sur un seul échantillon pour 4 d’entre eux, et

uniquement chez un enfant apres 5 semaines de vie (Palmer er a/, 2007). D’apres ces résultats, il
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est fortement probable que la présence de Mx-0I dans les selles de ce nouveau-né ne soit que

transitoire.

Si on sintéresse exclusivement aux nouveaux phylotypes Mx, ils sont retrouvés
individuellement ou associés les uns avec les autres chez 2/20 (10 %) adultes et 8/20 (40 %)
seniors. Bien que réalisé sur un petit nombre d’individus, la distribution apparait non homogeéne
entre adultes et seniors (test d’exactitude de Fisher, p=0,065) et la proportion de porteurs de Mx
dans la population semble augmenter avec I'age. Ceci peut s’expliquer par plusieurs facteurs. Le
vieillissement est souvent associé avec une augmentation du temps de transit due a la réduction
de la masse des feces (Woodmansey et al,, 2004). Cette stagnation de la matiere fécale au sein du
cblon pourrait favoriser le développement des micro-organismes dont la croissance est lente, tel
que les méthanogenes (Mah et al, 1977). Cependant, le temps de transit ne doit pas étre le seul
facteur impliqué. En effet, les noirs africains d’origine rurale ont des temps de transit plus courts
que les caucasiens et pourtant présentent une prévalence de méthano-excréteurs supérieure
(Segal et al, 1988).

Les Archaea se caractérisent également par I'absence de muréine (ou peptidoglycane) au
sein de leur paroi cellulaire. Elles présentent de la pseudo-muréine ou des sous-unités
protéiques selon 'ordre considéré, ce qui leur confere une résistance aux antibiotiques visant la
synthése du peptidoglycane comme notamment la pénicilline, la cyclosérine et la valinomycine
(Garcia er al, 2000). I1 a été également montré que M. smithii est trés résistant a la
streptomycine, la gentamycine et la clindamycine, des antibiotiques inhibant la synthése
protéique et a la ciprofloxacine un antibiotique interférant dans la réplication de I’ADN
(Dermoumi & Ansorg, 2001). De ce fait, les Archaea, méthanogénes ou non, pourraient étre
sélectionnées au cours de la vie par lutilisation d’agents antimicrobiens tels que les

antibiotiques.
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Conclusions - Perspectives

Ces études nous ont permis de mettre en évidence, via l'analyse du marqueur
moléculaire métabolique de la méthanogenese mcrA, qu’en plus des deux Methanobacteriales
M. smithii et M. stadtmanae, le tractus digestif de ’homme est colonisé par cinq phylotypes,
nommés Mx-01, Mx-02, Mx-03, Mx-04 et Mx-05. D’apres les phylogénies McrA, ces nouveaux
phylotypes ne peuvent étre rattachés a aucun des 5 ordres méthanogenes précédemment décrits
et sont regroupés au sein dun potentiel 6™ ordre d’Archaea méthanogenes apparenté de
maniere éloignée aux ANME 1. Il a également été montré qu’au sein de la population présentant
des méthanogeénes, a savoir 60 % des adultes et 80 % des seniors (Article 3), la prévalence de ces
nouveaux phylotypes, seuls ou en association, augmente en fonction de I'age des individus,
passant de 10 % chez les adultes a 40 % chez les seniors (x? test, p<0.05). En parallele, 'analyse
du marqueur ADNTr 16S a permis la mise en évidence de quatre nouveaux phylotypes s’affiliant
au Thermoplasmatales. Il semble peu probable que l'association entre les deux types de
phylotypes (mcrA et ADNr 16S) soit le fruit du hasard, et ce résultats laisse a penser, soit qu’ils
vivent en étroite association au sein du tractus, soit qu’ils correspondent aux mémes micro-

organismes.

A Theure actuelle, aucun représentant du potentiel 6 ordre d’Archaea méthanogénes
n’a été isolé. Bien que les approches moléculaires donnent une meilleure vision que les
approches culturales concernant la diversité des communautés microbiennes colonisant un
écosysteme, elles ne permettent pas d’'inférer du role des phylotypes mis en évidence au sein de
I’écosysteme considéré. La caractérisation phénotypique d’'un micro-organisme nécessite dans la
majeure partie des cas son isolement. De ce fait les travaux entrepris au sein du laboratoire et
ayant permis de maintenir 'un des représentant de ce potentiel nouvel ordre d’Archaea
méthanogene (Mx-0I) en culture, vont étre poursuivis par des tentatives d’isolement en roll-
tubes. Différentes conditions (températures, substrats, antibiotiques...) sont actuellement testées
au sein du laboratoire de manieére a enrichir nos cultures en Mx-0I. L'obtention d'une culture
enrichie permettrait d’envisager une approche métagénomique qui permettrait de fournir des
réponses aux questions concernant la co-localisation des marqueurs mcrA et ADNr 16S
correspondant aux nouveaux phylotypes mis en évidence. Elle permettrait également de

déterminer si la présence du cistron mcrA est résiduelle ou est retrouvée en association avec les
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autres génes codant pour les enzymes impliquées dans la méthanogenése. A défaut de cette
approche globale l'obtention dune culture enrichie permettra de faciliter les approches par
hybridation fluorescente in-situ en cours de développement au sein du laboratoire, afin de
déterminer si les marqueurs mcrA et ADNr 16S sont co-localisés au sein de la méme cellule ou
si nous avons a faire a deux micro-organismes différents. Enfin cet enrichissement permettra de
déterminer la physiologie de MXx, et donc également d’en décrire des rdle hypothétiques au sein
des écosystémes digestifs animaux.

De ce point de vue, il semble également intéressant de déterminer I'abondance et la
proportion des nouveaux phylotypes par rapport a I'ensemble des bactéries ou des Archaea
méthanogenes, au sein des différents groupes d’dge étudiés. De ce fait une approche par PCR
quantitative utilisant le SybrGreen et ciblant 'ADNr 16S de l'ensemble des bactéries, de
I'ensemble des Archaea et de 'ensemble des nouveaux phylotypes ADNr 16S est en cours de
développement. Si les résultats concernant la co-localisation des deux marqueurs mcrA et
ADNTr16S révelent que chacun appartient a des Archaea différentes, il est également prévu de
développer une approche par PCR quantitative ciblant le cistron mcrA.

De toute évidence le microbiote intestinal humain n’a pas encore révélé tous ses secrets
concernant sa diversité et son potentiel métabolique. Ceci laisse présager que de nouvelles

fonctions de ce microbiote sur la santé humaine restent a découvrir.
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Annexe [ : Technical Note StabyCloning based molecular methods, Delphi Genetics, kit, 2008

StabyCloning™ based Molecular Methods for the
|dentification of novel Microbial Strains

Delphi Genetics Inc.

Sharpened Tools for Lifescience Discoveties

Technical Note

Technical notes provide customers with innovative applications and clear
protocols specifically designed for Delphi Genetics products.

[INTRODUCTION

The human intestinal flora is compased
of a highly diversified population encompassing
the three domains of life: Eukaria, Bacteria and
Archaea. It is generaily believed that 80% of the
tater are still unidentified to date. We herein
describe 2@ molecular method for the
identification of unknown microbial strains,
especially archaeons, A special focus is put on
methanogens, in which it is possible to ampiify a
specific molecular marker for this metabolic
group {mcr, the operon enceding Methyl-coM
reductase, the last enzyme of methanogenesis)
using degenerated PCR primers, StabyCloning™
is a very efficient Kit for this task, as it allows for
the construction of representative libraries and
the efficient screening of those libraries. All
colonies are independent clones and the insert
is correctly oriented. StabyCloning™ is very
effective for a large range of insert sizes: from 1
base pair to more than 14000bp. As a result,
each unique clone corresponds to a strain,

www.delphigenetics.com
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genefics
different for every RFLP profile obtained after
digestion with selected restriction

endonucieases.

This approach limits the number of
sequencing reactions that have to be performed
as it allows for the clear identification of each
individual clone. Thereupon a phylogenetic
analysis allows the researcher to reveal the
relationships of these newly uncovered strains
within the tree of life.

The proprietary StabyCloning™
technology has been extensively tested and
validated in Prof. Alric’s Laboratery at the
Universite  d'Auvergne In Clemont-Ferrand
{France) where StabyCloning™ has routinely
outperformed PCR Cloning Kits from other
leading suppliers for this specific application.
The protocol developed by this laboratory is
featured in the following section,

PROTOCOL

1. Biological samples {e.g. stool samples)
are collected and DNA is extracted
2. Using PCR, molecular markers are

specifically  amplified from  these
biclogical sampies.
3. The amplified sequences are

directionally cloned in the plasmid
pSTC1.2 using the StabyCloning™ Kit.
The directionality of the cloning
reaction is ensured by adding a specific
14bp tail to one of the primers.

4, The obtained library of clones is then
used to assess the diversity of the
sample. The insert is either checked
using PCR  with oligonucleatides
targeting the vector at each side of the
cloning site or by mini-preparation of
DNA.

DELPHI—



5. Clone specific PCR products {or plasmid
DNA) are RE digested using Aful and
Cspbl, yielding a specific RFLP profile for
each clone. {see Fig. 1)

6. Unique ciones are sequenced and the
sequences are fed into a phylogenetic
software for analysis

TYPICAL RESULTS

Figure 1: typical resuits using  this
methodology. Four different RFLP prefiles are
visible on this gel (Arrows), where each profile
corresponds to a unigue strain of methanogenic
archaeon from the human tractus.

BENEFITS OF THE StabyCloning™ KIT
FOR THE CREATION OF
REPRESENTATIVE LIBRARIES AND THE
SCREENING OF CLONE DIVERSISTY

+ Efficient cloning of inserts: the positive
selection process is based on gene
activation rather than gene disruption.
Hence, only clones bearing the desired
construct are selected. It is well known
that the selection of recombinants using
gene disruption is not always efficient
with a variety of inserts, especially small
inserts. This is the case for positive
selection using a lethal gene only (eg.
“Zero  Background” vectors from
Invitrogen using ccdB or plet vectors
from Fermentas using eco47iR) or the
Blue/White selection system based on
the insertional disruption of lacZ.
Therefore the proportion of clones
bearing the correct insert is increased
when using the StabyCloning™
technology.

s Orientation of the insert: A unique
feature of the StabyCloning™ system is
that you can select for the correct
orientation of the insert. This greatly
facilitates the sequencing and the
sequence comparisons when screening
multiple inserts.

+ Speed of the reaction: The whole
procedure {ligation + transformation +
plating} takes 1 hour. No antibiotic
resistance gene expression is required,

www.delphigenetics.com

therefore the reaction can be directly
plated and all the colonies on the plate
are independent clones.

s+ Higher number of clones (see figure2).

Number of independent clones

2t 0L 100

Reaction Volume plated

Figure 2. Number of transformants, the StabyCloning
Kit is compared to Fermentas pJET Kit. 20, 50 or 100 pi
transformed bacteria have been plated in each case.
The insert (about 500 bp) was ligated using a
vector/insert molar ratio of 1:3. 0.5pL of the ligation
product (20 ul} was used for transformation
{electroporation of commercial strains DG1 {Delphi
Genetics) or CYS21 (Delphi Genetics})). Using
StabyCloning™, in excess of 300 independent clones
are obtained when using either 50 or 200 ng of vector
in the ligation reaction, less than 10 independent
clones are obtained using the pJET vector.

ABOUT THE StabyCloning™ SYSTEM

The StabyCloning™ Kit is designed for
the rapid, precise, and efficient cloning of PCR
products generated using  proofreading
polymerases. The system uses a proprietary
positive selection strategy based on the plasmid
toxin/antitoxin  module ccd. The complete
cloning procedure is performed within one hour
{including piating}. StabyCloning™ relies on the
activation of an antitoxin gene rather than on
the disruption of a toxin gene. DelphiGenetics’
new selection scheme exhibits therefore unigue
advantages over other selection approaches.
When a sequence of 14 base pairs (encoding the
last 4 codons and the stop codon of the antidote
gene) is added to the 5-end of the DNA
fragment to be cloned, the fusion of this
segquence with the truncated antitoxin gene
restores an active gene encoding a protein
{CcdA) able to counteract the action of the toxin
located in the chromosome of the hast bacteria,
The 14-bp sequence is incorporated into the
target DNA fragment by using a2 modified PCR
primer {the appropriate 14-base tail is added at
the 5-end of one of the two PCR primers).
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As illustrated in the following figure, this
process zllows (i} the selection of recombinant
plasmids that incorporate the fragment of
interest {non-recombinant plasmids contain an
inactive, truncated, ccdA* gene, hence the host
bacteria cell dies), and {if} orientation of the
fragment of interest {only one of the two
possible orientations will restore an active, non-
truncated, ccdA gene). Moreover, restoration of
the ccdA gene stabilizes the plasmid into the
bacterial population without the need for
antibiotics {see www.delphigenetics.com for
additional information on the advantages of this
stabilization systemj.

M pntidote
# Poison - ' , -
° Target \
. ONA fragment of l Plasmid
interest vector \

B 14 basestail ‘/

S
&>

KIT COMPONENTS

pSTC1.3 blunt ended vector

€YS21 bacteria

T4 DNA ligase and reaction buffer
Regeneration medium

Forward and Reverse sequencing
primers

s Primer Control mix

StabyCloning™ Products are available with
either electro- or chemically- competent cells.

www.delphigenetics.com

ORDER REFERENCES

STC1-10: electro-competent cells, 10 reactions
$TC1-12: chemically-competent cells, 10 reactions
STC1-20: electro-competent cells, 20 reactions
STC1-22: chemically-competent cells, 20 reactions

. & & &

RELATED PRODUCTS

Please visit www.delphigenetics.com for
additional information on our DNA engineering
and protein expression products
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Annexe III : Journée de la recherche, Novembre 2007 Clermont-Ferrand

Mise en évidence d’un nouvel ordre d’Archaea méthanogéne

S au sein de la microflore intestinale humaine

{ A.Mihajlovski', J. Doré2, M. Alric! et J.-F. Brugére! UNIVERSITE
I I D'AUVERGNE

' ERT CIDAM, Faculté de Pharmacie, Université de Clermont-Fd1i
“ Unité d'Ecologie et Physiclogie du Systéme Digestif, Institut National de la Recherche Agronomigue, Jouy-en-Josas

L'intestin humain renferme de l'ordre de 10" microorganismes regroupés, d'aprés les méthodes
culturales, en ~ 400 espéces issues des trois domaines du vivant : Bacteria, Archaea et Eukaryota.

Origine et impact

Au sein de cette flore, les procaryotes hydroegénotrophes permettent le développement de la flore de la diversité inter-individuelle
en flore méthanogéne ?

fermentaire colique responsable de processus digestifs fondamentaux. Cette hydrogénotrophie se
caractérise, selon les microorganismes présents, par la production de méthane (CH,,
méthanogenése), de sulfure d'hydrogéne (H.S. sulfato-réduction) ou dacétate (CH.COC,

acétogenése réductrice). Le méthane est exclusivement produit par des Archaea méthanogénes de =
lordre 1 (Méthanobactériales des espé Methanobrevibacter smithii et Methanosphaera Blodiversité des populations
stadtmanae) [1]. || est détectable dans I'air expiré chez un individu sur trois lorsque l'abondance en méthanogénes présentes.

méthanogénes est supérieure a 107 cell/g de selles [2, 3].

Principe méthodologique

e SO EMH CaeRBONBRTY > .
- .
Ampatication b Fakdo smorces Cribtage RFLP Al Cspide csocn—sie 2  Séquenage
Fadraction ] Mookt S S SRS NS e SR R SGe = 00 clons ot <4000k} A = MLy Ela oy e e = '::
e § 106 i - - == -

—_—t ¥ 0 — - 18 e =7y

o —- (1] . eyt . ' s = B 4 - E = g
. Masquous Mol ulao Bt stiotiguo samgacumRgaan DpTaKER R 10 e iz - - - miniria
45 Selles. ADe i, . e Séquences
—— - -

=profil & smithil =profl A4 sladimanae = prahl iInconnu

Ampllﬂcallon_al'alde SOTTTLL LTI
:.f:r:]?.mes speclﬁquef N Clonage =" Phylogénie i Phylogénie
ADN 168 Archaea séquengage e ADNE1RS merA

Diversité des séquences mcrA obtenues

Taxon valide le plus proche % identite de

ARy Hipemes Séquences mcrA provenant :

» 8G

oTu Erhantillans

M, ewithi 1515
= d'espé Brisées comme col le colon humain

» 9%

M sta ans

} = d'une Méthanobactériale phylogénétiquement proche de M. smithii

M. o e 113

|.=.P"‘

; M kandleri
MxA 115 65.99%
sy ] - _de 2 Archaea inconnues
MaB 215 27%
0 (NP-613940) "
Phylogénie mcrA — Ordre 5 - Méthanopyrales
= Ordre 3 - Méthanomicrobiales
ja raalisée apras ali (Clustai'W)

ANME-2
par maximam de vraisemblance (PhylML) Bi —
02 Clusied
Ordre 4 - Méthanosarcinales
"
QOrdre 2 - Méthanococcales

Ordre 1 - Méthanobactériales
100

MB : Anabrse ADMr 185 ¢n cours

ANME-1

L

Nouvel ordre méthanogéne ?

Conclusions Perspectives

Mise en évidence de deux méthanogénes inconnus MxA et MxB I

u

Biodiversité au sein de |a flore intestinale humaine

Culture de MxA et MxB - Caractéristiques métaboliques

Impact de ce nouvel ordre sur :
- 'écologie de la microflore colique?
- la physiologie digestive?

- la sante de |'héte ?

MxA et MxB ne peuvent étre rattachés
4 E 2 el E ik . |'~ Analyse phylogénétique de I'ARNr 165 :
a aucun des 5 ordres de méthanogénes décrits a ce jour confirmation d'un 6% ordre 7
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Annexe IV : 5éme Rencontre des Microbiologistes du Pdle Clermontois, Mars 2008

5 Rencontre des Microbiologistes dia Pdle Clermontods

KA .

LR dH

MISE EN EVIDENCE D'ESPECES
D'UN WOUVEL ORDRE D'ARCHEES METHANOGENES
AU SEIN DE LA MICROFLORE COLIQUE HUMAINE

A Mihajlovski, J. Doré, M. Alric et JF. Brugére

INA

Agnés hihajl owski

KA 'S

e de la flore intestinale humaine

Epidémiologie

Etude de la diversité de certains grands groupes métaboligues

ERT-CIDAM : plateau technologique

- Déwveloppement o outils moléculaires d’anal

Systémes
Digestifs

e

Blopugs ADN

Artificiels

cH

L Diversité et Distribution

de laflore méthanogéne chez rhomme

27 mars 2008 Agniés hihajl ovski 27 mars 2008
CONTEXTE DE L’ETUDE CONTEXTE DE L’ETUDE
Archées méthanogénes Archées méthanogénes et flore colique humaine
—
s CH3 coor 2 espéces gopartenant & l'ordre des Methanokbacteriales (Ordre 1)
Eacliamy Ardees Ordre 4 ¢ EUUU
Metanorarcingl e = HYDROGEMOTROPHES
CH;-X
Methanomlcroblala s
=1z R Methanobrevibacter smithil
" {:::WN 4H; + GOy —_— CH, + 2H0
[re——
~1 Nermain H., + CH-OH Methanosphaera stadtmange CH, + Hy0
[ pa— 2 k] —_—————
L ﬁ\ el HZ
1 '__ lnnn J ordra 2 © Methanococealan
: - =T
=~
- ki
[ S
— Vet wriat
—~
-———-::

| s oy

Phylogénie ARMr 165 — Garcia ef 2/ 2002

Agnés hihajl owski

27 mars 2008

CONTEXTE DE L’ETUDE

Archées méthanogénes et flore colique humaine

Sulfato-réeduction

T aH, + S0, —* 5T 4+ 4HO

Acétogenése réducirice

4H, + 200, —>
Méthanonenése

4H; +

> H

CHCOOH + 2H0

CO; B CH, + 2HO

CHaOH +H, —S=smes, oy oy Hoo

=> 30 3 50% d'individus méthano-excrétesrs

=108 Archées méthanogénes!y de seles

Etude de la biodiversité des Archées Méthanogénes

Culture difficile —"—Approche moléculaire nécessaire

Agnés hihajl owski

27 mars 2008

Biodiversité

Amplification du marqueur mcri sur un panel de 73 individus

73 ADH g = 28 nouveau-nés @semales 3 10 mok)
Extraits de selles - > 22 adultes @massan
-+ 22 seniors 703 50 @
nlll--l--
.

PCR

Amorces dégénérées ciblant mcrd

Hmikiin codant la sous-unité ede MCR |

At =m-—m- eme. Ta-bbibhia .

Nouveau-nés
1729

Adultes
16122

Seniors
20722

+

15 bangues de 200 clones
(6 adultes - 9 seniors)
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Biodiversité

Criblage des banques et séquengage

— 1% étape :  Criblage PCR

Sélection de 100 clones dont taille des insers estde 4280 £ 50 ph

—»26ms atape ;

a) Criblage RFLP (Restriction enzyvmatioie Ali-Cspir)
by Regraupement en profils identigues

= profil M spdh = profil M stadimange = profil inconnu

—>3ms Gtape : Séquencage d'au maing un clane par profi

Résultats - Biodiversité

Diversité au sein des 15 selles merA”™ sélectionnées

oTu* Hombre o’ Taxon valide le plus U iglentité de
échantillons proche sequence
[Mumnéro d'aceession)
IR, srithii 1515 1A, smithii >09%
[ABETTAE6]
. stadtmanae 415 M. stadtmanae >00%
[CAE48208]
Mx-01 M5 . kandieri 66%
[MP-E12840)
Mx-02 115 . kandieri 61%
[MP-E13540)
Mx-03 2/15 . kandferi 63%
[MP-E12540)

QT (Unité opdrationnele taonamigue) | séquences piotéigues ayant Une fdentité = 98%

Aands hihajlowvski 27 mars 2008 Agnés hihal owski 27 mars 2003
Résultats - Biodiversité Résultats - Biodiversité
Diversité au sein des 15 selles mcsA™ sélectionnées Phylogénie sircrA des séquencesMys .
[ |
oTU* Echantillons Séguence la plus proche % identité de ——— .
[Huméro d'accession) séquence
M=-01 115 Méthanogéne non cultivé = 99%
Selles de poulet
[EFS2E048] SRR 3 - Mattm e
Mx-02 115 Méthanogéne non cultivé *99%
Selles de pore |
[EFS2E045]
M=-03 2115 Méthanogéne non cultvé = 93% |
Selles de porc
[EFS2E045)
[T e———
*OTU (Unité opérationele & ) séquences protél ayant une jdentité = 95% 1ERTAR E- Mt mursden
Agniz hihajlovzki 27 mars 2002 Agniz hihajlovzki " 27 mars 2002

-
]
PCR
orces specif ciblant merA de :

- M. srathil
- M. stadfmanae
= hlx-01
- Mx-02
- hlx-03

Agnés hihajl owski 27 mars 2003

Résultats - Distribution

Proportion de selles mcrl+ et M smithif au sein du panel de 73 individus

100%
g
20%
%
E0%
0%

% %

seriors

Titn 730G

adutes

30%
20%
0%

Houve sl nés

Ermcrd WM. smithii

Agnés hfhajlovski 27 mars 2008
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gy

Résultats - Distribution

Jut gl s P 3 ' i it e A
-

(Y

ADULTES

: —

SENIORS

;;ddzz:d%a;sddas;l d
|
|

Agnés hfhajlovski

17 mars 2002

Etude de la hiodiversité des Archées méthanogénes :
— Biodiversité supérieure & celle décite 3 ce jour:
flx-01
h-02 GEme grdre potentiel
flx-03
Etude de la distribution des Archées méthanogénes :

= Proportion de selles présentant des Archées méthanogénes (selles merd +)
nouveal-nes (1029) < adultes (T0%) < seniors (90%)

- Bindiversité des Archées methanogénes superieure chez les seniors

aver associations trés fréquentes

M. smithii + M. stacitmanae £ Mx-01 + Mx-02 + Mx-03

Agnés hihajlovski 27 mars 2002

Mise en évidence de 3 espéces nouvelles

méthanogénes ?

G Métabalisme #
g Impact sur la physiologie digestive 7

Influence sur la santé 7

Encours

Potentiel 62™ ordre d’Archées méthanogénes

|—'L:“> | cutture et isclement de Mx-01, W02 et Mx-03

> | Confirmation par analyse des séquences d'ADMNr 165

Encolrs

Agnés hihajlovzki

27 mars 2008

Merci de votre attention
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Annexe V : Journée de I'Ecole Doctorale, Mai 2008, Clermont-Ferrand

Journée de I’Ecole Doctorale g(_.\11 ERT-CIDAM : plateau technologigque jC_.):

Déwveloppement d’outils moléculaires d’analyse de la flore intestinale humaine

Etudes cliniques )|

ARCHAEA POTENTIELLEMENT METHANOGENES
DE LAMICROFLORE INTESTINALE HUMAINE

&=

Bopucs LDN CI H

®
Digestifs —
Artificiels

Mise en évidence d’un nowvel ordre composé de 3 espéces différentes

MIHAJILOWSK] A ALRIC M. ; BRUGERE J-F.

@ Etude de certains grands groupes métaboligques
. )
i 1 :s;!af"”

s

CI'H L Biodiversité et Distribution

de laflore méthanogéne chez rhomme

Agnés hihajlowski

16 mai 2008 Agniés hihajlovshi 16 mai 2008
CONTEXTE DE L'ETUDE CONTEXTE DE L’ETUDE
Archées méthanogénes Archées méthanogénes

Bacteria - CH,CO0-

3 ‘iil .: / Msm;)ll'l-g::cl:nslsl Btiou

N =_ [ e CH, X

i, Al \.\: A -~ I e
H,

e | O 1 Metianobacteriale s

b vl

=
Phiylogénie 551 ARNr — Pace 107 |

J—
e [
Agnés hihajlowski 15 mai 2002 o

Phylogénie ARMNr 165 — Garcia etal. 2002

CONTEXTE DE L’ETUDE

CONTEXTE DE L'ETUDE

Archées méthanogénes et flore colique humaine

Archées méthanogénes et flore colique humaine

: i Sulfato-réduction
Nbthanobrovibacter smithi BT -
—  »  CH, *+ ZHO A 4H, + S0OF —* S% + 4H D

s H Acétogenése réductrice
Hy +CHyoH AdAaNOSDhIwa stactmangs | . Ho - 2 4H, + 2C0, —> CH,COOH + 2H.0

Méthanonenése
M. smitu}

4y + CO; T/ CH, + 2H0

4H, + 00,

Ho+ CH,OH 22 oy b Hoo

=> 30 3 50% d’humains méthanoexcréteirs

=108 Archées méthanogénes!y de selles

] Etude de la biodiversité des Archées Méthanogénes
Hydrogénotrophes
Culture difficile =——=—== Approche moléculaire nécessaire
I e £ Wt pTe
. — |~ Piogéak ARNT 65— Garch et 2012
Agnis hihajlovski 15 mai 2008 Aygnés Mhajl ovski

15 mai 2008
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OBJECTIF DE L'ETUDE

BIODIVERSITE et DISTRIBUTION

des Archées méthanogénes

au sein de la microflore intestinale humaine

29 2
NOUveal-nés

adultes

seniors

Panel de 73 individus

16 mai 2008

Agnés hhajl owski

BIODIVERSITE

18 mai 2002

Agnés hihajl owski

ANALYSE DE LA BIODIVERSITE

Amplification du marqueur moléculaire métaboligue

Amorces dégénérées ciblant merA codant pour la sous unités « de MCR |

Nouveau-nés

1/29
L Adultes
i 16/22
15 bangues
de 200 clones
- [ adulter - & mniorn)
v 4 i Wdybdid o Seniors
AMALVEIALER ALY )
Agnés hihajlowski 15 mai 2008
RESULTATS DE LA BIODIVERSITE
Diversité au sein des 15 selles mcrA™ sélectionnées
oTu* Hombre o’ Taxon valide le plus U it’lentité de
échantillons proche sequence
[Hurnéro d'accession)
M. srithii 15i15 M. srithii =00%
[ABETT336)
M. stadtrmanae 415 M. stadtmanae >00%
[CAEAZ30E)
Mx-01 115 N4, kandferi 66%
(HP-513940)
Mx-02 115 M. kandieri 61%
[HP-£13540)
Mx-03 215 4. kandieri 63%
[ HP-£13540]
FOTU (Unité tasonomigle apérationnelie) | séoquences protéinles ayant Une identité = 953%
Agnés hihajlovski 16 mai 2008

ANALYSE DE LA BIODIVERSITE

Criblage des 15 banqgues et séquengage

Ctiblage PCR

- 1in &tape :
Sélection de 100 clones dont taille des insers estde 4280 £ 50 ph

a) Criblage RFLP (Restriction enzymatioie Ali-Cspér)
by Regroupement en profils identiques

—»26ms gtape ;

240 g

110 b
Toph

26 ph

106

Profile 1 =Profile 2 = Profile 2
—3me gtape : Séquengage d'au maing un clane par profi
Panés hihajlowski 15 mai 2008
RESULTATS DE LA BIODIVERSITE
Diversité au sein des 15 selles mcrA™ sélectionnées
OTU* Echantillons Séquence la plus proche % identité de
[Muméro d'accession] séquence
Mx-01 115 Méthanogéne non cultivé > 99%
Selles de poulet
[EFG28 048]
Mx-02 114 Méthanogéne non cultivé = 99%
Mx-03 215 = §3%
[EF23 045
*OTU (Linité apdrationnele taconomique) | séquences piotéigues ayant dne identité = 95%
Agnés hhajlovski 15 mai 2002
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RESULTATS DE LA BIODIVERSITE

Phylonénie mcrA des séquences Mys

[ |

EADAR & - Bt

EADAR 7- Bt oo

&R08R 1 - Bt et

DONNEES COMPLEMENTAIRES SUR LA BIODIVERSITE

ADN %ss
Sollon aduite

wt Banlory

Analyse des séquences ARNr 165 Archées

Amplification Margqueur Moléculaire ARNr 165 Archées

[
¥4 Sélection de selles : - Mx-01*
- Mxz-02*
- Mx-03"
Banques Criblage et Ségquengage
Séquences

Pgnés Mhajlovsk = 15 mai 2002 Agnés hhajlovski 15 mai 2008
Résultats Biodiversité
Phylogénie ARNr 165 des séquences

| HACAERY 4 - B T ALY ikl P

- DISTRIBUTION

Jae o

Lt}
Tz
]
A - B HAWEAC ALY BN
JEMRDRE 5 - T A AL AR
Agnés hihajlowski —_ 15 mai 2002
Analyse de la Distribution Analyse de |la Distribution
PCR Amorces spécifiques ciblant merdl de: Amplification du marqueur meléculaire métabolique
- M senithil
- M. stacitmanae
- hx-01
- Mx-02
- Mx-03
29 22
l.muveau-ngs adnftas
2main ]
5 3 55 ans)
Selles présentant des Archées méthanogenes
seniors
mcrA*
Adultes Seniors
0 W
1ee ol 20122 (91 %)
#fgniés hhajlovski 15 mai 2008 #gnis Wihjlovski 16 mai 2008
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RESULTATS DE LA DISTRIBUTION

LT 4 e o at whAE

3
Mg

£ gy

ADULTES

SENIORS

Agnés hihajlovski

15 mai 2008

Etude de la hiodiversité des Archées méthanogénes :

- Biodiversité supérieure 3 celle décrite 4 ce jour
Mlz-01
Mx-02
hix-03

Etude de la distribution des Archées méthanogénes :

Efme ardre potentiel

= Proportion de selles présentant des Archées méthanoénes (selles mord™

nouveawnés (1/29) = adultes (70%) = seniors (90%)

- Biodiversité des Archées méthanogénes supérieure chez les seniors

aver associations trés fréquentes

M smithif £ M. stactrmanae £ W01 £ Mx-02 £ Mx-03

15 mai 2005

Fgnés hihajlowski

Mise en évidence de 3 espéces nouvelles

Méthanogénes ?

c————"— Rechercthe de nouveaux margueurs de laméthanogensse

Méthanogénes ? Métabolismes ?

= Culture et isolement de Mx-01, Mx-02 et Mx-03
en cours

Impact sur la physiologie digestive ?

Influence sur la santé ?

Agnés hhajlovski

R COUFs

15 mai 2008
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Annexe VI : Gut Microbiome _ INRA-RRI 2008, Juin 2008, Clermont-Ferrand

Frequent presence of a putative new Order of methanogens in the intestinal flora of seniors

_— A molecular-based study among 67 subjects
@ A. MIHAJLOVSKI', J. DORE?, M. ALRIC' and J.F. BRUGERE' l
'ERT CIDAM, Faculté de Pharmacie, Université Clermont-Fd |, CRNH Auvergne, IFR Sante 79, France l I

UNIVERSIT
D'AUVERGNE 2Unité d'Ecologie et de Physiologie du Systéme Digestif, INRA Jouy-en-Josas, France

CONTEXT AND OBJECTIVES

of the human intestinal microflora:

The methanogenic biodiversit

= Two members of the Methanobacteriales
4o s, Methanobrevibacter smithi Do other methanogens inhabit the human gut?
4H, +C0, = CH, + 2H,0

Does their distribution and biodiversity increase with age

as it was observed for some other microbial populations and other hosts [3, 4]7

" Methanosphaere stedbmanae
MWy #CHOH ——— . CHy + HO
- A member of a new Order? [1]

? ... CH,(7)

study [2])

(stso recovered in anol

Aim of this work: Characterisation of the biodiversity and distribution of methanogenic Archaea among a panel of 67 volunteers of different ages

METHODS AND RESULTS

Eecal DNA from:

Amplification using RFLP scrasning 24 by "
W Aduns dagonerated primers Amplif Selection of 11 marApositive e cay e Ona clone por profils o i-\‘“

0551 | g gy p——— ot the expected size M (6521 DNA from: 10— " o — ]

L -4 adults
70 Flderty volunteens Target: the merf cistron Tor 33 fecal DMA -7 elderty voluntesrs 100 clones / DNA b ormere Sequence
Coding for the & subunit of the
=Profile 1 = Proflle 2 = Proflle 3

Tiiin B yaars.okl muthyl-comnzyme B oeducts:

Sequences analyses
and
phylogeny

Biodiversity

MCR a-subunit tree (PhyML)

Diversity recovered among the 11 selected mcrd positive stools
oTu* Number of Nearest valld taxon % sequence e A
samples {wecemmion number identity
TR —
M smithit 1111 M. smithi >BR%
(hBBTTERG) Usual methanogenic species
M stadimanae an M. stadimanae >00% inhabiting the human colon e ol e i
i e P
peidspinslastyvanioiry
Mx-02 1H1 M kandlert 61% e b st
MPE13340) 2 unknown putative
Mx-03 211 M kandleri 63%
(M 513340)
OrU {Oparstional Taxonomic Unit): amino acid sequence identity » 98% uance of Ma-01

Detection of each OTU - = =
Distribution

using
OTUs specific primers

Distribution of phylotypes

mcrA positive stools
among the mcrA positive stools
Elderly volunteers M. smithil M. Stadtmanae Mx-02 Mx-03
18/20 (90%) ’ 18/8 6/18 38 8A8 Elderly volunteers
vV : : :
Adults ” M. smiithii M. Stadtmanae Mx-03 I'. Highest proportion of mcrA positive stools
1418 (72%) 2 1414 214 114 N Highest methanogenic biodiversity
v M. smithii I-b Highest frequency of each phylotypes
MNewbomns - T
1/29
Mot Me-01 was not recoverad in any s100ls

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

| The biodiversity of i genic Archaea inhabiting the human intestinal tract
probably higher than previously described

Methanag ! IMPACT OF

A putative new order of methanogenic Archaea inhabiting the human gut [1] Wit i deith ! :
b0, M-02 and Mx-03, distinet members of @ new archasal Order [ —- | Isolation of Mx-01, Mx-02 and Mx-03| THIS NEW ORDER
MRSt lu:urmumw':-urpm-

Frequent presence of this putative new order in the intestinal microflora of elderly people

REFERENCES

riation in hurrs

Enviran Microbial 5 (10} 2468-73

3 intesting) i 1
din, T.L Miller, 1989, Increase in colonc methanogens and total anasrobes in aging rats, App
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Annexe VII : 1¥< Journée Scientifique du CRNH Auvergne, Juin 2008, Clermont-Ferrand

DIVERSIFICATION DE LA FLORE METHANOGENE COLIQUE
ET PREVALENCE D’UN NOUVEL ORDRE D’ARCHEES METHANOGENES
CHEZ LES SENIORS @

A. MIHAJLOVSKI', J. DORE?, M. ALRIC' and J.F. BRUGERE' U
" ERT CIDAM, Faculté de Pharmacie, Université Clermont-Fd |, CRNH Auvergne, IFR Santé 79 D’
7 Unité d'Ecologie et de Physiclogie du Systéme Digestif, INRA Jouy-en-Josas

CONTEXTE ET OBJECTIFS

Biodiversite etablie de la flore méthanogene humaine :

Methanobrovibactar smithif
4H, +CO,

Deux Methanobacteriales hydrogénotrophes : Mathwirosy heera skdlinams
Hy +CHOH —0¥ ., CH, = HD
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Glucosinolate consumption from brassica vegetables has been implicated in reduction of cancer risk. The isothiocyanate breakdown products of
glucosinolates appear to be particularly important as chemoprotective agents. Before consumption, brassica vegetables are generally cooked, caus-
ing the plant enzyme, myrosinasc, to be denatured, influencing the profile of glucosinolate breakdown produets produced. Some human intestinal
microflora species show myrosinase-like activity (c.g. bifidobacteria). We aimed to increase bifidobacteria by offering a prebiotic (iaulin) in a
randomised crossover study. Six volonteers consumed inulin (10 g/d) for 21d followed by a 214 control period {no inulin). Treatment periods
were reversed for the remaining six volunteers. During the last 5d of each peried two cabbage-containing meals were consemed. Total vrine
output was collected for 24 h following each meal. Cabbage was microwaved for 2 min {lightly cooked) or 5-5min {fully cooked). Faecal samples
were collected at the start and afier the inulin and control treatments, Bifidobacteria were enumerated by real-time PCR. Aliyl isothiocyanate pro-
duction was quantified by measuring urinary excretion of allyl mercapturic acid (AMA). Bifidobacteria increased following prebiotic supplemen-
tation (P< (001} but there was no impact of this increasc on AMA excretion. AMA excrotion way greater following consumption of lightly cooked
cabbage irrespective of prebiotic treatment (P< 0001). In conglusion, the most effective way to increass isothiocyanate production may be to limit

the length of time that brassica vegetables arc cooked prior to consumption.

Ispthiocyanate: Prebiotic: Bifidobacteria: Cooking

Increased intake of brassica vegetables and brassica-contain-
ing foods {e.g. mustard, horse radish) may be of benefit for
cancer preventioni'z. This is thought to be partly due to the
presence of glucosinolates (thioglucoside phytachemicals) in
brassica vegetables. They are accompanied in the plant by
the thioglucosidase enzyme, myrosinase (thioglucoside gluco-
hydrolase, EC 3.2.3.1). Following tissue disruption {during
cutting or chewing), glucosinolates come in contact with mys-
osinase and the resulting hydrolysis yields a range of active
aglycone products including isothiocyanates, nitriles and
cyano—epithioalkanes3. Isothiocyanates influence xenobiotic
metabolising enzyme expression and apoptosis“‘(’ and may
explain the cancer-protective effect of brassica vegetable con-
sumption’. However, not all epidemiological swudies demon-
strate a protective role for brassica vegetables™ and this
may be due to differences in release of breakdown products
in different situations.

In general, man consumes brassica vegetables following
processing. Myrosinase is denatured by the application of
heat during cooking'® and this has implications for the
amount and composition of breakdown products available to
man. Consumption of raw vegetables containing plant-derived

Abbreviations: AMA, allyl mercapturic acid,

myrosinase activity produces rapid hydrolysis of glucosino-
lates and the release of isothiocyanates may primarily occur
in the upper digestive tract'’. The isothiccyanates are abs-
orbed and rapidly excreted as conjugates in the urine. Con-
sumption of cooked brassica with denatured myrosinase
permits intact glucosinolates t¢ pass through the upper diges-
tive tract and enter the colon'>"® where they may be hydro-
Iysed by the gut microbiota, The different sites of release
and absorption of hydrolysis products of glucosinolates may
have implications for the cancer-protective properties of
brassica vegetables.

Apoptosis was increased in the colon crypts of dimethylhy-
drazine-treated rats following absorption of allyl isothiocya-
nate from fresh Brussels sprout juice or raw sprouts in the
upper intestine. Therefore a systemic delivery of glucosinotate
metabolites to the colonic epithelium may be effective for che-
mopmtection(’. However, the release of allyl isothiccyanate
from purified sinigrin {with no plant myrosinase} inte the
colon has also been shown to enhance apoptosis and reduce
the formation of aberrant crypt foci in dimethyihydrazine-
treated rats, indicating that a localised production of ailyl iso-
thiocyanate may also be of henefit'®. The most effective route

* Corresponding author: Dr Zoé Fuller, Rowett Research Services, Rowett Research Institute, fax 444 (011224 T15760, email zfulier@esco.net
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of delivery of glucosinolate metabolites is not yet clear,
Indeed it is probable that both systematic and luminal delivery
are important for maximising the chemoprotective effect of
brassica vegetables.

Some genera of the human intestinal microflora {e.g. Bifido-
bacterium, Lactobacillus and Buctervides) possess myrosi-
nase-like activity’>'®. Thrce species of bifidobacteria of
human origin have been shown to be capable of degradin
the glucosinolates sinigrin and glucotropaeolin in vitre!”.
Lactobacitlus agilis and Bacteroides thetaiotaomicron, iso-
iated from human faeces, have also been reported to convert
sinigrin to allyl isothiocyanate in vitro'®!%, Incubation of
human fasces with cooked watereress (in which plant myrosi-
nase had been denawred) in vitro also yielded isothiocya-
nates'®. Bacteria may hydrolyse glucosinolates consumed in
a cooked vegetable meal and release hydrolysis products
directly into the lumen of the colon. Enhancement of selected
microbial populations in the colon of human faecal flora-
assoctated rats alters the biological effects of glucosinolates
consumed in rapeseed meal and may also alter vegetable
glucosinolate effects®. Bifidobacieria residing in the colon
may be enhanced following the consumption of prebioticsﬂ,
Prebiotics are fermentable, indigestible food ingredients that
selectively stimulate growth andfor activity of 2 limited
number of bacterial species resident in the colon®?. Given
the availability of pre- and probiotic supplements and the
potential for myrosinase-like activity in lactobacilli and bifido-
bacteria, an investigation into the effect of enhanced
microflora populations on glucosinolate metabolism in man
is needed.

In the current study we sought to enhance colonic bifidobac-
terial populations in human subjects by the use of a
commercially available prebiotic to investigate the infiuence
of changes to the colonic bacterial populaticn on the hydroly-
sis of glucosinolates. We hypothesised that any changes to
glucosinclate hydrolysis brought about through prebiotic
supplementation would be manifest following consumption
of cooked cabbage but not aflter consumption of cabbage
retaining myrosinase activity.

Experimental methods
Subjects

Twelve healthy, Caucasian, nom-smoking adult volunteers
(three male, nine female; mean age 381 {sEM 2:43), range
25-51 years; mean BMI 250 (seM 1.09), range 19-8-
315 kg;‘mz) were recruited from academic institutions in
Aberdeen. After discussion with the study investigator the vol-
unteers provided a record of informed consent. The volunicers
did not consume medical drugs or supplements during the
study period. The protocol and all procedures were approved
by the NHS Trust Grampian Research Ethics Committee.

Study design

The subjects were randomly split into two groups prior to par-
ticipating in a crossover study design. Group 1 consumed the
recommended amount of a commercially available prebiotic
formulation (92 % inulin—oligofructose +8% gincose—fruc-
tose-suerose; Beneo™, DKSH/Orafti Great Britain Ltd, Beck-
enham, Kent, UK) for a 21 d treatment period which included
a test meal period during the last 5d. A 214 control period,
during which no supplement was consumed, followed immedi-
ately and this control period also concluded with 2 54 test
meal period. The second group completed the control and
treatment periods in reverse order (Fig. 1). During the prebio-
tic treatment period, volunteers were provided with sachets of
pre-weighed quantities (5g) of the prebiotic supplement. The
contents of each sachet were dissolved in I00ml water
immediately prior to consumption. One prebiotic sachet was
consumed twice daily (at breakfast and evening meal} for
21 d. This level of consumption represented 50% of the maxi-
mum daily dose rate recommended by Lhe manufacturers. The
10g daily prebictic dose contained approximately 004 MJ
(10-7keal) which could lead to an increase in energy intake
of 0-5% assuming a norma! energy intake of 83MI/d
(2000 kcal/d). This increase in energy intake was much
iower than the natural day-to-day variation in energy intake
of 20-309%® and was not considered sufficient to challenge

Period 1 Pericd 2

g g 8
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21d 21d

Fig. 1. Study design indicating the timing of cabbage meals and tascal and urine collections. Black rectangles indicate the consumplion of a cabbage - containing meal.
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the interpretation of the results. In general, compliance to the
study protecol was good. Out of the forty-two inulin doses one
volunteer missed four and two volunteers each missed two
doses.

Vegetable treatments

Within each 5d test meal period each volunteer was offered a
test meal on day 1 and again on day 4 at 12.30 hours. The
second test meal was copsumed 72h after the first to permit
clearance of urinary metabolites between the cabbage meals.
Clearance has been shown to occur within 24h in previcus
work!?, For 2d prior to consumption of the first test meal
and until the end of each test meal period, subjects were
asked to avoid consumption of potential scurces of glucosino-
lates. A list of glucosinolate-containing vegetables and food-
stuffs was provided at the outset of the siudy and verbal
reminders were given at each test meal. To check volunteer
compliance, a simple food diary was completed for 2d prior
to, and during, each test meal period.

Each test meal consisted of 2 150g portion of white cab-
bage with & standard meal of chicken and rice {containing
no glucosinolates), followed by a glucosinolate-free dessert
course {summer fruit and ice cream). Alongside each cabbage
meal each volunteer was provided with a 70ml drink consist-
ing of an extract made from 50 ml water and 9 g ground broc-
coli seeds (GEO organic broceeli seeds; UK Juicers Ltd, York,
UK), in which myrosinase had been denatured by heating
(80°C for 10min'). Solid malter was removed by sieving
the seed and water mixwre before 20ml fresh orange juice
and 10g Canderel (aspartame) artificial sweetener were
added to improve palatability. The drink contained high con-
centrations of the nitrite hydrolysis product of gincoraphanin,
the metabelism of which is being investigated in a further
study.

A homogeneous source of large white cabbage (var.
Colmar: Kettle Produce, Cupar, UK) was used. Each cabbage
was divided into a series of nine longitudinal wedges. Each
wedge weighed 150g and contained consistent proportions
of inner and outer leaves. Residual cabbage was discarded.
Each cabbage wedge was roughly chopped. Four portions
were microwave cooked for 2min (750 W; Whirlpool UK
Ltd, Croyden, Surrey, UK} in a dish containing 16ml water
and covered with pierced PVC cooking film while a further
four were microwave cooked for 55 min under the same con-
ditions. Cooking times were chosen to provide meals with
similar sinigrin content but different myrosinase activities
{2min — lightly cocked, retaining active, natorally avaitable
plant myrosinase; 5-5min - fully cooked, confaining
denatured natural myrosinase} and were chosen based on the
results of a previcus study?®. Cabbage treatments were offered
in a randomised order to each individual. One portion from
each cooking treatment per cabbage along with the remaining
raw portion was reserved for subsequent analysis. These por-
tfons were placed on a plate and left at room temperature for
the duraticn of the volunteers’ meal. At the end of each meal,
these cabbage portions were snap-frozen in liquid nitrogen and
maintained at —20°C for analysis of glucosinolale concen-
trations and myrosinase activity. As the type and quantity of
active ingredients may vary between individual cabbage
heads, the identity of the cabbage head consumed by each

volunteer was recorded to permit accuraie determination of
the intake of glucosinolates and myrosinase by each volunteer.

Cabbage samples were freeze-dried, ground and maintained
at — 20°C prior to glucosinolate and myrosinase analyses. The
glucosinolate content of the cabbage samples was determined
using HPLC by the methods?>2® described in Rungapamestry
et al®*. The myrosinase activity of the cooked cabbage was
determined using a UV visible spectrophotometer (Cary 50;
Varian Ltd, Yaraton, Oxford, UK) to measure the rate of dis-
appearance of sinigrin from a test mixture’’. Standard curves
were fun each day using commercially prepared myrosinase
isolated from Sinapis alba (white mustard seed; Sigma
Aldrich, Poole, UK). One unit of myrosinase activity is
defined as that which will produce 1.0pmol glucose/min
from sinigrin at pH 60 and 25°C.

Urine collection and analysis

Prior to consumption of the test meal each volunteer provided
a spot sample of urine to enable the determination of back-
ground concentrations of glucosinolate metabolites. Total
unine collections were obtained for 24h after each cabbage
test meal. The 24h collection was separated into four time
periods (0—4, 5-9, 1019 and 20-24h}. Since volunteers
were free-living, urine samples were kept in insulated bags
containing cool blocks to reduce possible degradation of the
compounds of interest during the collection period. The pH
of the urine was not modified. For each collection period,
urine volume was measured by a study investigator and
recorded. Four 20ml aliquots from each collection recepiacle
were placed in sealed tubes (Sterilin, Stone, Staffordshire,
UK} and maintained at —20°C until analysis.

Urinary metzbolites of isothiocyanates derived from gluco-
sinolates contained in the cabbage meals were quantified in
the urine samples. The major aliphatic glucosinolate in cab-
bage is sinigric which, on hydrolysis by myrosinase, forms
allyl isothiocyanate. Allyl isothiocyanate is metabolised by
the mercapturic acid pathway prior to urinary excretion as
N-acetyl (allylihiocarbamoyl)-L-cysieine (hereaflter referred
to as allyl mercapturic acid; AMA). AMA excreted in the
urine was measured using the method'” as adapted from Men-
nicke ef al®® AMA and N-acelyl {phenylthiocarbamoy!)-L-
cysteine (phenyl mercapturic acid) were synthesised according
to Mennicke ef al?® for use as standards in the analysis.
Phenyl mercapturic acid (disselved in deionised water-etha-
nol, 50:50, v/v) was used as an internal standard and cali-
bration curves for AMA {R2 09993 (sem 0-0002)) were
analysed within each baich of samples for quantification
of the amount of AMA excreted. Each sample was analysed
in duplicate. Discrepancy between duplicate samples was
always less than 5%.

Faecal collection and analysis

At three points during the study volunteers provided a faecal
sample to enable changes in bifidobacterial numbers relative
to the toial bacteria population to be monitored. Faecal
samples were obtained at the outset of the study for determi-
nation of baseline bifidobacterial population ratios and also at
day 16 of both the prebiotic treatment and control periods
(Fig. 1). At each time-point, the subjects placed z i0g
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sub-sample of faeces into a collection tube. Samples were
further aliquoted before being maintained at —20°C for later
analysis by real-time PCR.

QOuantitative real-time PCR

Standard template DNA was prepared from the 168 rRNA gene
of Bifidobacterium psendocatenuiatun DSM 20 438 by amplifi-
cation with primers 27F and RP2 and purification as described
previously®®. Standard curves were prepared as described
previously®' with either universal primers UniF (GTGSTGC-
AYGGYYGTCGTCA™, modified) and UniR (ACGTCRTCC-
MCNCCTTCCTC™, modified), or Bifidobacterium-specific
primers Biff (TCGCGTCYGGTGTGAAAG™) and g-Bifid-R
(GGTGTTCTTCCCGATATCTACA). Both primer sets
resulted in very similar standard curves (PCR efficiency 959
{sEM 092} % for universal primers and 967 (SEm 1-34) % for
Bifidobacterium-specific primers).

DNA from faecal samples was extracted using the DNA
Spin Kit for Soil {MP Biomedicals Europe, Ilikirch, France).
DINA concentrations were determined with a NanoDrop ND
1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilming-
ton, DE, USA). DNA was diluted to -3 ng/ul in 5 pg/ml her-
ring sperm DNA for amplification with universal primers UniF
and UniR and 5Sng/ul in 5pgfml herring sperm DNA for
amplification with Bifidobacterium-specific primers BifF and
g-Bifid-R. Herring sperm DNA (5 pg/ml) was used for all
DNA dilutions as carrier DNA, as it significantly increased
the accuracy of the data, especially at low DNA concen-
trations. The absence of cross-reactivity with either primer
pair was confirmed by real-time PCR under the same con-
ditions as described later.

PCR reactions were performed as described previously”.
Starting quaentities of all bacterial and bifidobacterial 168
rRNA genes were determined using the iCycler 1Q software
version 3.1 {Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
to calculate the percentage of bifidobacterial gencs. The detec-
tion limmit was 0-01 % of total bacterial 165 rRNA genes.

Statistical analyses

Data are expressed as means and their standard errors, One
volunteer withdrew from the study after completion of the
control period and prior to data collection for the prebiotic
period. Total glucosinolate concentrations, sinigrin concen-
trations and myrosinase activity in lightly and fully cocked
cabbage were subjected to general ANOVA with cooking
treatment as the main effect. Samples from the same cabbage
head were treated as a block in the ANOVA to comrect for
background variation between heads of cabbage.

Changes in faecal bifidobacterial populations were
assessed by ANOVA using individual as a block to account
for inter-individval variation. Orthogonal contrasts were
used (o compare bifidobacterial populations in faecal samples
collected at the three time-points, day C (baseline}, day 16
and day 37 (Fig. 1). The potential effect of baseline bifido-
bacterial population on the stimulatory effect of inulin was
investigated using analysis of covariance on bifidobacterial
populations after 16d of inulin supplementation using the
background population {day 1) of bifidobacteria as a co-
variate. As the two groups of volunteers experienced the

tnulin and control treatments in different orders, the effect
of order of treatment was investigated using ANOVA 1o
detect the interaction batween group of volunteers and pre-
biotic treatment.

AMA output over 2dh was used as a variate to assess the
effect of cooking treatment and prebiotic treatment on allyl
isothiocyanate production. Each individual’s total AMA
excretion was expressed as a proportion of the individual’s
intake of sinigrin in the cabbage meal to derive a recovery
for AMA. The main effects of cooking treatment and prebiotic
treatment together with their interaction, on AMA recovery,
were assessed within individuals. Individuals were used as
blocks and AMA excretion in different time periods was com-
pared using orthogomal contrasts. The interaction between
cooking time and AMA excretion in each time period was
also investigated.

To determine if the extent of change in the bifidobacterial
population recorded after the inulin treatment was related fo
the extent of change in AMA excretion after the differenily
cocked cabbage meals, a correlation analysis was performed.

All statistical analyses were performed using GenStat ver-
sion 8.1 {Lawes Agricultural Trust, Harpenden, Hertfordshire,
2005).

Results
Glucosinolate concentrations in cabbage

Raw cabbage contained the following glucosinolaies {mean
umolig DMY: sinigrin, 954 (sp 4.01); glucoiberin, 497 (sD
3-14); glucobrassicin, 2-56 (8D 091); progoitrin, 139 (sD
0:47); glucenapin, 0-89 (sp 0-28); 4-methoxyglucobrassicin,
0-69 (so (+22); 4-OH glucobrassicin, 0-24 (sD 0-06); glucona-
poleiferin, 0-07 (sp (:02); neoglucobrassicin, 0-05 (sp G-03);
glucoraphanin, 0-02 (sp (:02}. Glucosirolate concentrations
in cooked cabbage did not differ from raw values (Fig. 2).
The proporiion of sinigrin to total glucosinolates did not
differ between the 2 and 535min cooking treatments
{2min = 43.7%; 53min = 43-1%).

387
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Fig. 2. Total glucosinotate (3} and sinigrin {(1} concentrations in raw (O min},
ghtly cooked {2 min} and fully cooked (5-5rmin) cabbage. Values are moans
with their standard ervors depicted by vartical bars {n 8 for lightly cooked and
fully cooked cabbage; n & for raw cabbage).
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Myrosinase activity in cabbage treatments

Myrosinase activity was reduced from 21-5 (stM 13:29) units/g
DM (291-8 units/150 g fresh weight portion consumed) in raw
cabbage 10 2-44 {(sEm (-25) (35-5 units/ 1 50 g fresh weight portion
consumed) and 0-87 (sem G-05) unitsfg DM (17-67 units/150 g
fresh weight portion consumed) in cabbage cocked for 2 and
5.5 min, respectively. Myrosinase activity was higher in cabbage
following a 2 min period of microwave cooking than following
the 5-3 min cooking period (P=0-043).

Faecal bifidobacterial population

Inulin supplementation increased the relative proportion of
bifidobacteria in faccal samples by approximately two-fold
{P=0:001, Fig. 3). In two volunteers the percentage of
bifidobacterial 165 fRNA gepes was below the detection
limit ip baseline samples. The presence of a small populaticn
of bifidobacteria was detected in one volunteer after inulin
supplementation but no change was noted for the other.
Although retained in the analysis these results were not
sufficient to eliminate the increasc shown overall. Baseline
bifidobacterial populations varied markedly between individ-
vals as indicated by a large range in valves (the minimum
population was below detection and maximum was 4-6% of
the total bacterial genes) and standard error {(mean 1-80 {stm
{-45) bifidobacterial gencs as a percentage of total genes)
but the stimulatory effect of inulin supplementation was not
dependent on the baseline population (P=0-236) or the
order in which the prebiotic and control periods were
experienced {(P=0-162).

Urinary excretion of glucosinolate metabolites

All mercapturic acid excretion data were correcied for individ-
ual glucosinolate intakes. Following the 48 h period of absti-
nence from brassica vegetables and glucosinolate-containing
foods immediately prior to each cabbage meal, mercapturic
acid concentrations in baseline urine samples were essentially
zero (Fig. 4). AMA excretion in the 24 h following the meal

rRNA genes}
[ b

~a
T

Bifidobacteria (% of total bacterial 165

Baseline Inulin Control

Treatment

Fig. 3. Faecal bifidobacterial populatian prior to {basefine, n 12), atter 164 of
inulin supplemantation {fulin, 7 i1} and fellowing a 18d control period {con-
wel, n 12). Values ars means with their standard ermors dopicted by vertical
bars.

Aliyl mercapturic acid excreted (umol/coliection period)

¢ 5 10 15 20 25
Time after meal {h)

Fig. 4. Excretion of allyl mercapturic acid {(pmol/coliection period) during the
24 h following meals cantaining lightly cooked (2 min) cabbage during prebio-
tic treatment (@, 7 11} and control (O, 7 12) periods or fully cookad {5-5min}
cabbage duning prebiotic treatment (&, £ 11) and contra! (A, n 12} periods.
Valuas are means with their standard errors depicted by vartical bars.

was greater following consumption of lightty cooked cabbage
(mean recovery 23-3 (sEm 1-9) %) than fully cooked cabbage
(mean recovery 7.7 (sem 076} %, P<<0-001}. Prebiotic sup-
plementation did not significantly influence AMA excretion
after either cabbage cooking treatment (prebiotic treatment
mean recovery 146 (SEm 2:01) %, control mean recovery
15-8 (seM 2:40) %, P=0-880). The pattern of AMA excretion
over time was different between the cooking treatments
(P< 0-001). Consumption of lightly caoked cabbage resulted
in a peak of mercaptusic acid excretion between 4 and 9h fol-
lowing the cabbage meal in contrast to the excretion after con-
sumption of cooked cabbage which peaked between G and 19h
(Fig. 4). Excretion of AMA in the urine was negligible by the
end of the 24 h period irrespective of prebiotic treatment of
cabbage cooking time.

Despite the significant increase in the proportion of faecal
bifidobacteria during the prebiotic treatment period there
was no association beiween the change in bifidobacteria and
the change in AMA excretion afier consumption of the fully
cooked cabbage meal (R —0-416; P=0-175). Although ten
of the eleven velunteers that completed both the prebiotic
and control pericds demonstrated an increase in faecal bifide-
bacteria in respense to inulin supplementation, the extent of
change had no relation to either the extent or even direction
of change of AMA excretion between periods (Fig. 5).

Discussion

Hydrolysis of glucosinolates in the colon or caecum has been
known for some time'2. The gastrointestinal microflora of rats
and pouliry have the abiiity Lo hydrolyse glucosinolates > 36
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{a}

Change in bifidobacterial
population (% of total genes}

A B CDEF GH I 3 KL

(b}

and prebiotic periods {pmoll

Change in AMA excretion between control

Volunteer

Fig. 5. Individua) changes in {a) faecal bilidobacteriat populations (% of total
bacterial 165 rRNA genes) and (b} excietion of aliyl mercapturic acid {AMA)
after consumption of & fully cecked {5-5min) cabbage meal, betwean control
ang prebiotic treatment periods. Yoluntaer G withdrew from the study before
the start of the inulin consumption petiod.

as demonstrated by the development of negative side-effects
of isothivcyanate exposure such as goitre following excessive
progoitrin consumption even in the absence of dietary myrosi-
nase. The myrosinase activity of the intestinal microflora is
physiclogically relevant as the biological effects of consump-
tion of cruciferous vegetables do not occur when perm-iree
animals are grovided with a glucosinolate-rich but myrosi-
nase-free dier’®. This activity is not confined to laboratory ani-
mals; human microflora also show myrosinase-like activity as
demonstrated when mechanical and antibiotic bowel cleansiag
in man decreased the isothiocyanate excreted following con-
sumption of a cooked brassica homogenate from 11 to 1%
of the dose™. As the intake of cooked brassica (i.e. glucosino-
late consumplion) leads to a low delivery of isothiccyanates to
the gastrointestinal Lract relative to consumption of the raw
vegetable (ie. isothiocyanate comsumption®’) but is a
common form of ingestion, there could be advantages in max-
imising isothiocyanate production through manipulation of the
microflora.

Although not fully investigated, several genera of the
human colonic microflora such as Bifidobacterium, Lacto-
bacillus and Bactervides have been reported to possess myro-
sinase-like activity'>~'". Enhancement of some or all of these
species may reasonably be expected to increase excretion of
mercapturic acids following the consumption of a cooked
brassica meal. Ingestion of prebictics (indigestible, fermenta-
ble ocligosaccharides) such as inulin has been widely reported

o increase bifidobacterial populations in the human
colon?'?%¥ A 16d period of inulin consumption was
sufficient to increase faccal bifidobacterial populations signifi-
cantly relative 1o the total bacterial microflora in the current
study. Baseline faecal samples from two volunteers did not
harbour 2 detectable population of bifidobacteria and little or
no enhancement of the population was shown in these individ-
vals. Large inter-individual variation in faecal bifidobacterial
populations has been reported‘m and interestingly some rais
do not display myrosinase-like activity in their colonic micro-
flora'?. However, despite having undetectable populations of
bifidebacteria, the two volunteers demonstrated evidence of
colonic myrosinase-like activity due to their excretion of mes-
capturic acids after consumption of the fully cocked cabbage.
This indicated that microbial glucosinolate breakdown does
occur in the absence of high numbers of bifidobacteria, pre-
sumably through the action of other baclerial species, possibly
lactobacilli or bacteroides, which have been shown to display
myrosinase-like activity' ™%,

Despite the strong, positive influgnce of inulin consumption
on faecal bifidobacteria there was no effect of this increase on
wrinary outpnt of mercapturic acid following consumption of
the fully cooked cabbage meal. This may have been because
the additional fermentable carbohydrate (inwlin) could have
led to 2 decrease in colonic pH due to the increased production
of fermentation acids by the gut microbiota. A reduction in pH
has been demonstraied when human flora-associaled rats were
fed a diet containing 10 % inulin in one study*!, although not
shown in a second study by the same group®. A decrease in
the pH of the hydrolysis environment may be of importance
since nitrile rather than isothiocyanate formation is favoured
in an acidic envirosment™ ™ It is possible that rather than
forming isothiocyanate or nitrile breakdown products, gluco-
sinolates could be hydrolysed to amines, or that isothiocyan-
ates formed in the colon could be degraded to amines prior
to absorption®®.

There is some evidence that inulin supplementation can
influence liver detoxification enzyme activity®’. This appears
to be associated with changes to the SCFA profile of the
colon. Qur use of urinary mercapturic acids as markers of iso-
thiocyanate production in the digestive tract assumed consist-
ent post-absorptive metabolism of isothiocyanates via the
mercaplurate pathway across treatments; treatment-related
alterations in isothiocyanate metabolism could have under-
mined this assumption. Since we found no evidence that
inulin allered urinary concenwations of mercapturic acids,
this was not a major concern for this experiment but in further
work this possible interference could be excluded by
simullanecusly monitoring post-absorptive metabolism of
homologous isothiocyanates as has been done previously'”.

Isothiocyanates are highly reactive compounds and could
react rapidly with compounds present in the colon to form
other derivatives’’ or could have been metabolised to different
final products by the microflora prior to absorption by the
host!!. Tt is also likely that inulin has positive effects on
other, perhaps currently unidentified, bacterial species within
the complex colonic environment. However, as inulin
supplementation did not lead to a statistically significant
effect on AMA excretion, microbial changes in the microflora
were not investigated further. Differences in glucosinolate-
mediated toxic effects cbserved in different animal species
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seem to be due to differences in  their microfioral
composition™, Altering human microfioral composition may,
therefore, have varied effects on glucosinolate metabolism.
Howecver, as the proportion of the total human microflora
accounted for by the bifidobacteria (0-6-15-6 3% is refa-
tively small it is possible that even large increases in the popu-
lation will have only negligible effects on glucosinolate
metabolism.

In the current study, we have demonstrated that consump-
tion of lightly cooked cabbage is associated with a large and
rapid excretion of AMA (the digestive metabolite of allyl iso-
thiocyanate, released upen breakdown of the glucosinolate
simigrin) similar to that which follows consumption of raw
cabbage'®. AMA output was significantly grealer following
consumption of lightly cooked than after consurnption of
fully cooked cabbage. It was also apparent that the production
of allyl isothiocyanate was more rapid as excretion of AMA
peaked between 4 and 9h following ingestion of the lightly
cooked cabbage meal compared to a peak at 9-1%h after con-
sumnption of fully cooked cabbage. This agrees with other
studies which have compared mercapluric acid output follow-
ing intake of cocked or raw brassica'>'%274?_ Cooking treat-
ment may alse alier the proportions of breakdown products
arising from plant myrosinase-catalysed breakdown of ghco-
sinolates. A protein, cailed epithiospecifier protein, has been
found in some brassicas and acts to direct glucosinolate break-
down towards epithionitrile rather than isothiocyanate for-
mation in raw vegetabiesso. However, short periods of heat
treatment (2 min) denature epithiospecifier protein and result
in maximal production of isothiocyanates®. The greater
output of AMA after consumption of lightly cooked rather
than fully cooked cabbage indicates that brassica vegetables
may be subjected to a short period of heat treatment, prior
to consumption, which may enhance their palatability while
retaining their maximum potential to deliver iscthiocyanates
to the digestive tracl.

It is notable that after both cabbage treatments urinary mer-
capturic acid output was less than could be expected if all of
the sinigrin ingested was transformed into allyl isothiocyanate
and metabolised to AMA. Other authors have noted this
phenomenon, reporting glucosinolate recoveries as mercaptu-
ric acids of 0-30-067 after iniake of raw watercress®’, 0-10
and 0-30 after consumption of steamed and raw broccoll,
respectively®?, and 0-15 and 0-37 after consumption of micro-
waved and raw cabbage respectively'. There are several
reascns why this may be the case. On hydrolysis, glucosino-
lates break down into a variety of products. The formation of
nitrile breakdown products may be favoured in acidic con-
ditions, such as in the stomach, but we have yet to identify
a measurable urinary metabolite for glucosinolate-derived
nitriles, so have no information on the extent and kinetics
of nitrile metabolism. Intact glucosinolates may pass through
the digestive tract and be excreted in the faeces but, to date,
this has beer demonstrated only in germ-free rats''** This is
ualikely to occur in a normal human digestive tract as gluco-
sinolates are not recovered in rat faeces when a colonic
microfiora is pro:semi L

In conclusion, an increase in the relative faccal bifidobacterial
population had no influence on the excretion of allyl
isothiocyanate which wc interpret as being reflective of
their having no influence on production. It appears that the

most effective way of increasing isothiocyarate production is
1o limit the Tength of time of cooking for brassica vegetables
prior to consumption.
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