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Résumé

La prévalence de I'obésité est en augmentation au niveau mondial, entrainant des répercussions
sanitaires et économiques significatives. Des études métagénomiques menées dans différentes
populations a travers le monde ont montré des différences dans la composition du microbiote
intestinal (MI) entre les personnes obeses et non obeses. Néanmoins, aucune étude précédente
n'a décrit la composition du MI d'individus algériens obeéses (OB) ou a poids normal (NW). De
ce fait, les objectifs de cette these étaient de caractériser et de comparer la composition du MI

des femmes algériennes OB et NW.

Des échantillons fécaux de 10 femmes algériennes de la région de Tlemcen, 5 OB avec un
indice de masse corporelle (IMC) moyen de (41,22 £+ 5,05) et 5 NW avec un IMC moyen de
(20,69 £0,75), ont été collectés et analysés par séquencage d'amplicons du gene de I'ARNr 168,

en ciblant la région hypervariable V3-V4, en utilisant la plateforme Illumina NovaSeq 6000.

Dans la présente étude, l'analyse de la diversité alpha et béta n'a révélé aucune différence
significative entre les groupes OB et NW. Néanmoins, 1'analyse de l'abondance relative a
montré des différences significatives a différents niveaux taxonomiques. Les Firmicutes et les
Actinobacteriota étaient les deux phyla les plus dominants dans les deux groupes OB (66,1 %
et 29,2 %) et NW (58,3 % et 31,2 %). Le MI du groupe OB présentait une abondance
significativement plus élevée des genres Enterococcus, Blautia, Romboutsia, Catenisphaera et
Clostridium sensu stricto 1, et une abondance réduite des genres Bifidobacterium,
Ligilactobacillus, Catenibacterium, Collinsella et Akkermansia. Au niveau des especes,
Bifidobacterium adolescentis était significativement plus élevée dans le groupe NW (12,4 %),

que dans le groupe OB (11,9 %).

L’analyse discriminante linéaire (LDA) de la taille de l'effet (LEfSe) a révélé que
Alphaproteobacteria, Rhizobiaceae et Lachnospiraceae UCG 001 étaient enrichies dans le

groupe OB, tandis que Bacteroides dorei était enrichi dans le groupe NW.

Cette ¢tude décrit pour la premiere fois une composition particuliére du MI caractéristique des
femmes algériennes, suggérant la nécessité de réaliser de futures études a plus grande échelle

afin d’établir un profil typique du MI de la population algérienne.

Mots-clés : Obésité, microbiote intestinal, Firmicutes, Actinobacteriota, femmes algériennes.



Abstract

The prevalence of obesity is increasing worldwide, leading to significant health and economic
burdens. Metagenomic studies conducted in different populations around the world have shown
differences in gut microbiota (GM) composition between obese and non-obese individuals.
However, no previous study has described the GM composition of either obese (OB) or normal
weight (NW) Algerian individuals. Therefore, the aims of this thesis were to characterize and

compare the GM composition of OB and NW Algerian women.

Fecal samples of 10 Algerian women from the region of Tlemcen, 5 OB with an average Body
Mass Index (BMI) of (41.22 £+ 5.05) and 5 NW with an average BMI (20.69 + 0.75), were
collected and analyzed by 16S rRNA gene amplicon sequencing, targeting hypervariable
regions V3—V4, using NovaSeq 6000 Illumina platform.

In the present study, alpha and beta diversity analysis revealed no significant differences
between the OB and NW groups. However, the relative abundance analysis showed significant
differences at different taxonomic levels. Firmicutes and Actinobacteriota were the two most
dominant phyla in both OB (66.1 % and 29.2 %) and NW group (58.3 % and 31.2 %). The GM
of OB group had significantly higher abundance of the genera Enterococcus, Blautia,
Romboutsia, Catenisphaera and Clostridium sensu stricto 1, and a reduced abundance of the
genera Bifidobacterium, Ligilactobacillus, Catenibacterium, Collinsella and Akkermansia. At
the species level, Bifidobacterium adolescentis was significantly more abundant in the NW

group (12.4 %) than in the OB group (11.9 %).

The linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) revealed that Alphaproteobacteria,
Rhizobiaceae and Lachnospiraceae UCG 001 were enriched in the OB group, while

Bacteroides dorei was enriched in the NW group.

This study describes for the first time a distinctive GM composition characteristic of Algerian
women, suggesting the need for larger-scale future studies to establish a typical GM profile of

the Algerian population.

Keywords: Obesity, Gut microbiota, Firmicutes, Actinobacteriota, Algerian women.
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L'obésité est aujourd'’hui reconnue comme 1'un des problémes majeurs de santé publique a
1'échelle mondiale. Sa prévalence croissante est associée a des taux de mortalité et de morbidité
¢levés. Elle constitue un facteur de risque déterminant pour de nombreuses pathologies
chroniques, notamment les maladies métaboliques, cardiovasculaires ainsi que certains cancers

(Berthoud et Klein, 2017 ; Abdelaal et al., 2017).

L'obésité est une pathologie complexe et multifactorielle, résultant de nombreux facteurs,
génétiques, comportementaux, socio-économiques et environnementaux (Hruby et Hu, 2015).
Au cours des derniéres décennies, le microbiote intestinal (MI) a été reconnu comme un
nouveau facteur contribuant a la prise de poids et au développement de 1'obésité (Ley et al.,

2006 ; Turnbaugh et al., 2009).

Le MI désigne I’ensemble des communautés microbiennes complexes et dynamiques qui
résident dans le tractus gastro-intestinal, et plus particuliérement dans I’intestin (Ursell et al.,
2012). 11 est considéré comme un organe a part entiere, vivant en symbiose avec 1’organisme
humain et assurant de nombreuses fonctions essentielles au maintien de la santé, en particulier
l'absorption et le métabolisme des nutriments, la maturation du systéme immunitaire, la
résistance aux agents pathogénes et la synthése des vitamines (Jandhyala et al., 2015). D'autre
part, les altérations de la composition et de la diversité du MI sont impliquées dans la survenue
d’une dysbiose intestinale et sont associées a de nombreuses maladies métaboliques,

notamment 1'obésité et le diabete (Lee ef al., 2020).

Ces derniéres décennies, de nombreuses études sur le MI humain ont été réalisées dans
différentes régions a travers monde et ont révélé que le MI des sujets minces est principalement
compos¢ de deux phyla bactériens les plus dominants, les Firmicutes et les Bacteroidota, qui
représentent plus de 90 % de I’ensemble de la communauté bactérienne, suivis par d'autres
phyla moins dominants, notamment les Actinobacteria, les Proteobacteria, les Fusobacteria et

les Verrucomicrobia (Syromyatnikov et al., 2022).

De plus, plusieurs études ont rapporté que la composition taxonomique et I'abondance des phyla
du MI humain peut varier d'un individu ou d'une population a I'autre en fonction de multiples
facteurs, tels que la génétique de I'hote, l'origine éthnique, I'dge, le sexe, les habitudes
alimentaires, le mode de vie, la région géographique et les conditions socio-économiques

(Gupta et al., 2017).
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L’¢étude du MI et son impact sur la santé humaine a beaucoup progressé au cours des dernicres
années, grace aux avancées technologiques considérables, aussi bien en ce qui concerne les
techniques de séquencage a haut débit ou séquencage de nouvelle génération (NGS) ainsi que
les outils d’analyses bioinformatiques. Parmi les méthodologies NGS, le séquencage
d'amplicons du geéne de 1I'ARN ribosomique 16S (ARNr 16S)ou en d'autres termes la
métagénomique ciblée est considérée comme une méthode couramment utilisée actuellement
pour I’analyse de la composition bactérienne du MI. Cette méthode est puissante, a un codt
modéré et plus adaptée a I'analyse d'un grand nombre d'échantillons. Elle fournit une résolution
taxonomique suffisamment élevée, permettant 1’identification des bactéries au niveau du genre,
voire de I’espéce. Cependant, elle n’informe que trés peu sur les fonctions métaboliques des

communautés du MI (Jovel et al., 2016 ; Wensel et al., 2022).

En effet, un grand nombre d’études basées sur les NGS se sont focalisées ces dernicres
décennies sur I’association entre le MI et I'obésité, révélant des différences significatives dans
la composition et les fonctions du MI entre les sujets obéses et sujets non obeses (Ley et al.,
2006 ; Le Chatelier ef al., 2013 ; Yasir et al., 2015 ; Andoh et al., 2016 ; Palmas et al., 2021
; Pesoa et al., 2021).

Le MI des individus obéses se caractérise généralement par une diminution de la diversité
bactérienne, et par une augmentation de 1'abondance relative des Firmicutes qui possédent un
fort potentiel d’extraire de 1'énergie a partir de l'alimentation (Turnbaugh et al., 2006 ;

Turnbaugh et al., 2009).

A ce jour, les compositions du MI des sujets ob&ses et non obéses ont été rapportées
principalement chez les populations occidentales (Ley et al., 2006 ; Le Chatelier ez al., 2013 ;
Dominianni et al., 2015 ; Palmas ez al., 2021), tandis que certaines études ont été menées chez
les populations africaines (Salah ez al., 2019 ; Mahjoub Khachroub et al., 2023). En Algérie,
les données concernant la composition du MI des individus obéses et de poids normal sont

pratiquement inexistantes.

De ce fait, le principal objectif de ce travail de thése était la caractérisation et la comparaison
du MI de dix femmes algériennes, cinq obéses et cinq a poids normal par une analyse

métagénomique basée sur le séquengage d'amplicons du géne de I’ARNr 168S.
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1.1 Obésité
1.1.1 Définition et classification de 1’obésité

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), I’obésité est une maladie chronique qui se
définit par une accumulation anormale ou excessive de la masse grasse, entrainant des effets
déléteres sur la santé. Chez les adultes, 'obésité est définie par un Indice de Masse Corporelle
(IMC) supérieur ou égal a 30 kg/m? et le surpoids est défini par un IMC supérieur ou égal a 25
kg/m?. L'IMC est considéré comme le paramétre anthropométrique le plus utile pour évaluer le
risque 1ié & un excés d'adiposité. 11 est calculé par le rapport poids (kg) sur taille (m?) (WHO,
2024). L’OMS a proposé une classification du poids corporel chez I’adulte en fonction de I'IMC
(Tableau 1).

Tableau 1. Classifications du poids corporel chez 1’adulte selon ’OMS (WHO, 2024).

Classification IMC (kg/m?)
Poids insuffisant < 18,5

Poids normal 18,5-24,9
Surpoids 25-29.9
Obésité classe I (modérée) 30-34.9
Obésite classe II (sévere) 35-39.9
Obésite classe III (morbide) > 40

Une autre mesure anthropométrique, qui sert d’outil complémentaire a I’'IMC, est la mesure du
tour de taille. En effet, lorsque le tour de taille est supérieur a 94 cm pour les hommes et 80 cm
pour les femmes (en dehors de la grossesse), il s’agit alors d’une obésité abdominale qui est
généralement associée a un risque accru de développement de comorbidités, telles que le

diabete de type 2 ou I’hypertension (WHO, 2008).

1.1.2 Prévalence de I’obésité

L'augmentation de la prévalence de 1'obésité dans le monde, également appelée “ « globesity »
(terme utilisé¢ par ’OMS pour désigner 1’épidémie mondiale d’obésité)”, représente 1'un des
défis de santé publique les plus graves pour les sociétés et les systémes de santé. L’obésité
frappe aussi bien les pays développés que les pays en voie de développement. Le taux de
’obésité augmente constamment dans les pays a faible revenu, En outre, une épidémie d'obésité
sévere touche un grand nombre de pays a revenu ¢élevé et les pays a revenu moyen (Koliaki ez

al., 2023).
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D’apres les estimations mondiales de I’OMS en 2022, 2,5 milliards (43 %) adultes étaient en
surpoids et 890 millions (16 %) étaient obéses (Figure 1).

Plus de 390 millions d’enfants et d’adolescents agés de 5 a 19 ans étaient en surpoids, dont 160
millions souffrant d'obésité (WHO, 2024). Il a été¢ estimé que la prévalence mondiale de
l'obésité atteindra 18 % chez les hommes et dépassera 21 % chez les femmes d'ici 2025 (Koliaki

et al., 2023).

Prevalence of obesity among adults, BMI &GreaterEqual; 30 (age-standardized estimate) (%)
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Figure 1. Prévalence mondiale de I’obésité chez les adultes en 2022 (WHO, 2024).

En Afrique, la prévalence de l'obésité a considérablement augmenté au cours des deux derniéres
décennies (Oladeji et al., 2021). Elle varie de 4,5 % en Ethiopie a 32,5 % en Libye, et elle est
significativement plus élevée chez les femmes (10-15 %) que chez les hommes (4-5 %)
(Oladeji et al., 2021 ; Azeez, 2022). L’ Algérie n’est pas épargnée par ce fléau. D’apres les
résultats de I’enquéte STEP wise réalisée par I’OMS en 2016-2017, la prévalence de I’obésité
dans la population adulte algérienne était de 22 %. Cette prévalence était plus élevée chez les

femmes (30 %) que chez les hommes (14 %) (Enquéte STEP wise OMS /Algérie, 2018).

1.1.3 Etiologies de 1'obésité

L’obésité est une maladie complexe et multifactorielle, associée le plus souvent a un
déséquilibre de la balance énergétique entre la prise alimentaire et la dépense énergétique
(Tremblay et Chaput, 2008). Les études menées sur 1’étiologie de I’obésité ont permis de

mettre en évidence d’autres facteurs impliqués dans le développement de I’obésité, notamment
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des facteurs biologiques tels que la génétique, environnementaux, psychologiques et socio-

¢conomiques (Figure 2) (Safaei et al., 2021).

Obesity .

Causes

4

Figure 2. Facteurs de risque de I’obésité (Safaei et al., 2021).

Les études génétiques sur I’obésité ont identifié des formes d’obésité dites monogéniques, qui
résultent des mutations dans un seul géne. Cette forme d’obésité qui débute généralement durant
I'enfance est rare (affectant environ 5 % des cas) mais trés sévére. A I’opposé, les obésités
communes dites polygéniques, sont les formes les plus souvent rencontrées, affectant 95 % des
cas d’obésité, et sont associées a l'interaction entre de multiples variants de génes avec un
environnement obésogeéne contribuant également au développement d’une obésité (Dubern,
2019 ; Rohde et al., 2019). Les études pangénomiques GWAS (Genome-wide association
studies) ont identifié, jusqu'a présent, plus de 870 SNPs (single nucleotide polymorphisms)
fortement associés a l'obésité, cela détermine seulement 5 % de la variabilité de 1’obésité

(Rohde et al., 2019).

Les facteurs environnementaux sont multiples, incluant le manque d’activité physique, le mode
de vie sédentaire et les mauvaises habitudes alimentaires avec la consommation d’aliments
transformés, et souvent trop riches en calories. Ces facteurs sont les principales causes d'une
accumulation excessive de graisses corporelles (Kuzbicka et Rachon, 2013). Au cours des
dernieres décennies, le MI est considéré comme un nouveau facteur environnemental impliqué

dans le développement de 1’obésité (Ley et al., 2006).
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I.1.4 Conséquences de I’obésité

L'obésité est considérée comme un facteur de risque pour le développement de multiples
complications (Figure 3), notamment les maladies cardiovasculaires, les troubles métaboliques
tels que le diabéte de type 2 et la dyslipidémie, les maladies pulmonaires obstructives
chroniques, les maladies rénales chroniques, les pathologies hépatiques telles que la stéatose
hépatique non alcoolique, 'arthrite et méme certains types de cancers. Outre les complications
sur la santé physique, 1’obésité est associée également a des conséquences psychosociales
notamment I’isolement social ou la dépression. De plus, I'obésité est associée a un taux de
mortalité ¢levé (Hruby et Hu, 2015 ; Abdelaal ez al., 2017 ; Maxwell et al., 2023), avec un
taux de décés d’environ 2.8 millions d’adultes par an (WHQO, 2021). Des répercussions
¢conomiques découlent aussi de 1’obésité du fait de I'augmentation des cotts liés aux soins de

santé et de la réduction de la productivité (Abdelaal et al., 2017).
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Figure 3. Les principales complications et pathologies associées a 1'obésit¢ (Maxwell e al.,
2023).
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1.2 Généralités sur le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal (MI) désigne 1’ensemble des communautés des microorganismes qui
colonisent le tractus gastro-intestinal. Il est compos¢ majoritairement de bactéries, d’archées,
d’eucaryotes (protozoaires, champignons, levures) et de virus (Ursell et al., 2012). Le MI
contient environ 100 000 milliards de microorganismes, soit 10 fois plus de cellules
microbiennes que I’organisme humain. Le terme microbiome intestinal désigne I’ensemble de
genes exprimé par le M1, et qui peut contenir 150 fois plus de génes microbiens que le génome

humain (Qin et al., 2010).

1.2.1 Répartition du microbiote chez I’adulte

Le tractus gastro-intestinal humain est réparti en plusieurs régions anatomiques distinctes, allant
de la cavité buccale, 1’cesophage, 1’estomac, les intestins et se termine au niveau de 1’anus
(Hillman et al., 2017). Chacune de ces régions possede des caractéristiques physicochimiques
différentes, y compris le temps de transit, le pH, le potentiel redox, la disponibilit¢ des
nutriments, ainsi que les secrétions de 1’hdte tels que 1’acide hydrochlorique, les enzymes
digestives, la bile et le mucus (Kovatcheva-Datchary ef al., 2013). Par conséquent, la densité
et la composition du MI varie également tout au long du tractus gastro-intestinal (Figure

4) (Hillman et al., 2017).

La cavité buccale héberge un microbiote treés diversifié, composé¢ de bactéries, virus,
protozoaires, champignons et peu d’Archaea méthanogeénes (Wade et al., 2013). La charge
bactérienne atteint environ 108 unités formant colonies (UFC) par ml de salive (Kilian et al.,
2016). Le microbiote buccal comprend 1000 especes bactériennes différentes appartenant aux
phylums Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydia, Euryarchaeota, Fusobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria, Spirochaetes, et Tenericutes. Les genres les plus dominants incluent
Corynebacterium, Rothia, Actinomyces, Prevotella, Capnocytophaga, Porphyromonas,

Streptococcus, Granulicatella, Fusobacterium, Neisseria et Haemophilus (Li et al., 2022a).

La partie supérieure du tractus gastro-intestinal comprend I’cesophage et I’estomac (Hillman et
al., 2017). L’cesophage comporte un microbiote appartenant a six phylums bactériens, y
compris les Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria et
Saccharibacteria (anciennement 7M7) et les genres prédominants sont Streptococcus,

Prevotella et Veillonella (Fillon et al., 2012).

Des études sur le microbiote de 1’estomac ont montré que dans la couche du mucus les

Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes et Fusobacteria sont les phylums les plus abondants,

7
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et Streptococcus, Prevotella, Porphyromonas, Neisseria, Haemophilus et Veillonella sont les
genres les plus dominants, tandis que la distribution au niveau du genre est plus variable entre
les individus (Stearns et al., 2011). La charge microbienne de 1’estomac est environ 10° UFC /g

de contenu (Hakansson et Molin, 2011).

L'intestin gréle est le principal siege de digestion et d'absorption d’aliments, il est divisé en trois
parties : le duodénum, le jéjunum et l'iléon (Hillman et al., 2017). Dans duodénum, les
Firmicutes et les Actinobacteria sont les phylums les plus dominants, tandis que les
Bacteroidetes sont généralement absents (Angelakis ef al., 2015). La charge microbienne dans
le duodénum et le jéjunum peut atteindre 10> a 10* UFC /g de contenu, tandis qu’elle atteint
environ 10'° UFC /g de contenu dans I’iléon (Hakansson et Molin, 2011). En effet, 1’intestin
gréle est enrichi en bactéries du phylum des Firmicutes, principalement les Streptococcaceae,
qui représentent 23 % des séquences génomiques identifiées par rapport a 5 % dans le colon.
De plus, 8 % de séquences génomiques appartiennent aux membres du phylum des
Actinobacteria et en particulier, aux familles Actinomycinaeae et Corynebacteriaceae

(Abenavoli et al., 2019).

Le gros intestin est séparé de l'intestin gréle par la valvule iléo-cecale et il est divisé en trois
parties : le cecum, le colon ascendant, transversal et descendant, le rectum et le canal anal
(Laurin et al., 2011). La densité du microbiote atteint approximativement 10'2 UFC/g de selles
au niveau du cdlon. Ce dernier est composé en majorité de bactéries anaérobies strictes,
appartenant aux phylums Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria et une faible proportion de
bactéries des phylums Actinobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria et Fusobacteria. Cette
diversité bactérienne élevée est probablement due a la réduction du temps de transit. De plus,
le pH intestinal est tamponné par la sécrétion de bicarbonate, ce qui rend I'environnement plus
favorable a la colonisation bactérienne ainsi a I’augmentation de la disponibilité des nutriments

(Kovatcheva-Datchary et al., 2013).
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Figure 4. La répartition du microbiote le long du tractus gastro-intestinal humain (Hillman et
al., 2017).

1.2.2 Composition et diversité du microbiote intestinal

Le MI est composé essentiellement de plusieurs grands phylums bactériens : Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria et Verrucomicrobia. Les deux
phylums Firmicutes et Bacteroidetes représentent environ 90 % de bactéries du MI
(Arumugam et al., 2011 ; Rinninella e al., 2019). Les bactéries généralement présentes chez
les individus sains sont classées selon leur phylum, classe, ordre, famille, genre et especes

(Figure 5).
*  Phylum des Firmicutes

Le phylum des Firmicutes regroupe des bactéries a Gram positif, a faible teneur en GC et
majoritairement sont formatrices de spores (Rajili¢-Stojanovié¢ et al., 2014). Ces bactéries
peuvent étre des anaérobies stricts, des aérobies ou des anaérobies facultatifs, et présentent
différentes morphologies, telles que des cocci, des bacilles ou des filaments. Ce phylum
comprend plus de 200 genres différents y compris Lactobacillus, Bacillus, Clostridium,
Enterococcus et Ruminicoccus. Le genre Clostridium représente 95 % des Firmicutes

(Rinninella et al., 2019).
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*  Phylum des Bacteroidetes

Le phylum des Bacteroidetes se compose de six classes de bactéries a Gram négatif, non
sporulantes, immobiles et majoritairement anaérobies. Ce phylum comprend deux genres
prédominants, les Bacteroides et Prevotella (Rajili¢-Stojanovic et al., 2014 ; Rinninella et al.,

2019).

*  Phylum des Actinobacteria

Le phylum des Actinobacteria est constitué de bactéries filamenteuses principalement a Gram
positif, avec un taux élevé de GC, la plupart d'entre elles sont aérobies et saprophytes (Rajilié-
Stojanovi¢ et al., 2014 ; Barka et al., 2015). Ce phylum est représenté par les genres les plus
abondants Bifidobacterium et Collinsella (Arumugam et al., 2011).

= Autres phylums

D’autres phylums sont moins abondants dans le MI, notamment les phylums Fusobacteria,
Proteobacteria et Verrucomicrobia. Le phylum des Fusobacteria est constitué de bacilles a
Gram négatif, non sporulants et principalement anaérobies. Les bactéries de ce phylum sont
identifiées comme des agents pathogenes opportunistes chez I'homme, dont la plupart
appartiennent au genre Fusobacterium (Rajili¢-Stojanovi¢ et al., 2014). Le phylum des
Proteobacteria, comprend des bactéries a Gram négatif, avec plus de 200 genres. Il regroupe
des bactéries commensales ainsi que des bactéries pathogénes (Rinninella ef al., 2019). Le
phylum des Verrucomicrobia regroupe des bactéries a Gram négatif, anaérobies, présentant une
variété de morphologies, des cocci, des bacilli et des spirales. La bactérie Akkermansia
muciniphila représente 1’espece prédominante du phylum Verrucomicrobia, elle constitue de 1
a 3 % du microbiote fécal, et elle possede la capacité de décomposer la mucine (Derrien et al.,

2004 ; Collado et al., 2007).
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Figure 5. La composition taxonomique du MI (Rinninella e al., 2019).

1.2.3 Entérotypes du microbiote intestinal humain

Une étude métagénomique réalisée en 2011, sur les données de séquencage issus de la cohorte
du projet Metahit (Metagenome of Human Intestinal Tract) et de la cohorte du projet HMP
(Human Microbiome Project) a montré une variation des métagénomes intestinaux d’individus
de différentes nationalités en trois groupes distincts appelés entérotypes, caractérisés par la

dominance de 1’'un des trois genres bactériens: Bacteroides (entérotype 1), Prevotella
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(entérotype 2) et Ruminococcus (entérotype 3) (Figure 6). Cette ¢tude a constaté que
I’identification de ces entérotypes était indépendante de 'dge, de I'IMC, du sexe et de 'origine

de l'individu (Arumugam et al., 2011).

Bacteroides Prevotella Ruminococcus
[ =T =
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Figure 6. Abondance des trois principaux entérotypes du MI (Arumugam ef al., 2011).

1.2.4 Etablissement du microbiote intestinal a la naissance

L’établissement du MI débute généralement a la naissance. Cependant, certaines études menées
chez des nouveau-nés sains ont rapporté la présence d’un microbiote dans le placenta, le liquide
amniotique, le cordon ombilical et le méconium. Cela suggere une transmission du microbiome
maternel au foetus (Aagaard et al., 2014 ; Rodriguez et al., 2015 ; Collado et al., 2016). Ala
naissance, le tractus intestinal du nouveau-né est colonisé d’abord par des bactéries anaérobies
facultatives et en particulier d’entérobactéries, des lactobacilles et des streptocoques puis par
des bactéries anaérobies strictes : Bacteroides, Clostridium et Bifidobacterium (Collado et al.,

2012).

1.2.5 Evolution du microbiote intestinal avec I’age

A T'age d'un an, la composition du MI de I'enfant présente une abondance caractéristique
d’Akkermansia muciniphila, Bacteroides, Veillonella, Clostridium coccoides spp. et
Clostridium botulinum spp. (Rinninella et al., 2019). A 1’age de trois ans, le MI se diversifie et
converge a un microbiote stable et qui ressemble a celui d’un adulte (Van den Elsen et al.,
2019). Plusieurs études ont montré que les enfants d'dge préscolaire (3—6 ans) et les enfants
d’age scolaire (6—12 ans) présentaient une augmentation d’Actinobacteria, Bacteroidetes,
Bacilli et Ruminococcaceae et une réduction de Methanobacteriales, en comparaison avec des

individus adultes (Derrien et al., 2019).
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La composition et la diversit¢ du MI changent également au cours de I'adolescence, ces
changements sont influencés par des facteurs environnementaux tels que 1'alimentation, les
habitudes de sommeil, le stress et la prise de médicaments (McVey Neufeld ez al., 2016). Une
¢tude comparant la composition du MI des adolescents et des adultes a révélé une abondance
plus ¢élevée des genres Bifidobacterium et Clostridium chez les adolescents (Agans et al., 2011).
Une autre étude a montré que les enfants et les adolescents présentaient des différences
significatives dans les proportions de Bacteroides et de Bifidobacterium par rapport aux adultes

(Jandhyala et al., 2015).

A I'age adulte, la composition du MI est relativement stable. Néanmoins, le MI peut étre modifié
par des facteurs influencant y compris une exposition a une infection, la prise d’antibiotiques,

la grossesse, les habitudes alimentaires et le mode de vie (Kim et al., 2016 ; Jones et al., 2019).

Durant le vieillissement, une réduction de la diversité du MI a été observée (Nagpal et al.,
2018). Chez les personnes agées, la communauté bactérienne change par une réduction de
Bacteroides, Bifidobacteria et Lactobacilli et une augmentation de bactéries opportunistes y
compris Enterobacteria, Clostridium perfringens et Clostridium difficile. De plus, il a été
montré que le MI des personnes adultes et celui des personnes agées de 70 ans étaient
relativement comparables, tandis que la diversit¢ du MI des centenaires était significativement

réduite (Biagi et al., 2010).

1.2.6 Facteurs influen¢ant la composition du microbiote intestinal

La composition du MI change durant les premiéres années de la vie, avec une augmentation de
la diversité bactérienne au cours du temps. Différents facteurs influencent 1’établissement du
MI chez les nouveau-nés, tels que des facteurs d’origine maternelle y compris le mode
d'accouchement, 1’age gestationnel, le type d’alimentation (lait maternel ou lait infantile), la
prise d’antibiotiques et de probiotiques, la grossesse et 'état de santé maternel, les facteurs
génétiques et l'introduction d’aliments solides pendant le sevrage (Rodriguez et al., 2015 ;
Linehan et al., 2022). La composition du MI est influencée également au cours des autres
cycles de vie par d’autres facteurs (Figure 7), notamment ceux liés au mode de vie (type de
régime alimentaire, tabagisme, activité physique), la géographie, 1’éthnicité et la prise de

médicaments et d'antibiotiques (Hasan et Yang, 2019).
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Figure 7. Les facteurs influencant la composition et la diversité du MI au cours de la vie (Spor

et al.,2011).

Low

a. Mode d’accouchement

Lors de l'accouchement, le tractus intestinal du nouveau-né est colonisé rapidement par un
microbiote provenant de différentes sources, notamment la flore maternelle vaginale, fécale et
cutanée. Dans 1’accouchement par voie basse, le passage dans le canal lors de la naissance
permet au nouveau-né d’avoir un microbiote similaire a celui du microbiote vaginal maternel,
tandis que le microbiote du nourrisson né par voie césarienne ressemble au microbiote cutané
maternel et a la flore de I'environnement (Dominguez-Bello ez al., 2010). Les nourrissons nés
par voie basse ont un microbiote dominé par les especes appartenant aux genres
Bifidobacterium, Lactobacillus et Bacteroides (Martin et al., 2016), tandis que les nourrissons
nés par voie césarienne hébergent des communautés bactériennes qui ressemblent au microbiote
cutané de la mere, y compris Staphylococcus, Corynebacterium, et Propionibacterium spp.

(Dominguez-Bello et al., 2010).

Une ¢tude a révélé que les nourrissons nés par voie césarienne, en comparaison aux nourrissons
nés par voie basse, présentaient une faible abondance des especes appartenant aux genres
Escherichia, Shigella et I'absence du genre Bacteroides (Azad et al., 2013). Le microbiote des
nourrissons nés par césarienne est moins diversifi€¢ et moins colonisé par Bacteroides, mais plus
fortement colonis¢ par des especes du genre Clostridium (Jakobsson et al., 2014). Une autre

¢tude a montré que 72 % des nourrissons nés par voie basse possédent un microbiote fécal qui
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ressemble au microbiote fécal maternel, ce pourcentage a été réduit a 41 % chez les nourrissons

nés par césarienne (Béickhed et al., 2015).
b. Age gestationnel

Le MI des nouveau-nés prématurés se distingue par une colonisation tardive et une diminution
de la diversité et de I'abondance des especes bactériennes. Ainsi, il est colonisé par des bactéries
potentiellement pathogénes y compris Enterobacter, Escherichia et Klebsiella et moins
colonisé par des bactéries commensales telles que Bifidobacterium, Bacteroides et Clostridium

(Linehan et al., 2022).
c. Grossesse et état de santé maternel

Pendant la grossesse, la composition du MI est altérée, avec une abondance élevée des especes
appartenant aux phylums Proteobacteria et Actinobacteria (Koren et al., 2012 ; Nuriel-
Ohayon et al., 2016). La période prénatale influence sur la santé de I'enfant au cours du temps.
Il a été aussi démontré que la prise de poids excessive pendant la grossesse est associée a des
perturbations du MI maternel, ce qui influence par la suite sur la colonisation du MI chez
l'enfant (Cerdé et al., 2017). Une autre étude a révélé que les nouveau-nés de meres en surpoids
ou obeses avant la grossesse, lorsqu’ils naissent par voie basse, acquierent un MI enrichi par le
genre Bacteroides et appauvri aux genres Enterococcus, Acinetobacter, Pseudomonas et
Hydrogenophilus (Mueller et al., 2016). L’environnement de la mere et son mode de vie avant,
pendant et apres la grossesse influencent le phénotype de sa progéniture, indépendamment de

son génotype (Cerdo et al., 2017).

d. Type d’alimentation

Le type d’alimentation par un lait maternel ou un lait infantile est un facteur majeur qui
influence le développement du MI du nourrisson (Rodriguez et al., 2015). Le lait maternel
constitue une source de communautés bactériennes et pourrait contribuer a la colonisation
précoce du MI chez les nourrissons (Castanys-Muifioz ef al., 2016). Le lait maternel humain
renferme de nombreux composants bioactifs. Parmi ces composants, les oligosaccharides sont
considérés comme des prébiotiques, favorisant la prolifération de bactéries bénéfiques,
notamment les bifidobactéries dans le MI des nourrissons (Ward et al., 2007 ; Ballard et
Morrow, 2013). L’ajout de prébiotiques aux formules infantiles a montré des effets bénéfiques

sur le MI des nourrissons (Castanys-Muiioz et al., 2016).
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Plusieurs études ont rapporté que les enfants nourris au lait maternel présentent un MI riche en
Lactobacilles et en bifidobactéries et sont moins colonisés par des bactéries potentiellement
pathogenes, tandis que les enfants nourris au lait infantile possédent un MI plus diversifié,
dominé par Bacteroides, Clostridia, Staphylocoques, Entérobactéries, Entérocoques et

Atopobium (Martin et al., 2016 ; Zhuang et al., 2019).

L’introduction d’aliments solides et variés change la diversité¢ du MI, les actinobactéries et les
protéobactéries deviennent dominantes dans le MI des nourrissons (Fallani et al., 2011 ;
Zhuang et al., 2019). Au cours de cette phase, le MI évolue vers un microbiote caractéristique
d’un microbiote d’un adulte (Davis ef al., 2017). L'ingestion d'aliments solides a ét¢ également
associée a une augmentation de I'abondance des Bacteroidetes, a une augmentation des niveaux
d'acides gras a chaine courte (AGCC), a un enrichissement des génes associés au métabolisme
des glucides, a la biosynthése des vitamines et a la dégradation des xénobiotiques (Koenig et
al., 2011). Au niveau du genre, il a été observé une augmentation des proportions de

Clostridium, Roseburia, Bacteroides, Bilophila et Anaerostipes (Davis et al., 2017).
e. Habitudes alimentaires et culturelles

Le régime alimentaire est I’un des principaux facteurs a 1'origine des différences de MI entre
les individus, les zones géographiques et les modes de vie (De Filippo et al., 2010 ;
Yatsunenko ef al., 2012). Une étude a démontré que le régime alimentaire de type
méditerranéen (Medeteranien diet) (Figure 8) est caractérisé par une forte teneur d’aliments
d'origine végétale, et qui exerce un effet bénéfique sur la composition du MI. En particulier, les
sujets consommant une grande quantité d'aliments d'origine végétale présentent une proportion
plus ¢élevée d’AGCC et une abondance plus importante de bactéries qui dégradent les fibres
dans les féces (De Filippis ef al., 2016). D’autre part, une étude a rapporté qu'une forte
adhérence au régime alimentaire méditerranéen se caractérise par une augmentation de la
proportion des bifidobactéries et des AGCC. Par conséquent, le régime alimentaire
méditerranéen a un impact positif sur le MI, en particulier sur sa diversité alpha et ses activités

métaboliques (Garcia-Mantrana et al., 2018).

Un régime alimentaire occidental (Western diet) (Figure 8), compos¢ principalement
d’aliments pauvres en fibres et riches en calories qui proviennent du saccharose et des graisses
insaturées, favorise un microbiote moins diversifi¢, capable d’extraire efficacement I'énergie de
ces nutriments, tandis que le régime alimentaire méditerranéen favorise le développement de

bactéries impliquées dans la fermentation des fibres alimentaires (Postler et Ghosh, 2017).
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Figure 8. La différence entre un régime méditerranéen et un régime occidental (Merra et al.,

2020).

f. Prise de médicaments et d’antibiotiques

Plusieurs médicaments, tels que les antibiotiques, les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
inhibiteurs de la pompe a protons et la metformine ont un effet sur le microbiome intestinal

(Raymond et al., 2016 ; Le Bastard et al., 2018).

L’exposition de la mére aux antibiotiques pendant la grossesse est associée a une diminution de
la diversité bactérienne dans les premicres selles du nouveau-né et a une réduction de

I'abondance des lactobacilles et des bifidobactéries (Rosenbaum et al., 2015).

L’exposition prénatale aux antibiotiques tels que la pénicilline ou le chloramphénicol peut étre
associée au développement de 1’asthme pendant I'enfance. En fait, certaines données indiquent
que le résistome intestinal qui désigne 1’ensemble de tous les génes du microbiome intestinal
qui codent potentiellement pour la résistance aux antibiotiques, commence a se développer dans
l'utérus avec l'exposition aux antibiotiques. Plusieurs études ont également montré que
l'exposition précoce aux antibiotiques pourrait étre associée au développement de maladies
allergiques plus tard dans la vie "hypothese de 1'hygiéne" et a une augmentation de la graisse

corporelle et a la prise de poids (Nogacka et al., 2018).
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g. Facteurs génétiques

Plusieurs études ont indiqué que les individus ayant une génétique différente hébergent des
microbiotes distincts (Linehan et al., 2022). Une étude a comparé le MI des jumeaux
monozygotes et dizygotes, ont rapporté un certain nombre de taxons microbiens dont

I'abondance est fortement influencée par la génétique de I'hote (Goodrich et al., 2014).

h. Mode de vie

Le mode de vie a un impact important sur la composition et la diversité du M1, il inclut I'activité
physique, le tabagisme, la toxicomanie et I’environnement urbain ou rural (Mousa et al., 2022).
L’activité physique augmente la diversité du MI (Dalton ef al., 2019 ; Mousa et al., 2022). Le
MI des personnes physiquement actives est plus diversifié, avec une plus grande abondance de
bactéries bénéfiques pour la santé¢, notamment Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia
hominis et Akkermansia muciniphila (Bressa et al., 2017 ; Mousa et al., 2022). Une étude a a
montré que le MI des fumeurs est enrichi en Bacteroidetes et appauvri en Firmicutes et
Proteobacteria par rapport aux non-fumeurs et aux anciens fumeurs (Lee ef al., 2018 ; Mousa

etal., 2022).

Ainsi, le MI d’enfants africains vivant dans un village rural au Burkina Faso, consommant des
aliments riches en végétaux était différent de celui d’enfants vivant dans une région urbaine en
Italie et suivant un régime pauvre en fibres. Les enfants africains présentaient une proportion
plus faible de Firmicutes et plus élevée de Bacteroidetes, alors que les enfants européens avaient
des proportions ¢€levées d’Enterobacteriaceae (Shigella et Escherichia). Plus précisément, les
genres dominants du MI des enfants africains, appartenant au phylum Bacteroidetes, étaient
Prevotella et Xylanibacter, tandis que celui des enfants européens se caractérisait par une

abondance plus élevée des genres Bacteroides et Alistipes (De Filippo et al., 2010).
i. Environnement de naissance, géographie et éthnicité

Des facteurs environnementaux tels que le lieu de naissance, la localisation géographique et
I’éthnicité ont également montré une influence sur la colonisation initiale du MI chez le
nourrisson (Rodriguez et al., 2015 ; Linehan et al., 2022). Une faible diversité des genres
Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus et Lactobacillus et une augmentation de
Clostridium et d'Enterobacteriaceae ont été observées chez les nourrissons nés a 1'hdpital,

comparativement a ceux nés a domicile (Combellick et al., 2019).
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Une étude a évalué I’impact de la géographie, de 1'éthnicité et du régime alimentaire sur la
diversité et la composition du MI (Stearns et al., 2017). Une autre étude portant sur des
individus du Venezuela, du Malawi et des Etats-Unis, a montré que le MI de chaque population
avait une composition phylogénétique distincte (Yatsunenko et al., 2012). Le changement de
la composition du MI est également déterminé par des différences d'origine éthnique entre les

populations (Figure 9) (Syromyatnikov et al., 2022).
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Figure 9. Caractéristiques du MI de différentes populations au monde (Syromyatnikov et al.,
2022).

1.2.7 Fonctions du microbiote intestinal

Le MI établit une relation symbiotique complexe avec son hdte. Il assure de nombreuses
fonctions bénéfiques pour la sant¢ humaine, notamment une fonction de protection (effet de
barriere renforgant la résistance a la colonisation par des agents pathogeénes opportunistes, la
production de facteurs anti-microbiens), la régulation du métabolisme, la maturation du systéme
immunitaire et la régulation des réponses immunitaires innées et adaptatives (Jandhyala et al.,

2015).

1.2.7.1 Fonction de protection

Le MI exerce une fonction de barri¢re contre la colonisation des agents pathogénes, cet effet de
barriére est assuré par plusieurs mécanismes (Figure 10), y compris la sécrétion des peptides

antimicrobiens, la compétition sur les nutriments et le maintien de I’intégrité de la barricre
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intestinale (Ducarmon et al., 2019). En effet, le MI stimule la production de peptides
antimicrobiens (AMPs, Antimicrobial Peptides) par les cellules épithéliales et de bactériocines
par certaines bactéries commensales. Ces molécules inhibent la croissance des bactéries

pathogénes (Garcia-Gutierrez et al., 2019).

Le MI induit également la production d’immunoglobulines A (IgA) sécrétoires et favorise le
bon fonctionnement des jonctions serrées entre les cellules épithéliales, ce qui diminue
I’invasion par des bactéries pathogeénes (Jandhyala ez al., 2015). Par ailleurs, le MI empéche
la colonisation des bactéries pathogeénes par compétition avec ces derniers sur les nutriments.

(Ducarmon et al., 2019).

Le métabolisme des acides biliaires primaires en acides biliaires secondaires par le MI réduit la
germination des agents pathogenes sporulés et inhibe la croissance des formes végétatives
productrices de toxines (Ducarmon et al., 2019 ; Horrocks et al., 2023). De plus, les bactéries
commensales du MI produisent des AGCC (SCFA, Short Chain Fatty Acids) comme le butyrate
et le valérate, ceux-ci maintiennent l'intégrité de la barriére intestinale et empéchent également
la translocation des agents pathogenes de 1'intestin vers la circulation sanguine. Le butyrate est
utilisé par les cellules épithéliales intestinales comme source d'énergie. Lorsque le butyrate est
réduit par un traitement antibiotique, la disponibilité de 1'oxygene augmente dans I’intestin, ce
qui favorise la prolifération de bactéries pathogenes anaérobies facultatives (Horrocks et al.,

2023).
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Figure 10. La résistance a la colonisation assurée par le MI commensal (Horrocks et al., 2023).
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1.2.7.2 Fonction métabolique

Le MI assure son énergie a partir des aliments ingérés par plusieurs processus métaboliques,
ceux-ci comprennent le métabolisme des glucides, des protéines, des lipides ainsi que la

synthese de vitamines (Jandhyala et al., 2015 ; Rowland et al., 2018).

1.2.7.2.1 Métabolisme des glucides

Les glucides non digestibles y compris les fibres alimentaires et les amidons résistants, sont
métabolisés au niveau du coOlon par les bactéries des genres Bacteroides, Roseburia,
Bifidobacterium, Fecalibacterium ou Enterobacteria, la fermentation de ces derniers conduit a
la syntheése des AGCC, principalement 1’acétate, le propionate et le butyrate (Figure 11)
(Canani et al., 2011 ; Jandhyala et al., 2015). La concentration de propionate et de butyrate
est de 20 % chacun, tandis que celle d'acétate est de 60 % (Deleu et al., 2021). Les Firmicutes
et les Bacteroidetes représentent les phylums les plus producteurs d'AGCC, les Firmicutes étant
les principaux producteurs de butyrate (Louis et al., 2010 ; Postler et Ghosh, 2017) et les
Bacteroidetes produisent principalement l'acétate et le propionate (Rey ez al., 2010). Le butyrate
est une source d’énergie pour les colonocytes et participe au maintien de 1’homéostasie
intestinale (Canani et al., 2011). Le propionate est principalement absorbé par le foie, tandis

que l'acétate est libéré dans les tissus périphériques (Thursby et Juge, 2017).

Major carbon sources of the gut microbiota
Nondigestible food components

Starch, pectin, cellulose, mucilage
xylan, inulin, fructans

Anagrobic fermentation

Intermediate \
products

f-_ — ———————~. |

~

e D
e
\, Pl
= Acetate @
Colonocyste Lipid metabolism

I Bacteroides as major propionate producers

Il Bacteroides and Firmicutes as major acetate producers

] Firmicutes as major butyrate producers

I [ sctobaciius, Bifidobacterium and Streptococeus as major lactate producers
I Desuifovibrio as major sulfato-reducers

Il /ethanobrevibacter smithii archason species as major methane producers

Figure 11. Principales voies métaboliques de la fermentation des glucides non digestibles par
le MI (Deleu et al., 2021).

21



Chapitre I Synthése bibliographique

1.2.7.2.2 Métabolisme des protéines

Le MI assure une activité protéolytique, en dégradant les protéines alimentaires ingérées et les
protéines endogenes de 1’hote en peptides, acides aminés, AGCC, AGCC ramifiés et de gaz tels
que I’ammoniac, H», CO; et H>S. Le colon distal est principalement saccharolytique par nature,
tandis que la fermentation des protéines augmente distalement a travers le colon transverse et
le colon distal. Les bactéries protéolytiques du MI les plus dominantes appartenant aux genres

Bacteroides et Propionibacterium (Rowland et al., 2018).
1.2.7.2.3 Métabolisme des lipides

Le MI pourrait intervenir dans la biosynthése et la dégradation des lipides tels que les acides
gras, les triglycérides et le cholestérol (Schoeler et Caesar, 2019). Le catabolisme du
cholestérol au niveau du foie, produit des acides biliaires primaires qui sont conjugués a la
taurine ou a la glycine. Ces acides sont ensuite stockés dans la vésicule biliaire et excrétés dans
le duodénum apres l'ingestion d'aliments. La plupart des acides biliaires sont réabsorbés dans
I’iléon distal puis re-circuleront vers le foie, une petite fraction d’acides biliaires primaires
¢chappe a la circulation entéro-hépatique et parvient au colon. Les acides biliaires sont
déconjugués par le MI en acides biliaires secondaires (Rowland et al., 2018 ; Schoeler et
Caesar, 2019). Il existe donc une relation bidirectionnelle entre le MI et les acides biliaires. Le
MI produit des enzymes capables de modifier la structure et les propriétés des acides biliaires,
tandis que les acides biliaires possedent une activité antimicrobienne, qui pourrait influencer la

composition du MI (Rowland et al., 2018).

1.2.7.2.4 Synthése des vitamines

Le MI peut synthétiser des vitamines notamment la vitamine K et plusieurs vitamines du groupe
B, telles que la biotine (B7), la cobalamine (B12), ’acide folique (B9), la niacine (B3), ’acide
pantothénique (BS), la pyridoxine (B6), la riboflavine (B2) et la thiamine (B1). Ces
micronutriments sont essentiels pour la santé de I’hote et qui sont absorbés au niveau du colon

(LeBlanc et al., 2013).
1.2.7.3 Fonction immunitaire

Le MI joue un role essentiel dans 1’activation de I'immunité innée et 1'immunité adaptative
(Figure 12) (Li et al., 2022b). Le tissu lymphoide associ¢ a I’intestin (GALT, Gut Associated
Lymphoid Tissue) regroupe des follicules lymphoides isolés et agrégés et constitue I'un des plus

grands organes lymphoides, contenant jusqu'a 70 % des cellules immunitaires.
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Les follicules lymphoides agrégés sont nommeées des plaques de Peyer, qui sont entourées d’un
épithélium spécialisé composé de cellules M (M cells, Microfold cells), ces cellules M sont
capables de transporter les antigénes et les bactéries vers les cellules immunitaires sous-jacentes
qui activent ou inhibent la réponse immunitaire, ce qui entraine soit une tolérance, soit une

réponse systémique (Jung et al., 2010).
1.2.7.3.1 Immunité innée

Le systéme immunitaire inné est la premicre ligne de défense contre les infections. Il assure une
réponse protectrice immédiate et contribue également a I’initiation de la réponse immunitaire
adaptative (Wallace et al., 2014). Les bactéries pathogénes intestinales présentent a leur surface
des motifs moléculaires associés aux pathogeénes PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Patterns) tels que les lipopolysaccharides (LPS), le peptidoglycane, 1’acide téichoique, la
flagelline et 1’acide ribonucléique qui sont reconnus par des récepteurs de I'immunité innée
appelés PRRs (Pattern Recognition Receptors). Ces récepteurs sont exprimés par les cellules
¢épithéliales ainsi que les cellules immunitaires innées telles que les macrophages et les cellules
dendritiques. Il existe plusieurs types de PRRs, transmembranaires ou intra-cytoplasmiques, les
TLR (Toll-Like Receptors) et les NLR (NOD-Like Receptors), respectivement (Zhou et al.,
2020a ; Li et al., 2022b). L’activation des PRRs déclenche une cascade de signalisation
intracellulaire permettant la sécrétion des médiateurs inflammatoires tels que les cytokines et
les chimiokines. Cela conduit a la phagocytose des pathogenes et des cellules infectées et

l'activation de I’immunité adaptative (Li ef al., 2022b ; Wallace et al., 2014).

1.2.7.3.2 Immunité adaptative

La réponse immunitaire adaptative est composée de lymphocytes T et B. Les lymphocytes B
sont activés et se différencient alors en plasmocytes et produisent des IgA spécifiques a
I’antigene. Les lymphocytes T sont activés apres la présentation des antigenes par les cellules
dendritiques aux lymphocytes T naifs. En fonction des cytokines présentes lors de leur
activation, les lymphocytes T naifs se différencient en lymphocytes T effecteurs (pro-
inflammatoires), incluant les Th1l, Th2 et Th17, ou en lymphocytes T régulateurs Treg (anti-
inflammatoires). Ces deux types de lymphocytes produisent des cytokines comme les
interleukines (IL) et les interférons (IFN) impliquées dans des réponses pro-inflammatoires ou

de tolérance (Li et al., 2022 ; Wallace et al., 2014).
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Figure 12. Interactions entre le microbiote intestinal et I’'immunité de 1’hote (Li et al., 2022b).
PGN: Peptidoglycan, LPS: Lipopolysaccharides, DCs: Dendritic cells, AMPs: Antimicrobial
peptides, sIgA: Secretory IgA, APCs: Antigen presenting cells, PRRs: Pattern recognition
receptors, PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns, SFB: Segmented filamentous
bacteria, SCFAs: Short chain fatty acids, BAs: Bile acids.

1.2.7.4 Fonction de neuromodulation

De nombreuses études ont montré des interactions bidirectionnelles entre le cerveau, l'intestin
et le MI nommé axe cerveau-intestin-microbiome (Figure 13) (Martin ef al., 2018 ; Mayer et
al., 2022). Le MI peut moduler le systéme nerveux central par différentes voies, notamment la
voie neuronale, principalement par le nerf vague et le systtme nerveux entérique, la voie
endocrine par I’intermédiaire du cortisol et la voie immunitaire par la production de cytokines

(Cryan et al., 2012).

De méme, le cerveau peut affecter le MI par 1'intermédiaire du systéme nerveux autonome en
modulant la motilité et la perméabilité¢ de l'intestin, le transit et la sécrétion intestinale et
potentiellement par la sécrétion d'hormones qui modulent directement I'expression des genes
microbiens. La communication entre le microbiote et le cerveau est assurée par des molécules
signales telles que les AGCC, les acides biliaires secondaires et les métabolites du tryptophane
(Martin et al., 2018). L altération de cette communication conduit a des troubles gastro-

intestinaux comme le syndrome du D’intestin irritable, 1’obésité ainsi que des désordres
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psychiatriques et neurologiques y compris la maladie d'Alzheimer, les troubles du spectre

autistique, la sclérose en plaques, la maladie de Parkinson et I’épilepsie (Martin et al., 2018 ;

Mayer et al., 2022).
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Figure 13. Interactions bidirectionnelles entre le cerveau, l'intestin et le microbiome intestinal
(Mayer et al., 2022). ANS : Autonomic nervous system.

1.2.8 Dysbiose du microbiote intestinal

L’eubiose qui correspond a un équilibre homéostatique du MI, est extrémement bénéfique pour

I'hote. Néanmoins, des modifications dans la composition du microbiote entrainent un

déséquilibre marqué entre les bactéries bénéfiques et les bactéries potentiellement pathogenes

(DeGruttola et al., 2016). Ce déséquilibre microbien est appelé « dysbiose », se définit comme

toute altération dans la composition des communautés commensales résidentes par rapport a la

communauté retrouvée chez les individus sains. La dysbiose peut étre classée en trois types

différents incluent (i) la perte des microorganismes bénéfiques (ii) la perte de la diversité

microbienne (iii) I’expansion de pathobiomes ou de pathogénes (figure 14) (Petersen et

Round, 2014).
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Figure 14. Représentation des types de dysbiose. L’expansion des pathobiontes, la réduction
de la diversité microbienne et la perte de microorganismes bénéfiques représentent les trois
principaux types de dysbiose (Petersen et Round, 2014).

1.2.8.1 Pathologies associées a la dysbiose intestinale

De nombreuses maladies ont €t€ associées a une dysbiose intestinale (Figure 15), y compris les
troubles intestinaux, le syndrome du colon irritable, le diabéte, I'obésité, 1’athérosclérose, le
cancer, les maladies cardiovasculaires et les troubles du systéme nerveux central (maladie
d'Alzheimer, maladie de Parkinson et autisme) (Wilkins ez al., 2019 ; Sepich-Poore et al.,

2021).
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Figure 15. Les pathologies associées a la dysbiose du MI (Masenga et al., 2022).

1.2.9 Méthodes de caractérisation du microbiote intestinal
1.2.9.1 Historique

Jusqu'aux années 1990, la connaissance du MI se limitait essentiellement a des techniques
basées sur la culture bactérienne. Seulement une fraction <30 % du MI a €été caractérisé par les
méthodes de cultures. Depuis les années 1990, des techniques indépendantes de la culture
ciblant le gene de I’ARNr 16S ont été développées, notamment la PCR (Polymerase Chain
Reaction), I’hybridation in situ en fluorescence (FISH, Fluorescent In Situ Hybridization) et
des techniques d’empreintes génétiques incluent I’électrophorese sur gel en gradient dénaturant
(DGGE, Denaturing Ggradient Gel Electrophoresis) et le polymorphisme de longueur des
fragments de restriction terminaux (7-RFLP, Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphisms). Ces approches sont rapidement devenues obsolétes en raison de leur faible
résolution et de leur capacité limitée d’identification taxonomique des communautés
microbiennes (Fukuda et al., 2016). L'avenement au début des années 2000 des technologies
de séquengage de nouvelle génération (NGS, Next-Generation Sequencing) a permis d’élargir
nos connaissances sur les communautés microbiennes du microbiote (Fraher et al., 2012 ;

Fukuda et al., 2016).
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1.2.9.2 Métagénomique

La métagénomique a été décrite pour la premicre fois en 1998 par Handelsman et Rodon. Il
s'agit de I'é¢tude du matériel génétique de tous les micro-organismes présents dans un échantillon
biologique, y compris ceux qui ne sont pas cultivables (Handelsman et al., 1998). La
métagénomique implique généralement deux types de séquencage. Le premier type, appelé
séquencage global aléatoire de ’ADN (shotgun metagenomics sequencing), dans lequel tout
I'"ADN de I'échantillon est fragmenté et séquencé sans amplification, le second type correspond
au séquengage métagénomique d’amplicons (amplicon metagenomics sequencing), dite
¢galement la métagénomique ciblée, qui repose sur l'amplification et le séquengage d'un
marqueur phylogénétique. Ce marqueur est généralement le gene de 'ARNr 16S pour les

bactéries et le géne de I'ARNTr 18S pour les eucaryotes (Maltez Thomas et al., 2018).

1.2.9.2.1 Métagénomique shotgun

La métagénomique shotgun implique le séquencage de 1'ensemble de ' ADN de la communauté
microbienne, par un séquencage parallele massif de 1'échantillon d'ADN. Elle est basée sur
l'extraction de I'ADN génomique directement a partir de [’échantillon, suivie d’une
fragmentation aléatoire de I'ADN extrait, du séquencage a haut débit des fragments d'ADN,
puis de la reconstruction des séquences qui se chevauchent afin de les assembler en une
séquence continue (Figure 16) (Fraher ef al., 2012). Par rapport au séquengage d’amplicons,
la métagénomique shotgun fournit des profils a haute résolution taxonomique jusqu'au niveau
de l'espece ou de la souche (Knight ez al., 2018), et elle permet €galement d’estimer le potentiel
fonctionnel de la communauté microbienne en utilisant les informations sur le contenu des
geénes ainsi que les voies métaboliques, ce qui peut s’avérer particulierement important pour
comprendre le role du microbiote dans la santé¢ humaine (Ranjan ef al., 2016 ; Tessler et al.,
2017). Cette approche permet également d'identifier les variants et les polymorphismes et de
mieux comprendre les fonctions des communautés microbiennes, notamment par la

reconstruction in silico des voies métaboliques (Carvalho et al., 2018).

L'une des principales limitations de cette approche est que le séquencage métagénomique de
plusieurs échantillons est extrémement coliteux par rapport au séquencage de géne d'ARNr 16S
et la génération d'une grande quantité de données exige une analyse bioinformatique intensive

(Carvalho et al., 2018).
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Figure 16. Représentation schématique de la métagénomique shotgun.
(Adapté de https://envgen.github.io/metagenomics.html).

1.2.9.2.2 Métagénomique ciblée

De nombreuses études sur le MI se sont focalisées sur le séquencage

métagénomique

d’amplicons. Cette technique se divise en deux approches (i) le séquencage d'amplicons du

gene d’ARNTr 16S pour I’identification des bactéries et des archées et (ii) le séquencage du gene

d’ARNTr 18S pour la détection des communautés eucaryotes ou des ITS (Internal Transcribed

Spacers) pour les communautés fongiques (Figure 17) (Athanasopoulou et al., 2023).
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Figure 17. Représentation schématique du flux de travail du séquencage métagénomique

d’amplicons (Athanasopoulou ef al., 2023).
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L’approche du séquengage d’amplicons du gene de I’ARNr 16S est basée sur I’analyse de la
petite sous-unité ribosomale de I’ARNr 16S. La séquence du géne d’ARNr 16S mesure 1500
paires de base (pb) et qui comprend des régions conservées et d’autres variables, de la région
variable V1 a V9 (Figure 18) (Yarza et al., 2014). Plusieurs études ont proposé que certaines
régions hypervariables sont plus adaptées pour certains microbiotes. La région hypervariable
V3 -V4 a été identifiée comme la plus précise et la plus discriminante pour la caractérisation

du MI (Nossa et al., 2010).
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Figure 18. Représentation du géne de 'ARNr 16S (Wensel et al., 2022). (A) Pourcentage
d'identit¢ de séquence des régions conservées et hypervariables du gene de 'ARNr 16S. (B)
[lustration des régions conservées et hypervariables correspondant a A et I'amplification par
PCR de larégion V1-V3 du geéne de I'ARNr 16S. (C) La structure du gene de ' ARNr 16S avec
les régions hypervariables marquées (V1-V9).

La métagénomique ciblée permet d'identifier de nouvelles espéces, d'étudier des bactéries peu
abondantes et méme des communautés microbiennes intestinales non cultivables. En outre,
cette approche est plus rapide et plus précise que les méthodes d'identification classiques
(clonage et culture). Toutefois, cette approche présente certaines limites concernant les
fonctions du microbiome, ce qui s’explique principalement par le fait que de nombreuses
especes bactériennes n'ont pas encore été caractérisées et d'autre part, par la grande variabilité

des microbiotes entre les individus (Carvalho et al., 2018).
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1.2.9.2.3 Les différentes techniques de séquencage NGS

Les plateformes de séquencage NGS les plus couramment utilisées sont les systémes 454 Life
Sciences (Roche) et Illumina (Solexa), récemment, des technologies de séquengage sont
disponibles et utilisées dans les études métagénomiques. Celles-ci incluent SOLiD (Sequencing
by Oligonucleotide Ligation and Detection) system développée par Applied Biosystems, le
séquencage Ion Torrent semiconductor, le séquencage de I'ADN en temps réel a 1'aide d'une
molécule unique (SMRT, Single-Molecule Real-Time) développé par Pacific Biosciences et la

technologie Oxford Nanopore (Figure 19) (Oulas et al., 2015).
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Figure 19. Les différentes technologies NGS (Satam et al., 2023).

a. Séquencage 454 (Roche)

La technologie de séquencgage 454 (Roche) a été la premiere technologie de NGS, elle est basée
sur la technique du pyroséquencage. Elle fournit des analyses a haut débit et relativement peu
couteuses (Ronaghi, 2001). Au cours de la réaction de séquengage de cette technique,
l'incorporation des nucléotides dans la chaine en croissance est détectée par la capture du
pyrophosphate libéré, qui est converti en lumiere par une réaction enzymatique. Différents
nucléotides sont ajoutés séquentiellement dans chaque étape d'incorporation de nucléotides, le

signal lumineux peut donc étre attribué a un nucléotide spécifique. Enfin, les signaux lumineux
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sont convertis en informations séquentielles. Dans le pyroséquenceur 454, les fragments d'ADN
sont amplifiés apres avoir été fixés sur des billes dans une émulsion eau-huile (Figure 20)

(Goodwin et al., 2016).
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Figure 20. Représentation schématique du pyroséquengage par la technologie 454 (Roche)
(Voelkerding et al., 2009).

b. Séquencage Illumina

Le séquengage par synthese par la technologie Illumina fait intervenir une polymérase qui
incorpore des désoxynucléotides triphosphates (AINTPs) terminateurs réversibles marqués par
des fluorophores. Ces dNTPs terminateurs sont bloqués chimiquement par un groupe bloquant.
Les adaptateurs de séquencage sont attachés aux fragments d'ADN, permettant ainsi aux
fragments d’ADN de se lier a une cellule de flux (flow cell). Une fois liés, les fragments d'ADN
sont amplifiés par une PCR en phase solide appelée PCR en pont (bridge PCR) (Garrido-
Cardenas et al., 2017).
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Lors de l'incorporation d'un dNTP, un signal de fluorescence est émis et mesuré a l'aide d’un
laser. Une fois le signal de fluorescence est enregistré, un nouveau cycle recommence, en
répétant le processus jusqu'a ce que le séquengage de chaque fragment d’ADN soit terminé
(Figure 21) (Garrido-Cardenas ef al., 2017). Une -caractéristique de la technologie
[llumina est qu'elle permet de séquencer un fragment d'ADN a une seule extrémité, donnant
des lectures simples (single-end reads) ou a deux extrémités, donnant des lectures en paires

(paired-end reads) (Fullwood et al., 2009).

Les différentes plateformes de séquencage [llumina différent par leur débit de séquengage et la
longueur des reads générés, notamment les séquenceurs MiniSeq, MiSeq, NextSeq, HiSeq et
NovaSeq (Slatko et al., 2017). Des informations détaillées sur chaque séquenceur et ses
caractéristiques sont mentionnées sur le web https://www.illumina.com/systems/sequencing-

platforms.html.

Les séquenceurs d'Tllumina sont les plus utilisés dans des projets de séquencage massif. Cela
est di non seulement a leur grande précision du séquengage et au faible colt, mais aussi a la
grande variété d'équipements présents sur le marché qui peuvent s'adapter aux besoins de

chaque projet (Garrido-Cardenas et al., 2017).
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Figure 21. Représentation schématique du séquencage Illumina (Lu et al., 2016).
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¢. Séquencage SOLiD

Le séquencage SOLID est réalisé par ligation et détection d'oligonucléotides, il est basé sur la
détection de signaux de fluorescence. Un fluorophore est utilisé pour une combinaison donnée
de deux nucléotides. Cette technologie repose sur une ligation séquentielle de sondes
fluorescentes (16 combinaisons possibles de nucléotides 2 par 2) et grace a la technique color-
space, 1l est possible de déterminer quel nucléotide occupe chaque position (Figure 22)

(Garrido-Cardenas et al., 2017).
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Figure 22. Représentation schématique du séquengage SOLiD (Zhang et al., 2021).

d. Séquencage Ion Torrent

Le séquencage Ion Torrent utilise une PCR en émulsion pour I’amplification clonale des
fragments d’ADN sur des billes. Ces billes sont ensuite déposées dans les puits d’une puce.
Lors de processus de séquencage, les ions protons H” sont libérés lors de l'incorporation de
chaque nucléotide. La variation du pH est détectée par un détecteur a métal-oxyde-
semiconducteur complémentaire intégré et par un transistor a effet de champ sensible aux ions

(Figure 23) (Goodwin et al., 2016).
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Figure 23. Représentation schématique du séquencage Ion Torrent. (a) Préparation de la
bibliothéque génomique en fragmentant et en sélectionnant la taille de I'ADN, suivi de la
ligature des adaptateurs (b) Amplification clonale des fragments d’ADN sur des billes. (¢) la
séquence sur la puce, les amorces de séquengage et ' ADN polymérase sont li€s aux billes. (d)
La puce est ensuite inondée par des nucléotides qui se lient au nucléotide complémentaire du
brin d’ADN matrice, libérant un ion H'. Le nombre d’incorporations des nucléotides est mesuré
par un signal électrique (Golan et Medvedev, 2013).

e. Séquencage PacBio

La plateforme Pacific Biosciences repose sur le séquencage de troisieme génération. L'ADN
est séquence par synthése en temps réel d'une molécule unique (SMRT) (Garrido-Cardenas
etal.,2017). Les fragments d'ADN matrice sont ligaturés a des adaptateurs en épingle a cheveux
a chaque extrémité, ce qui produit une molécule d'ADN circulaire avec des régions constantes
d'ADN simple brin (ADNss) a chaque extrémité et une région d’ADN double brin (ADNds) au
centre. La bibliotheque préparée est ensuite ajoutée a la cellule nommée ZMW (Zero Mode
Waveguide). Lors du séquencage, un mélange de quatre nucléotides marqués est ajouté. La
polymérase incorpore ensuite un nucléotide marqué dans le brin d'ADN matrice en cours de
synthése, chaque incorporation d’un nucléotide émet un signal fluorescent (Figure 24a)

(Goodwin et al., 2016).
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f. Technologie Oxford Nanopore

Oxford Nanopore Technologies (ONT) fait partie des approches de séquencage de troisiéme
génération, car elle peut générer des lectures d'une longueur moyenne de 100 Kb (Kim et al.,
2024). Cette technologie consiste en une cellule de flux de séquencage composée de centaines
de micropuits indépendants, chacun contenant une bicouche synthétique perforée par des
nanopores. La préparation de la bibliothéque comprend la fragmentation de ' ADN et la ligation
d'adaptateurs. Pendant le séquencage, ' ADN double brin est dénaturé par une enzyme hélicase
qui fait passer un brin d'ADN a travers lI'un des nanopores incorporés dans la membrane
synthétique, sur laquelle une tension est appliquée en continu. Lorsque I'ADN simple brin
traverse le nanopore, les différentes bases empéchent le flux ionique d'une maniére spécifique,
ce qui permet le séquengage de la molécule en mesurant les changements caractéristiques de
tension dans chaque canal, indiquant que le séquencage se produit en temps réel (Figure 24b)

(Reuter et al., 2015).

a Pacific Biosciences b Oxford Nanopore Technologies

SMRTbell template Leader-Hairpin template

Two hairpin adapters The leader sequence interacts
allow continuous with the pore and a motor
protein to direct DNA,

circular sequencin,
9 a hairpin allows for

bidirectional sequencing
ZMW wells L.»./..;‘\t d. |

Sites where
sequencing

takes place LJJ/L.J») '?'J :2!::“
Labelled nucleotides iﬂv—*’ ".’J

All four ANTPs are
labelled and available

for incorporation

Alpha-hemolysin
A large biological pore
+ capable of sensing DNA

Current
Passes through the pore
and is modulated as

- | - I e
ONT output (squiggles)
Each current shift as DNA
translocates through the

0 1 2 3 4 pore corresponds to a
particular k-mer

Modified polymerase
As anucleotide is
incorporated by the
polymerase, a camera
records the emitted light

PacBio output

A camera records the changing
colours from all ZMWs; each
colour change corresponds to
one base

Time (seconds)

Figure 24. Les technologies du séquengage de troisiéme génération. (a) Le processus de
séquengage PacBio. (b) Le processus de séquencage Nanopore d’ONT (Goodwin et al., 2016).
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1.2.10 Principaux pipelines bioinformatiques

Divers pipelines bioinformatiques ont été développés pour 1’analyse des données de séquencage
d’amplicons, notamment QIIME 1 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso
et al., 2010) et sa nouvelle version QIIME 2 (Bolyen et al., 2019), mothur (Schloss et al., 2009)
et DADA2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm?2) (Callahan et al., 2016). Malgré les
différences entre ces pipelines (Prodan et al., 2020), les principales étapes du flux de travail
sont similaires et partagent un processus commun, qui comprend le prétraitement des données
avec le démultiplexage et le controle de la qualité des séquences, le regroupement (clustering)
des séquences en OTUs (Operational Taxonomic Units) ou le débruitage (denoising) des
séquences et I’inférence des ASVs (Amplicon Sequence Variants), suivis de 1’assignation
taxonomique des séquences représentatives (OTUs ou ASVs) et de la caractérisation des

communautés microbiennes (Santos ef al., 2021 ; Gao et al., 2021) (Figure 25).
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Figure 25. Les principales étapes de 1’analyse bioinformatique des données de séquengage
réalisées avec les pipelines DADA2, QIIME2 et mothur.

a. QIIME 1

QIIME 1 est un pipeline pour l'analyse et la visualisation des communautés microbiennes. Un
flux de travail typique pour l'analyse des données d’amplicons 16S dans QIIME 1 inclut le
démultiplexage, le filtrage de la qualit¢ des séquences, la détection des chimeres, le

regroupement des séquences en OTUs, 1’assignation taxonomique, la construction d’un arbre
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phylogénétique, I’analyse de la composition des communautés microbiennes ainsi que I’analyse

de la diversité alpha et béta (Caporaso et al., 2010).

b. QIIME 2

QIIME 2 est un pipeline open source d’analyse des données du microbiome, développé sur la
base de plugins, qui permet a des développeurs tiers d'apporter de nouvelles fonctionnalités. De
nombreux algorithmes sont implémentés dans le pipeline QIIME 2 sous forme de plugins, tels
que (DADA2 et Deblur) (Bolyen ef al., 2019). En plus de l'interface de ligne de commande
comme QIIME 1, QIIME 2 fournit également une interface graphique QIIME 2 Studio, qui est

plus accessible aux utilisateurs (Gao et al., 2021).
¢. Mothur

Le pipeline mothur a été initialement congu pour 1’analyse des OTUs (Schloss et al., 2009),
mais la version la plus récente de mothur permet également une analyse des ASVs. Plusieurs
différences ont été rapportées entre les pipelines mothur et QIIME, mais ils permettent tous
deux de fournir des informations fiables sur les communautés bactériennes et de générer des

résultats comparables (Gao et al., 2021).
d. DADA2

DADAZ2 est un package R (https://github.com/benjjneb/dada2), utilisé directement dans R ou

intégré dans QIIME 2, il est congu pour modéliser et corriger les erreurs des données
d'amplicons. DADA?2 génere des ASVs exacts a partir des données de séquencage, permettant
de discriminer des différences biologiques d’un ou deux nucléotides. Le flux de travail de
DADA2 comprend le filtrage de la qualité des séquences, la déréplication qui consiste a
regrouper toutes les séquences identiques en séquences uniques, 1’inférence des séquences, la
fusion des lectures en paires, la construction de la table d’ASVs, 1’¢élimination des chiméres et
I’assignation taxonomique. En outre, DADA2 permet une analyse au niveau de I'espece en

alignant les ASVs sur des bases de données de souches de référence (Callahan et al., 2016).
1.2.11 Analyse bioinformatique d’amplicons du géne de ’ARNr 16S

1.2.11.1 Démultiplexage

Le démultiplexage est la premiere étape in silico apres le séquencage, au cours de laquelle les
lectures brutes sont séparées en fichiers distincts correspondant a chaque échantillon, sur la base

de leurs séquences de codes-barres uniques. QIIME 2 utilise le plugin q2-demux pour
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démultiplexer les lectures simples (single-end reads) et les lectures en paires (paired-end reads)
(Silva et al., 2023 ; Hakimzadeh et al., 2024).
Les adaptateurs et les amorces sont éliminés des séquences par les outils Cutadapt ou

Trimmomatic intégrés aux pipelines QIIME 2 et mothur (Martin, 2011 ; Bolger, et al., 2014).
1.2.11.2 Controle de la qualité des données

Le contrdole de la qualité des séquences est effectué¢ afin d’éviter une surestimation de la
diversité microbienne. Cette étape est souvent utilisée pour tronquer ou éliminer les lectures
appariées chevauchantes afin de minimiser la présence d'erreurs de séquengage. La fiabilité¢ du
séquengage est évaluée par le score de qualité Phred (Q-score) attribué a chaque nucléotide, qui
représente la probabilité d’une erreur d’appel de base (base calling error) ; plus le O-score est
¢levé, plus la probabilité d’erreur est faible. Les pipelines tels que QIIME 2, DADA?2 et d'autres
logiciels tels que FastQC, possedent une interface graphique qui permet de visualiser les scores
de qualité pour l'ensemble de la bibliothéque de séquengage ou pour chaque lecture sens et

antisens (Silva et al., 2023).

1.2.11.3 Assemblage des lectures en paires

L’assemblage des lectures en paires sens et antisens est effectué¢ afin d’obtenir les séquences
completes des amplicons (Liu et al., 2021a). FLASH (Fast Length Adjustment of Short reads)
est un software utilisé¢ pour réassembler les lectures en paires générées lors du séquencage. Il
aligne les lectures en paires qui se chevauchent pour reconstruire les séquences complétes
(Magoc et Salzberg, 2011). Dans le cas de lectures en paires, I’assemblage des séquences peut
étre effectu¢ avant ou apres I’étape de filtrage de qualité et parfois méme apres I'étape de

regroupement des séquences (Hakimzadeh et al., 2024).

1.2.11.4 Elimination des séquences chimériques

Les séquences chimériques sont des artefacts formés lors des étapes de la PCR, issus de la
combinaison de deux ou plusieurs séquences parentales. Certaines chimeres peuvent également
étre générées lors de 1’assemblage des lectures sens et antisens. Les chimeres peuvent étre
faussement interprétées comme de nouvelles séquences, elles doivent donc étre identifiées et
éliminées par des logiciels bioinformatiques tels que UCHIME, VSEARCH (Edgar et al.,
2011) ou Chimera Slayer (Haas et al., 2011).
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1.2.11.5 Regroupement / Débruitage des séquences

Les deux principales approches de sélection des s€quences représentatives sont le regroupement
(clustering) des séquences en OTUs et le débruitage (denoising) des séquences pour la

génération des ASVs (Gao et al., 2021).
a. Regroupement des séquences en OTUs

Les séquences d'amplicons sont regroupées en clusters afin de former les OTUs, sur la base
d'un seuil de similarité généralement fixé a 97 %. Le regroupement en OTUs est effectué¢ par

une des trois approches suivantes (Navas-Molina ef al., 2011 ; Westcott et Schloss, 2015).

(i) Regroupement en OTUs par références fermées (closed-reference clustering), qui consiste a
comparer les séquences a une base de données de référence, puis a regrouper dans la méme
OTU les séquences qui sont similaires a la méme séquence de référence ; (ii) Regroupement en
OTUs de novo (de novo clustering), est basé sur la distance entre les séquences. Dans cette
approche, la distance entre les séquences est utilisée pour regrouper les séquences en OTU
plutdt que la distance par rapport a une base de données de référence ; (iii) Regroupement en
OTUs par références ouvertes (open-reference clustering), qui consiste a effectuer un
regroupement par références fermées suivi d'un regroupement de novo sur les séquences qui ne
sont pas suffisamment similaires a la référence (Navas-Molina ez al., 2011 ; Westcott et

Schloss, 2015).

b. Débruitage des séquences et inférence des ASVs

Les ASVs sont des séquences générées par l’algorithme denoising, proposées comme
alternative aux OTUs pour l'analyse des communautés microbiennes. En comparaison aux
OTUs, les ASVs augmentent la précision de l'attribution taxonomique. Plusieurs études
comparatives entre ces deux approches ont suggéré que 1’approche de débruitage basée sur les
ASVs est préférable a I’approche de regroupement en OTUs. En effet, cette approche est plus
sensible et plus spécifique, car elle permet de distinguer les variants de séquences différant par
un seul nucléotide, ce qui permet d'étudier la diversité microbienne a une résolution

taxonomique plus élevée (Callahan et al., 2017 ; Callahan et al., 2019).

L’approche de débruitage basée sur les ASVs est réalisée a 1’aide de 1’algorithme DADA2 ou
Deblur implémenté dans le QIIME 2 ou a I’aide de 1’algorithme UNOISE3 implémenté dans le
USEARCH (Liu et al., 2021a ; Zhang et al., 2023).
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1.2.11.6 Annotation taxonomique

L'annotation taxonomique est une étape clé de 1'analyse des amplicons du gene de I’ ARNTr 16S.
Les séquences représentatives des OTUs ou des ASVs sont annotées en recherchant des
séquences similaires dans des bases de données de référence, a I'aide d'un algorithme de
classification (Naive Bayes Classifier) (Bokulich et al., 2018). Les principales bases de données
contenant des séquences du geéne de I’ARNr 16S sont les suivantes : Greengenes (DeSantis ef

al.,2006), SILVA (Quast et al., 2013) et RDP (Ribosomal Database Project) (Cole et al.,2014).
1.2.11.7 Caractérisation des communautés bactériennes

La caractérisation des communautés bactériennes est une étape qui consiste a analyser et a
déterminer la composition taxonomique des communautés, leur structure phylogénétique et a

¢valuer la diversité alpha et béta du MI (Gao et al., 2021).

1.3 Microbiote intestinal et obésité
1.3.1 Etudes chez des modéles murins

Les travaux menés par I’équipe de Jeffrey Gordon de l'université Washington aux Etats-Unis
sont les premiers a avoir proposé une implication du MI dans le développement de I’obésite.
En 2004, Jeftrey Gordon et ses collegues ont mis en évidence le role du MI dans 1’adiposité de
I'héte. Ils ont montré que les souris conventionnelles présentaient 42 % de masse grasse totale
en plus, alors que les souris axéniques (dépourvues de MI) consommaient davantage d’aliments.
La colonisation de ces souris axéniques par un MI entrainait une augmentation de 60 % de leur
masse grasse, malgré une diminution de la prise alimentaire (Bédckhed et al., 2004). En 2005,
I’équipe de Jeffrey Gordon a montré une abondance relative plus faible des Bacteroidetes et
plus ¢élevée des Firmicutes chez les souris obeses. Ces changements étaient indépendants de la
prise alimentaire (Ley et al., 2005). Ainsi, un nombre croissant d’études utilisant des animaux
axéniques et des transplantations de microbiote a mis en évidence une association entre le MI

et I'obésité (Turnbaugh et al., 2006 ; Ridaura et al., 2013).

1.3.2 Etudes chez ’homme
1.3.2.1 Ratio Firmicutes | Bacteroidetes

L’étude pionnicre rapportant I’association entre le MI et I’obésité chez I’homme a été publiée
en 2006. Dans cette ¢tude, 1’équipe de Jeffrey Gordon a comparé les microbiotes d’individus
obeses et minces. Les résultats ont montré que les individus obéses hébergeaient une proportion

plus faible de Bacteroidetes et une proportion plus élevée de Firmicutes que les individus

41



Chapitre I Synthése bibliographique

minces, comme cela a été décrit chez la souris (Ley et al., 2006). Ainsi, de nombreuses études
ont rapporté un ratio Firmicutes/Bacteroidetes (ratio F/B) plus élevé chez les individus obéses
par rapport aux individus a poids normal (Turnbaugh et al., 2006 ; Verdam et al., 2013 ; Kasai
et al., 2015 ; Koliada et al., 2017 ; Palmas et al., 2021), ce qui a conduit a considérer ce ratio
comme un biomarqueur de I'obésité (Magne et al., 2020). A I’inverse, d’autres études n'ont pas
observé d’association entre le ratio F/B et 1’obésité (Duncan et al., 2008 ; Peters et al., 2018),
ou ont rapporté une diminution de ce ratio chez les individus obéses (Collado et al., 2008 ;
Schwiertz et al., 2010). L'association entre le ratio F/B et I'obésité a également été rapportée
dans une étude chez des jumeaux monozygotes et dizygotes adultes. Cependant, 1'abondance
des Bacteroidetes était significativement plus faible et celle des Actinobacteria était plus élevée
chez les sujets obeses, tandis que la proportion des Firmicutes ne différait pas entre les sujets
obéses et non obeses (Turnbaugh et al., 2009). Ces résultats contradictoires pourraient étre liés
aux différences entre les sujets étudiés (age, origine géographique et régime alimentaire), a la
conception de 1'étude (perte ou gain de poids, ou comparaison entre sujets obéses et minces),
ainsi qu'aux biais associés aux techniques utilisées pour étudier la composition du MI (Aguirre

et Venema, 2015).

1.3.2.2 Richesse et diversité bactérienne

Un autre biomarqueur associé a 1'obésité est la diminution de la diversité bactérienne chez les
sujets obeses (Magne et al., 2020). L'étude de Turnbaugh menée chez des jumeaux a montré
que l'obésité était associée a une diminution significative de la diversité bactérienne du MI
(Turnbaugh et al, 2009). Ainsi, une ¢tude métagénomique réalisée par le consortium
international MetaHit a rapporté que 'obésité était significativement plus fréquente chez les
individus ayant une faible richesse en génes microbiens (LGC, Low-Gene Count). Par ailleurs,
ils ont montré que les individus obéses ayant LGC présentaient un risque accru de développer
des anomalies métaboliques telles qu’une diminution de la sensibilit¢ a I’insuline, une
dyslipidémie et une inflammation systémique et du tissu adipeux par rapport aux individus
obéses ayant une forte richesse en génes microbiens (HGC, High-Gene Count) (Le Chatelier
et al., 2013) (Figure 26). D’autres études ont rapporté une diminution de la diversité
bactérienne chez les individus obéses (Verdam et al, 2013 ; Dominianni et al., 2015).
Néanmoins, une autre étude a montré que les sujets obéses présentaient une diversité et une

richesse bactériennes plus élevées (Kasai et al., 2015).
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Figure 26. Nombre de génes microbiens détectés dans le MI des individus obéses et non obeses
(Le Chatelier et al., 2013). LGC : Low-Gene Count ; HGC : High-Gene Count.

1.3.2.3 Bactéries spécifiques associées a I'obésité

Des modifications du MI a des niveaux taxonomiques inférieurs (famille, genre et espéce) ont
été décrites en lien avec 1’obésité chez ’homme, plutot que les phylums les plus dominants les
Firmicutes et les Bacteroidetes, qui jouent un role majeur dans le développement de 1'obésité
(Magne et al., 2020 ; Crovesy et al., 2020).

Des études sur le MI ont montré une diminution de 1'abondance des familles Rikenellaceae,
Christensenellaceae, Ruminococcaceae et Veillonellaceae chez les individus obeses (Escobar

etal.,2014 ; Gao et al., 2018a).

Au niveau du genre, une proportion significativement plus élevée du genre Lactobacillus a été
observée chez les patients obéses que chez les témoins minces. Le genre Bifidobacterium a
¢galement été impliqué dans 1’obésité (Million ez al., 2013). 11 a été rapporté que les genres
Alistipes, Anaerococcus, Coprococcus, Parvimonas, Fusobacterium, Enterococcus, Prevotella,
Megasphaera, Megamonas, Acidaminococcus, Catenibacterium, Dorea, Bacteroides

présentaient une proportion plus élevée chez les individus obeses (Crovesy et al., 2020).

Au niveau de I’espéce, plusieurs études ont rapporté une association entre des espéces
bactériennes spécifiques et l'obésité chez 1'homme. Ainsi, une abondance plus élevée de
Lactobacillus reuteri et une abondance plus faible de Lactobacillus casei/paracasei et de

Lactobacillus plantarum ont été associées a l'obésité (Million ez al., 2013).

43



Chapitre I Synthése bibliographique

1.3.3 Mécanismes du microbiote intestinal dans la pathologie de 1'obésité

Plusieurs mécanismes par lesquels l'activité métabolique du MI pourrait contribuer a la

pathogenése de I'obésité ont été proposés (Zhuang et al., 2023).
a. Augmentation de I’absorption d’énergie et du stockage lipidique

Le MI fermente les fibres alimentaires pour synthétiser des métabolites bioactifs tels que les
AGCC, qui peuvent étre absorbés et utilisés comme source d’énergie par I’hote. Cette
récupération d’énergie contribue a I’accumulation calorique et peut contribuer au
développement de 1’obésité. La dysbiose du MI chez les individus obeses provoque des
modifications de leur profil métabolique, ce qui peut entrainer une augmentation de l'absorption
d'énergie et de la synthése des lipides (Zhuang et al., 2023). Les sujets obéses ont un profil
microbien et métabolique différent, qui se traduit par des concentrations plus élevées d'AGCC
par rapport aux sujets maigres (Schwiertz et al., 2010).

Il a été rapporté que les patients obéses possédent une faible abondance de microbiote
fermentant le glutamate, ainsi qu'une augmentation du taux du glutamate circulant dans le sang,
ce qui indique que le MI intervient dans I'homéostasie énergétique de I'hote en modulant le
métabolisme du glutamate (Han et al., 2021). De plus, la diminution des Bacteroides et des
Lactobacillus chez les patients obeses entraine une baisse des niveaux d'acides biliaires, qui
sont des régulateurs essentiels de la synthese des lipides et du stockage des graisses (Zhuang

et al., 2023).
b. Inflammation chronique de bas grade

L'inflammation chronique est une caractéristique des troubles métaboliques tels que 1'obésité.
Ces troubles métaboliques sont caractérisés par le fait que le MI et ses métabolites traversent la
barriere intestinale, affectant divers organes métaboliques, tels que le foie et le tissu adipeux,

ce qui entraine une inflammation chronique (Liu ef al., 2021b).

Il a été démontré que le LPS, une endotoxine, s’exprime a des niveaux €levés dans 1'obésité et
l'inflammation du tissu adipeux. La consommation de régimes riches en graisses est associée a
une prolifération de bactéries pathogénes a Gram négatif, ce qui entraine une augmentation des
concentrations plasmatiques de LPS. Au fil du temps, cette augmentation conduit & une
endotoxémie métabolique, qui accélere le développement de la résistance a l'insuline, de
l'inflammation et de la stéatose hépatique (Cani et al., 2007). Le systeme endocannabinoide est
un régulateur majeur de la synthése des graisses dans l'intestin et les cellules adipeuses, et son

activation pourrait stimuler 1'appétit et la prise alimentaire (Liu ez al., 2021b).
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c. Régulation de ’appétit central et du comportement alimentaire

Le MI participe a l'axe intestin-cerveau en régulant les hormones intestinales sécrétées par les
cellules entéroendocrines. Le peptide YY et le polypeptide pancréatique sont des hormones de
I'anorexie sécrétées par l'intestin. Le GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1) diminue le taux de
glucagon, ralentit la vidange gastrique, stimule la synthése de l'insuline et réduit la prise

alimentaire (Liu et al., 2021b).

Le MI pourrait moduler et produire plusieurs neurotransmetteurs, notamment le GABA (Acide
gamma-aminobutyrique) et la sérotonine, qui influencent la modulation de l'appétit et du
comportement alimentaire. Le GABA, est un neurotransmetteur inhibiteur majeur dans le corps
humain qui est impliqué dans le contrdle hypothalamique de la prise alimentaire (van Son ef
al., 2021). La sérotonine module principalement la satiété et stimule le péristaltisme en régulant
les neurones a mélanocortine, qui interviennent dans le maintien de I'homéostasie du poids

corporel (Zhuang et al., 2023).

1.3.4 Modulation thérapeutique du microbiote intestinal dans I’obésité

Plusieurs stratégies thérapeutiques sont actuellement envisagées afin de moduler la composition
du MI et ainsi restaurer I’équilibre du microbiote, en améliorant la dysbiose associée a I'obésité

(Cerdo et al., 2019 ; Boscaini et al., 2022).
a. Intervention nutritionnelle

La restriction calorique est une intervention nutritionnelle qui consiste a réduire ’apport
énergétique quotidien afin de maintenir des habitudes alimentaires saines sans malnutrition
(Boscaini et al., 2022). Une étude menée chez les femmes en surpoids et obeses suggere qu’une
restriction calorique a permis de réduire le poids corporel, de I’adiposité, de I’hyperglycémie,
ainsi qu’une diminution de la diversité microbienne et de I’abondance d’AGCC, ce qui a
contribué a une perte de poids significative. De plus, le MI apres une restriction calorique se
caractérisait par un faible capacité d’extraction de I’énergie a partir de 1’alimentation

(Sarmiento-Andrade et al., 2022).

b. Intervention chirurgicale

La chirurgie bariatrique est une intervention chirurgicale qui affecte le tractus gastro-intestinal
entrainant une malabsorption, une diminution de 1'apport calorique, une perte de poids. Elle

induit également des modifications métaboliques telles qu une amélioration du métabolisme de
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glucose et provoque des changements dans le MI. Pour ces bénéfices, la chirurgie bariatrique
est devenue une option thérapeutique efficace et rapide contre 1’obésité sévere (Paganelli et al.,
2019). Plusieurs études se sont focalisées sur I'effet de la chirurgie bariatrique sur le MI chez
les personnes atteints d'obésité. En résumé, la chirurgie bariatrique entraine une diminution de
Firmicutes, y compris Lactobacillus, Clostridium, Faecalibacterium, Roseburia et une

augmentation d'Akkermansia muciniphila et de Proteobacteria (Boscaini et al., 2022).
c. Probiotiques

Les probiotiques sont définis par 1'Organisation des Nations unies pour I'alimentation et
l'agriculture (FAO) et ’'OMS comme des micro-organismes vivants qui lorsqu'ils sont
administrés en quantités adéquates, conférent un avantage pour la santé de I'hote (Cedro et al.,
2019). Les especes probiotiques les plus couramment utilisées sont Lactobacillus,

Bifidobacteria et les levures, telles que Saccharomyces boulardii (Hasan et Yang, 2019).

Les bactéries probiotiques peuvent agir dans l'intestin par différents mécanismes potentiels
(Figure 27), y compris des effets antagonistes vis-a-vis de divers micro-organismes, une
adhésion compétitive a la muqueuse et a 1'épithélium intestinal, une augmentation de la
production de mucus, un renforcement de l'intégrité de la barriere intestinale et une modulation
du systeme immunitaire de 1’hote (Cerdé et al., 2019). Des études menées sur des modeles
murins suggerent que l'administration de divers probiotiques (différentes souches de
Lactobacillus) pourrait entrainer une réduction de la prise de poids en réponse a un régime riche
en graisses, les probiotiques multi-souches semblant étre plus bénéfiques que les probiotiques
a une seule souche afin de protéger contre I'accumulation de graisse et les perturbations
métaboliques dans 1'obésité induite par l'alimentation (Davis, 2016). Chez I’Homme, plusieurs
méta-analyses d'essais cliniques examinant I'impact des probiotiques ont révélé une diminution
significative du poids corporel, du taux d'insuline et de la masse grasse (Zhang et al., 2015a ;
Borgeraas et al., 2018 ; Koutnikova et al., 2019). Akkermansia muciniphila, une bactérie
identifiée comme un probiotique bénéfique de nouvelle génération impliquée dans la gestion
des dysfonctionnements métaboliques et immunitaires liés a 1'obésité, notamment la prise de
masse grasse, I'endotoxémie métabolique, l'inflammation du tissu adipeux et la résistance a

l'insuline (Cerdo et al., 2019).
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Figure 27. Mécanismes d’action des probiotiques (Cerd6 et al., 2019).

d. Prébiotiques

Les prébiotiques sont définis par la FAO et ’OMS comme des composants de fermentation
sélective qui induisent des changements spécifiques dans l'activité ou la composition du MI,
conférant ainsi un bénéfice pour la santé de I’hote (Gibson ez al., 2017). Différents prébiotiques,
tels que 1'oligofructose, l'inuline, les fructooligosaccharides (FOS), les galactooligosaccharides
(GOS), l'arabinoxylane et I'amidon résistant, ont un effet bénéfique contre I'obésité. Les
pectines ont également montré divers effets positifs sur les paramétres de 1'obésité (Gibson et

al., 2017 ; Bianchi et al., 2019).

Des études ont rapporté que I’administration de prébiotiques pourrait induire plusieurs effets
bénéfiques sur 1'obésité et ses comorbidités associées. Ces effets sont notamment associés a une
diminution de la masse grasse, une atténuation de l'inflammation systémique, une réduction de
la concentration sérique de LPS, une amélioration de la tolérance au glucose et du métabolisme

des lipides chez les rongeurs ainsi que les individus obeses (Boscaini et al., 2022).

Les mécanismes par lesquels les prébiotiques conférent un effet bénéfique sur 1'hote, incluent
la production de métabolites microbiens, notamment les AGCC, la stimulation de 1'absorption

des ions et des oligo-¢éléments (comme le calcium, le fer et le magnésium), la diminution du pH
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luminal et la régulation du systéme immunitaire (augmentation de la production d'IgA et

modulation de la production de cytokines) (Figure 28) (Cerd6 et al., 2019).
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Figure 28. Mécanismes d'action des prébiotiques (Cerdé et al., 2019).

e. Synbiotiques

Le terme synbiotique est apparu en 1995, il désigne une combinaison d'un probiotique et d'un
prebiotique (Gibson et Roberfroid, 1995). En 2020, la Société Scientifique Internationale des
Probiotiques et Prébiotiques (ISAPP) a actualisé la définition d’un synbiotique. Ce terme
désigne donc un mélange comprenant des microorganismes vivants et des substrats
sélectivement utilisés par les microorganismes de 1’hdte et conférant un avantage pour la santé
de I’hdte (Swanson et al., 2020). 11 existe deux catégories de synbiotiques : les synbiotiques
synergiques et les synbiotiques complémentaires (Figure 29). Un synbiotique synergique est
un synbiotique dans lequel le substrat est destiné a €tre utilisé de maniere sélective par la souche
probiotique co-administrée. Un synbiotique complémentaire est composé d'un probiotique
associé a un prébiotique et qui est congu pour cibler la communauté autochtone (Swanson et

al., 2020).

Les synbiotiques correspondent le plus souvent a une combinaison de bactéries probiotiques
appartenant aux genres Bifidobacterium ou Lactobacillus avec des prébiotiques tels que les

fructooligosaccharides (FOS). 1l a été rapporté que I’administration de synbiotiques par des
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adultes en surpoids et obeses était associée a une perte de poids, une réduction du tour de taille

et de la prise alimentaire, ainsi qu'une modification du MI et de ses métabolites (Hijova, 2022).
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Figure 29. Mécanismes d'action des synbiotiques complémentaires et synergiques (Swanson

et al., 2020).

f. Activité physique

L’activité physique a un effet bénéfique sur la santé humaine, contribuant a prévenir une prise
de poids excessive et déclenchant une cascade d'événements qui favorisent le bon
fonctionnement du métabolisme humain (Bianchi ez al, 2019). L’activité physique est
susceptible d'améliorer la diversit¢é microbienne du MI, de stimuler différentes bactéries
capables d'améliorer la fonction de barriere intestinale, de renforcer I'immunité des muqueuses
et de produire des AGCC, offrant ainsi une approche thérapeutique pour l'obésité et d'autres
maladies métaboliques (Codella et al., 2018 ; Bianchi et al., 2019). Les espéces Akkermansia
muciniphila et Faecalibacterium prausnitzii sont des bactéries bénéfiques pour la santé
intestinale et elles étaient également liées a 'augmentation de la diversité du MI des athletes
(Clarke et al., 2014). L'augmentation de la production des AGCC, le changement du pH
intestinal, ainsi que la réduction du temps de transit intestinal, sont parmi les facteurs suggérés

par lesquels 1’activité physique pourrait affecter la composition du MI (Evans et al., 2014).

g. Transplantation de microbiote fécal

D’apres I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de sant¢ (ANSM), la
transplantation de microbiote fécal (TMF), également appelée « greffe fécale » est une
procédure impliquant le transfert de microbiote fécal d'individus sains dans le tractus intestinal
des patients souffrant de maladies intestinales, ou d’une dysbiose intestinale afin de restaurer

la composition et les fonctions du MI. Plusieurs voies, telles que la coloscopie et le lavement
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ont montré une efficacité dans la TMF. Plus récemment, des capsules entérosolubles et des
capsules contenant des matiéres fécales ou des bactéries lyophilisées ont également été utilisées

(Hasan et Yang, 2019).

Des études chez des modeles animaux ont montré que les souris recevant une transplantation
de microbiote fécal provenant des souris obeses présentaient une augmentation de la masse
corporelle totale, de I'adiposité et des phénotypes métaboliques associés a I'obésité par rapport
aux souris recevant du microbiote fécal des souris maigres (Ridaura et al., 2013 ; Zhang et
al., 2015b). Chez I'homme, des études cliniques ont montré que la TMF provenant des donneurs
maigres vers des patients obeses atteints de syndrome métabolique provoque une amélioration
significative de la sensibilit¢ a ’insuline, associée a une modification bénéfique de la
composition du MI (Vrieze et al., 2012 ; Kootte et al., 2017). D’aprés ces études, la TMF
pourrait constituer une approche thérapeutique prometteuse pour le traitement de 1’obésité et

des troubles métaboliques associés (Bianchi ez al., 2019).
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I1.1 Lieu, période et population d’étude

L’objectif principal de cette étude était de caractériser le MI chez les femmes adultes obeses et
a poids normal de la région de Tlemcen (Algérie) par une approche métagénomique basée sur

le séquengage d’amplicons du géne de I’ARNr 16S.

Il s'agit d'une étude cas-témoins menée durant la période allant de Mai 2018 a décembre 2020.
Au total, 10 femmes volontaires, agées de 22 a 47 ans et résidant dans la wilaya de Tlemcen,
ont participé a cette étude. Ces participantes ont été réparties en deux groupes selon la
classification de I'IMC par I'OMS : 5 femmes obéses ayant un IMC > 30 kg/m? (groupe OB,
Obese), consultant un cabinet médical de nutrition a Tlemcen et 5 femmes a poids normal ayant

un IMC compris entre 18,5 et 24,9 kg/m? (groupe NW, Normal Weight).

Les criteres d’inclusion de cette étude comprenaient toute femme agée de 18 a 50 ans, obese ou
a poids normal. Les critéres d’exclusion étaient les suivants : (i) La prise d’antibiotiques ou de
compléments alimentaires a base de probiotiques ou de prébiotiques durant les trois derniers
mois. (ii) Les sujets présentant une diarrhée aigué ou chronique, une pathologie gastro-

intestinale ou ayant subi une chirurgie gastro-intestinale durant les trois derniers mois.

I1.2 Recueil de données et éthique

Cette étude a été approuvée par le comité d'éthique des essais cliniques du Centre hospitalo-

universitaire Tidjani Damerd;ji de Tlemcen, sous le numéro d’enregistrement CE.002.NCT.020.

Les participantes ont été informées de I’objectif de 1’étude et ont donné leur consentement
éclairé avant de procéder au prélevement. Le recueil des données a ¢€té réalis€ de maniere

confidentielle a I’aide d’un questionnaire (Annexe 1) comprenant quatre parties :

(i) Les données sociodémographiques de chaque participante.

(ii) Les mesures anthropométriques : La prise du poids et mesure de la taille de chaque
participante afin de calculer I'IMC selon la formule poids (kg)/taille? (m?).

(iii) Les données sur les habitudes alimentaires et l'activité physique.

(iv) L historique médical de chaque participante.
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11.3 Prélévements des échantillons de selles

Les échantillons de selles ont été collectés dans des pots de coproculture stériles, puis
immédiatement transportés au laboratoire. Ces échantillons ont ensuite été aliquotés dans des
cryotubes stériles de 2 mL (environ 1 g de selles par aliquot) et conservés a -80 °C jusqu’a

l'extraction de ' ADN génomique.
I1.4 Analyse du MI par séquencage d’amplicons du géne de ’ARNr 16S

Au total, 10 échantillons de selles ont été sélectionnés pour le séquengage d’amplicons du géne
de ’ARNTr 16S. Le séquencage a été réalisé par la plateforme Novogene, Hong Kong, Chine.
Le séquencage a ¢té réalisé selon le flux de travail présenté dans la Figure 30. Chaque étape de
ce processus peut affecter la qualité et la quantité des données. Un controle de qualité a été

effectué a chaque étape afin de garantir la précision et la fiabilité des données de séquencage.

Préparation des 2
Extraction d’ADN Amplification Purification des bilfliothléques Séquencage

génomique par PCR » | produits de PCR » P > d’amplicons

) 4

Figure 30. Le flux de travail de séquengage d’amplicons du géne de I’ARNr 16S.

I1.4.1 Extraction d’ADN génomique total

L’extraction de ’ADN génomique total a partir des échantillons de selles a été effectuée par la
méthode CTAB/SDS (Cetyltrimethylammonium bromide/Sodium Dodecyl Sulfate) selon le
protocole de Novogene, Hong Kong, Chine. Le principe de cette méthode d’extraction d’ADN
est le suivant : Le CTAB a été ajouté pour dénaturer les protéines et les polysaccharides, le SDS
a été utilisé comme dénaturant pour détruire la membrane plasmique et libérer 'ADN
génomique bactérien. L’extraction de I'ADN génomique a ensuite ¢té réalisée par le
chloroforme/alcool isoamylique, suivie d’une précipitation de ’ADN a l'isopropanol et puis

d’un ringage a 1'éthanol.

La pureté et la concentration de I'ADN ont été déterminées par électrophorese sur gel d'agarose

a 1 %. En fonction de la concentration obtenue, I'ADN a été dilué a 1ng/uL avec de I'eau stérile.
I1.4.2 Réactions de PCR et programme d’amplification

La région V3-V4 du gene de I'ARNr 16S a été¢ amplifiée en utilisant des amorces spécifiques
341F (amorce sens) et 806R (amorce antisens) (Tableau 2), contenant chacune un code-barres

unique a chaque échantillon d’ADN.
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Tableau 2. Amorces utilisées pour 1I’amplification de la région V3-V4 du géne de I’ARNr 168S.

Amorce | Séquences Région Taille du Références
amplifiée | fragment
341F 5-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’ (Klindworth et al., 2013)

V3-V4 400-450 pb
806R 5'-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3' (Caporaso et al., 2011)

Les réactions de PCR ont été effectuées dans un volume final de 50 pL contenant 25 uL de
Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs, USA), 0,2 uM de chaque
amorce sens et antisens et environ 50 ng d’ADN génomique. Le volume final a été complété a
50 uL par I’ajout d’eau ultrapure. L’amplification a été réalisée selon le programme présenté

dans le Tableau 3.

Tableau 3. Programme d’amplification par PCR.

Nombre de cycles | Etape Température | Durée
1 Cycle Dénaturation initiale 98 °C 1 min
Dénaturation 98 °C 10 sec
30 Cycles Hybridation 50 °C 30 sec
Elongation 72 °C 30 sec
1 Cycle Extension finale 72 °C 5 min

I1.4.3 Quantification, mélange et purification des produits de PCR

Les produits de PCR ont été visualisés a I'aide de SYBR green sur un gel d'agarose a 2 %, ceux
d'une taille de 400-450 paires de bases (pb) ont été sélectionnés. Par la suite, des quantités
¢gales de produits de PCR ont été¢ mélangés et purifiés a partir du gel en utilisant le kit Qiagen
QIAQuick Gel Extraction (Qiagen, Germany). Le protocole de purification d’amplicons est le

suivant :

1. Découper les bandes de gel d’agarose correspondants aux amplicons d’une taille de 400-
450 pb a I’aide d’une lame de scalpel stérile.

2. Peser les fragments de gel dans un tube eppendorf stérile.

3. Ajouter 3 volumes de tampon de solubilisation du gel QG (5,5M guanidine thiocyanate,

20 mM Tris-HCI, pH 6,6) a un volume du gel (100 mg du gel équivalent environ 100
ul).
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4. Incuber le mélange a 50 °C pendant 10 min ou jusqu’a dissolution du gel et en
homogénéisant a I’aide d’un vortex.

5. Vérifier une coloration jaune de la solution (pH < 7,5).

6. Ajouter un volume de gel pour un volume d’isopropanol et homogénéiser a I’aide d’un
vortex.

7. Placer la colonne (QIAquick spin column) dans des tubes collecteurs de 2 ml.

8. Transférer la solution sur le filtre de la colonne de purification, puis centrifuger 1 min a
13000 rpm. Jeter 1’¢luat.

9. Ajouter 500 pL de tampon QG a la colonne QIAquick et centrifuger pendant 1 min.
Jeter I’¢luat.

10. Ajouter 750 pL de tampon de lavage PE (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 80 % éthanol),
incuber 2 a 5 min et centrifuger 1 min a 13000 rpm. Jeter I’¢ludt puis centrifuger a
nouveau a vitesse identique et laisser le filtre s’aérer afin d’¢liminer 1’éthanol résiduel.

11. Placer la colonne dans des tubes eppendorfs de 1.5 ml.

12. Ajouter 50 pL de tampon d’élution EB (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) au centre de la

membrane de filtration. Incuber pendant 4 min, puis centrifuger 1 min a 13000 rpm.

11.4.4 Préparation des bibliotheques d’amplicons

La bibliotheque de séquencgage a été préparée par fragmentation de I’ADN, suivie d’une étape
de réparation des extrémités endommagées de I’ADN, avec la phosphorylation en 5’ et ’ajout
d’une adénine en 3’. L’étape suivante a été réalisée par la ligature des adaptateurs aux extrémités

5" et 3" des fragments d’ADN préparés et marqués (figure 31A).

Dans la présente ¢tude, I’ADN a été d’abord fragmenté puis une bibliothéque d’amplicons a été
préparée a l'aide de kit NEBNext® Ultra™ DNA Library Prep pour Illumina (Catalogue
E7370L, New England Biolabs, USA), suivant les recommandations du fabricant, et des codes
index ont ¢été ajoutés. Le protocole détaillé et le flux de travail de la préparation de la
bibliotheque d’amplicons a I’aide du kit NEBNext® sont présentés dans 1’Annexe 2 et

I’ Annexe 3, respectivement.

La qualité et la concentration de la bibliotheque d’amplicons ont été déterminées a 1’aide d’un

fluorometre Qubit® 2.0 (Thermo Scientific, USA) et d’un Bioanalyseur Agilent 2100.
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11.4.5 Formation des clusters d’ADN

Pour la génération des clusters, les fragments d'ADN ligaturés aux adaptateurs et aux index sont
immobilisés sur une plaque (flow cell), chaque fragment d’ADN est ensuite amplifié¢ par
amplification en pont (bridge PCR), générant ainsi un regroupement de copies clonales d'un
méme fragment d'ADN (clusters). Une fois la génération des clusters terminée, ceux-ci sont

préts pour le séquencage (Mardis, 2008) (figure 31B).

I1.4.6 Réaction de séquencage

Dans la présente étude, le séquencage des amplicons a été effectué par le systeme NovaSeq
6000 d’Illumina (Illumina, USA), générant des lectures de séquences en paires (paired-end

reads) de 250 pb. Chaque fragment d'ADN a ainsi été séquencé a partir de ses deux extrémités.

La technique Illumina repose sur un séquengage par syntheése qui utilise quatre nucléotides
(dNTPs) terminateurs réversibles marqués par des fluorophores différents, afin de séquencer en
paralléle des dizaines de millions de clusters d’ADN a la surface de la cellule de flux. A chaque
cycle de séquencage, un seul ANTP marqué est incorporé au fragment d’ADN en cours de
synthése, puis chaque cluster est excité par un laser et une fluorescence spécifique au dNTP
incorporé est enregistrée par une caméra. Le terminateur fluorescent est ensuite clivé du dNTP,

permettant l'incorporation d’un nouveau dNTP au cycle suivant (Figure 31C).
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Figure 31. Le flux de travail de séquencgage Illumina. (A) Préparation des bibliotheques
d’ADN. (B) Formation des clusters d’ADN et (C) Séquengage. Adapté de http://www.
illumina.com.

I1.4.7 Analyse Bioinformatique des séquences

Une fois les données brutes de séquencage (raw data) obtenues, un pipeline bioinformatique
QIIME 2 (V. 202202) a été utilisé pour le traitement des données. Ce pipeline comprend de
nombreux outils et algorithmes permettant de réaliser différentes analyses, y compris
I’assignation taxonomique des séquences, la construction de I’arbre phylogénétique, les

analyses de la diversité alpha et béta ainsi que la visualisation des résultats (Bolyen ef al., 2019).
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Le schéma suivant présente le flux de travail du pipeline QIIME 2 (Figure 32).

Raw Demultiolex Demultlplexed Denoise /
Sequences P Seq uences Cluster

I
1
I——b- Join Pairs ———: + +

( Feature Table ] L Representative 1
‘ Sequences
Differential _ F———-T-——-a
Abundance | —
Statistics / | Classiﬁcaﬁzn Alignment
Plotting Barplots / 4 ¥ ¥
Heatmaps | S
Aligned
Taxonomy Sequences
Diversity _
Analyses h L]
s D
b Phylogeny <-| Phylogeny
A

Figure 32. Schéma du flux de travail du pipeline QIIME 2 pour le traitement des données de
séquengage. [llustration adaptée de la documentation de QIIME 2 (Conceptual overview of
QIIME 2) (https://docs.qiime2.0rg/2024.10/tutorials/overview/).

11.4.7.1 Démultiplexage des séquences

Au cours du séquengage, des codes-barres uniques ont été ajoutés aux fragments d’ADN afin
de distinguer les différents échantillons. Lors du traitement des données, les lectures en paires
obtenues ont d’abord été réassignées aux échantillons correspondants en fonction des codes-
barres qu’elles portaient (étape de démultiplexage), ce qui a permis d’obtenir les fichiers de
séquences au format FASTQ pour chacun des différents échantillons. Pour les lectures en paires,
un fichier FASTQ R1 (forward reads) et un fichier FASTQ R2 (reverse reads) sont générés
pour chaque échantillon. Le format FASTQ contient les informations pour chaque séquence et
un score de qualité associ¢ a chaque base de chaque séquence. Lors du démultiplexage, les
séquences des codes-barres et des amorces ont été retirées par 1’algorithme Cutadapt (V.3.3)

implémenté dans le QIIME 2 (Martin, 2011).
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11.4.7.2 Assemblage des séquences

Les lectures de séquences sens et antisens ont été assemblées a I'aide de 1’outil d'analyse FLASH

(V.1.2.11) (http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/) (Mago¢ et Salzberg, 2011), les séquences

obtenues apres assemblage sont appelées séquences brutes (raw tags).
11.4.7.3 Filtrage de la qualité des séquences

Les séquences brutes ainsi obtenues ont ¢été filtrés a 1'aide de fastp (V.0.23.1), un outil de
prétraitement ultra rapide des fichiers FASTQ qui permet d’éliminer les séquences de faible
qualité, les bases ambiglies, les séquences trop courtes, ainsi que les adaptateurs restants. Il
permet également d'effectuer le contrdle de la qualité avant et apres le nettoyage des données.
Apres cette étape de filtrage, des séquences de bonne qualité ont été obtenues (Bokulich et al.,

2013 ; Chen et al., 2018).
I1.4.7.4 Elimination des séquences chimériques

Les séquences chimériques ont été détectées par alignement et comparaison des séquences

clean tags sur une base de données de référence Silva (https://www.arb-silva.de/). Par la suite,

les séquences chimériques ainsi détectées ont été éliminées a 1’aide du package vsearch
(V2.16.0) (https://github.com/torognes/vsearch) afin d’obtenir des séquences non chimériques
(Edgar et al., 2011).

11.4.7.5 Débruitage des séquences et inférence des ASVs

Le débruitage des s€quences non chimériques a été effectué en utilisant I’algorithme DADA?2
(Callahan et al., 2016) implémenté dans le pipeline QIIME 2 a I’aide de la fonction (giime
dada? denoise-*). Les séquences ayant une abondance inférieure a 5 ont été ensuite filtrées afin
d’obtenir les ASVs finaux ainsi que la table d'abondance de chaque ASV dans chaque

¢chantillon (table d’ASVs) (Bolyen et al., 2019).
I1.4.7.6 Assignation taxonomique des ASVs

Par la suite, les séquences représentatives des ASVs obtenus ont été annotées en recherchant

des séquences similaires sur la base de données de référence Silva (http://www.arb-silva.de/)

(Quast et al., 2013) en utilisant 1’algorithme classify-sklearn du pipeline QIIME 2, afin
d’obtenir 1’assignation taxonomique de chaque ASV (Bokulich ez al., 2018). Une fois chaque
ASV assignée a une taxonomie, une matrice regroupant I’abondance de chaque ASV dans
chaque échantillon et les résultats de ’assignation taxonomique a été obtenue. Cette matrice est

appelée une table de taxonomie.
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11.4.7.7 Construction de I’arbre phylogénétique

L’analyse des relations phylogénétiques entre tous les ASVs ainsi que I’évaluation des
différences des espéces dominantes entre les différents échantillons a été réalisée par un
alignement de séquences multiples. Par la suite, des arbres phylogénétiques ont été construits a
l'aide de QIIME 2 (Edgar, 2004), ce qui permet une ¢tude de la diversité bactérienne alpha et
béta.

11.4.7.8 Analyse du diagramme de Venn

Le diagramme de Venn des séquences ASVs partagées et uniques pour chaque groupe a été

réalisé par la fonction VennDiagram() du logiciel R (V 2.15.3) (R Core Team, 2021).
11.4.7.9 Normalisation des séquences par raréfaction

Le nombre total d’ASVs obtenus peut varier d'un échantillon a I'autre, ce qui pose un probléme
lors de la comparaison de la diversité bactérienne entre les échantillons en raison des différences
de profondeur de séquencage. Pour cette raison, une normalisation de la taille des échantillons
a la plus faible profondeur de séquencage est nécessaire. La méthode de normalisation la plus

couramment utilisée est la raréfaction (Kim et al., 2017 ; Weiss et al., 2017).

La raréfaction est une méthode statistique qui sert a estimer le nombre d'especes attendues dans
un ¢échantillon aléatoire d'individus. Elle permet également d’évaluer la couverture de
séquencage en représentant graphiquement le nombre de taxons détectés en fonction du nombre
de séquences échantillonnées. Les courbes de raréfaction sont largement utilisées pour estimer
la richesse bactérienne (nombre d'especes présentes) au sein des échantillons. Lorsque la courbe
de raréfaction atteint un plateau, seules quelques nouvelles espéces sont détectées avec
I'augmentation de la profondeur de séquengage. Il est ainsi possible de conclure que la
profondeur de séquengage était suffisante pour capturer la quasi-totalité de la diversité

bactérienne des échantillons (Kim ef al., 2017 ; Kleine Bardenhorst ez al., 2022).

Dans notre étude, les échantillons ont été raréfiés a un seuil de normalisation fixé a 64 869
séquences. Par la suite, les analyses de la diversité bactérienne alpha et béta ont été réalisées

sur la base de la table d’ASVs normalisée.
11.4.7.10 Analyse de la diversité alpha

La diversité alpha est définie comme une mesure de la diversité des communautés bactériennes
au sein d’un échantillon. Elle permet d’évaluer la richesse et I’équitabilité de la répartition des

especes. La richesse désigne le nombre d’espéces (ASVs) observées dans 1’échantillon,
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indépendamment de leur abondance relative. L’équitabilité correspond a la distribution des
abondances relatives des différentes espéces dans un échantillon (Finotello et al., 2018 ;
Knight ez al., 2018). De plus, un autre indice le Good's coverage, est utilisé pour évaluer la

couverture de séquencage (Lemos et al., 2011).
= Indices de richesse

Dans notre ¢tude, deux indices ont été sélectionnés pour estimer la richesse bactérienne citant,

le nombre des ASVs observés et I’indice de Chaol.

- L’indice de richesse spécifique le plus utilisé est le nombre d’ASVs différents (observed

ASVs) (Kim et al., 2017).

- L’indice Chaol est une méthode non paramétrique permettant d'estimer le nombre total
d'especes présentes dans une communauté. Il est basé sur le principe selon lequel les especes
rares fournissent le plus d'informations sur le nombre d'espéces non observées. L’estimateur de
richesse Chao est un bon indicateur de la présence d'espéces de faible abondance, seuls les
singletons (espéces observées une fois) et les doubletons (especes observées deux fois) sont
utilisés pour estimer le nombre d'espéces non observées (Kim et al., 2017). 11 est calculé selon
la formule suivante :

VB

SChﬂol = Sobs 2(P2+1)

Ou Fj et F; représentent le nombre de singletons et de doubletons, respectivement, tandis que

Sobs correspond au nombre total d'especes observées.
* Indices de diversité

Les indices de diversité prennent en compte a la fois le nombre total d’especes différentes et

leur abondance relative (la richesse et I’équitabilité de la répartition des especes).

Dans notre étude, deux indices ont été utilis€s pour mesurer la richesse et 1’équitabilité des

especes bactériennes, a savoir I’indice de Shannon et 1’indice de diversité de Gini Simpson.

- L’indice de Shannon est calculé en tenant en compte du nombre total de taxons dans
I'échantillon (richesse) et de la proportion de chaque taxon (abondance). Plus l'indice de
Shannon est élevé, plus la diversité de la communauté est €élevée et plus les especes sont
réparties de maniere uniforme. L’indice de Shannon, donne autant d’importance a la richesse

qu’a I’équitabilité et est donc fortement influencé par les espéces rares (Kim et al., 2017).
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L’indice de Shannon est défini par la formule suivante :
E
H'=-)  (pilogy(y)
i=1

Ou S est le nombre de taxons et p; est la proportion de 1'échantillon représentée par le taxon i.

- L’indice de Simpson (D) refléte la probabilité que deux bactéries prises au hasard
appartiennent a la méme espece. La valeur de Simpson (D) varie de 0 a 1, ou 0 représente une
diversité infinie et 1 une absence de diversité. Ainsi, plus la valeur (D) augmente, plus la
diversité diminue (Lemos ef al., 2011). Pour rendre l'interprétation plus intuitive, l'indice de
Simpson est généralement exprimé sous sa forme inverse (1/D), ou une valeur plus élevée
indique une diversité plus importante, ou sous la forme de l'indice de diversité de Simpson (1-
D), également appelé indice de Gini-Simpson, qui mesure la probabilité que deux bactéries
tirées au hasard dans la communauté appartiennent a des espéces différentes. La valeur de cet
indice est comprise entre 0 et 1, plus la valeur est élevée, plus la diversité est importante

(Roswell et al., 2021). 11 est calculé selon la formule suivante :

S
1— Z'pf
i=1

Ou § est le nombre de taxons et p; est la proportion de 1'échantillon représentée par le taxon i.

L’indice de diversit¢é de Simpson donne plus d’importance a 1’équitabilité et aux especes

dominantes (Kim et al., 2017 ; Galloway-Peiia et Hanson, 2020).
e Indice de bonne couverture

L’estimateur de bonne couverture (Good s coverage) est un indice qui permet de caractériser la
profondeur de séquencage. Il est calculé a partir du nombre de taxons observés une seule fois
(singletons) et du nombre total de séquences présentes dans I'échantillon (Lemos et al., 2011).
Il est exprimé par la formule suivante :
1
c=1-=2
N
Ou Fjest le nombre de taxons observés une seule fois (c'est-a-dire les singletons) et /V est le

nombre total de séquences de I'échantillon.
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Dans notre étude, les indices de diversité alpha ont été calculés pour I’ensemble des échantillons

a I’aide de QIIME 2, puis visualisés avec le logiciel R.
11.4.7.11 Analyse de la diversité béta

L’analyse de la diversit¢ béta consiste a comparer la composition des communautés
bactériennes entre les différents échantillons, en se basant sur des indices de distance (Knight

etal., 2018).
a. Mesures de distance

Le calcul de Ia taille de I'échantillon pour la diversité béta nécessite 1’utilisation de mesures de
distance entre les échantillons, qui quantifient la dissimilarité entre les communautés
bactériennes. Plusieurs indices de la diversité béta sont couramment utilisés pour caractériser
la composition des communautés bactériennes, le plus fréquemment utilisée est ’indice de
distance UniFrac, qui mesure la distance phylogénétique entre différents taxons au sein d'un

arbre phylogénétique (Lozupone et Knight, 2005).

Dans notre étude, la diversité béta a été¢ évaluée a partir des distances UniFrac pondérée
(weighted UniFrac) et non pondérée (unweighted UniFrac), qui prennent en compte les

différences phylogénétiques entre les communautés bactériennes.

La distance UniFrac pondérée est une mesure quantitative qui prend en compte 1’abondance
relative de chaque ASV et les distances phylogénétiques entre les communautés bactériennes,
cette distance accorde plus d'importance aux taxons les plus abondants, tandis que la distance
UniFrac non pondérée est une mesure qualitative basée uniquement sur la présence ou absence
des ASVs et qui prend en compte la fraction des longueurs de branches phylogénétiques propres
a chaque échantillon, cette distance accorde plus d'importance aux taxons rares (Lozupone ef

al., 2007; Lozupone et Knight, 2008).
b. Visualisation de la diversité béta

Ces indices UniFrac ont été calculés pour chaque paire d’échantillons, donnant ainsi deux
matrices de distance distinctes. Celles-ci ont ensuite ¢été¢ visualisées par des techniques
d’ordination y compris 1’analyse en coordonnées principales (PCoA, Principal Coordinates
Analysis) et le positionnement multidimensionnel non-métrique (NMDS, Non-Metric
Multidimensional Scaling). Ces analyses d’ordination ont permis de visualiser sur des
graphiques en deux ou trois dimensions, les similarités ou dissimilarités dans la composition

des communautés bactériennes entre les deux groupes.

62



Chapitre IT Matériels et méthodes

L’ordination NMDS préserve le rang des distances entre les échantillons, tandis que 1’ordination
PCoA vise a préserver au mieux les distances originales entre les échantillons. Ainsi, la PCoA
fournit généralement des résultats plus facilement interprétables. Néanmoins, les deux

méthodes conduisent généralement a des conclusions similaires (Jovel et al., 2016).

Dans ces graphiques, chaque point représente un échantillon et plus la distance entre deux
points est grande, plus les communautés bactériennes qui composent ces €chantillons sont

différentes (Armstrong et al., 2022).

Les graphiques de I’analyse PCoA et NMDS ont été visualisés a 1'aide des packages ade4 et
geplot2 du logiciel R (V 2.15.3).

11.4.7.12 Analyse de ’abondance relative des taxons bactériens

Sur la base des résultats de I'assignation taxonomique, les dix taxons les plus abondants de
chaque groupe, a différents rangs taxonomiques (phylum, classe, ordre, famille, genre et
espece), ont été sélectionnés pour établir des histogrammes de la distribution de leur abondance
relative a 1'aide d’un script Perl utilisant la fonction SVG. L’histogramme de distribution est
une représentation graphique permettant de visualiser les taxons présentant une abondance

relative plus élevée ainsi que leur proportion dans chaque groupe (Liu et al., 2021a).

11.4.7.13 Analyse LEfSe

L'analyse discriminante linéaire (LDA) de la taille de D’effet (LEfSe) est un outil
bioinformatique congu pour détecter des biomarqueurs de haute dimension et révéler des
caractéristiques métagénomiques y compris des taxons, des genes ou des métabolites. Elle peut
ainsi étre utilisée pour caractériser les différences entre deux ou plusieurs groupes ou conditions
biologiques. L’analyse LEfSe associe la significativité statistique, la cohérence biologique et
l'estimation de la taille de I'effet. Les résultats de cette analyse sont présentés sous la forme d’un
histogramme des scores LDA et d'un cladogramme montrant les taxons différentiellement

abondants entre les groupes (Segata et al., 2011).

Dans cette étude, 1'analyse LEfSe a été effectuée pour identifier des biomarqueurs (des taxons
bactériens) présentant une abondance différentielle entre les deux groupes OB et NW, a
différents niveaux taxonomiques (classe, famille, genre et especes) en utilisant le software
LEfSe (V.1.1.01) (Segata et al., 2011). Les taxons présentant un score LDA > 2 et une valeur

de p < 0,05 ont été considérés comme significativement enrichis dans I’un des deux groupes.
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11.4.7.14 Prédiction fonctionnelle du MI par PICRUSt2

La prédiction des différentes fonctions des communautés bactériennes du MI dans les deux
groupes (OB et NW) a été réalisée a l'aide de software PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation
of Communities by Reconstruction of Unobserved States2) (V.2.3.0) (Douglas et al., 2020).
PICRUSTt2 est un software bioinfomatique permettant de prédire les fonctions du métagénome

a partir des séquences du gene de I’ARNr 168S.

Une description détaillée du processus de la prédiction fonctionnelle est disponible sur le web

(https://github.com/picrust/picrust2/wiki).

Dans notre étude, la prédiction des fonctions des communautés bactériennes intestinales a été
effectuée a 1’aide des bases de données d’annotation fonctionnelle, notamment les COG
(Cluster of Orthologous Groups of Proteins) (Tatusov et al., 2000), les numéros EC (Enzyme
Commission numbers), les KO (KEGG Orthology) (Kanehisa et al., 2012) et les voies
métaboliques de MetaCyc.

I1.4.8 Analyse statistique des données

Toutes les analyses statistiques de cette étude ont été réalisées a 1’aide du logiciel R (V. 2.15.3).
Les variables quantitatives de chaque groupe ont été exprimées en moyenne * écart-type et
comparées entre les deux groupes OB et NW par un test non-paramétrique de Mann-Whitney.
Les variables qualitatives ont été exprimées en effectifs et en pourcentages, puis comparées

entre les deux groupes a 1’aide du test exact de Fisher (Xia et Sun, 2017).

Les différences des indices de la diversité alpha entre les groupes OB et NW ont été analysées
a l'aide du test de Mann-Whitney. La diversité béta a été comparée entre les groupes OB et NW
a I’aide d’une analyse multivariée de la variance par permutations (PERMANOVA), également
appelée test adonis, basée sur les distances UniFrac pondérée et non pondérée. Cette analyse a
¢été effectuée dans le R a ’aide de la fonction (adonis) du package (vegan), en utilisant 9999

permutations (Anderson, 2001 ; Anderson, 2017).

Les différences dans la répartition de 1'abondance relative des phyla, genres et especes entre les

deux groupes OB et NW ont été évaluées a I'aide du test du Khi- deux (Xia et Sun, 2017).

Les différences de la prédiction fonctionnelle du MI entre les groupes OB et NW ont été

analysées par le test-t de Student (Xia et Sun, 2017).

Les résultats de tous les tests statistiques ont été considérés comme significatifs a une p-value

<0,05.
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Chapitre I11 Résultats

IIL.1 Caractéristiques des participantes a I’étude

Au total, 10 échantillons de selles collectés aupres de femmes volontaires, agées de 22 4 47 ans
et résidant dans la wilaya de Tlemcen, ont été analysés dans cette étude. Les participantes ont
¢été réparties selon leur IMC en groupe obése (OB ; n = 5) et groupe a poids normal (NW ; n =
5). Les caractéristiques démographiques, cliniques, alimentaires et liées au mode de vie des
participantes sont présentées dans le Tableau 4.

Le groupe des femmes OB présentaient un IMC moyen de 41,22 + 5,05 kg/m? et un 4ge moyen
de 35,80 + 8,35 ans, tandis que le groupe des femmes NW avaient un IMC moyen de 20,69 +
0,75 kg/m? et un Age moyen de 33,40 + 9,07 ans. Aucune différence statistiquement significative
n’a été observée pour 1’age et la taille (p > 0,05) entre les deux groupes OB et NW. Cependant,
une différence statistiquement significative a été mise en évidence pour le poids corporel et
I'IMC (p < 0,05) entre les deux groupes OB et NW. Par ailleurs, aucune différence
statistiquement significative n’a été observée entre les groupes OB et NW pour les autres
variables relatives aux habitudes alimentaires, notamment la fréquence des repas par jour (p
=0,60), la nature des repas généralement consommés (p = 0,28) et le grignotage (p = 0,99), le
niveau d’activité physique (p = 0,99), la présence d’une d'obésité depuis I'enfance (p = 0,99)

ainsi que les antécédents familiaux d'obésité (p = 0,99).

Tableau 4. Caractéristiques démographiques, cliniques, alimentaires et liées au mode de vie
des participantes.

Variables Groupe OB Groupe NW  p-value
(n=5) (n=5)

Age (ans) 35,80 + 8,35 33,40 £9,07 0,67%

Poids (kg) 109,40 £ 12,56 54,80 + 1,30 0,01°?

Taille (m) 1,63 £ 0,04 1,63 £ 0,04 0,94%

IMC (kg/m?) 41,22 +5,05 20,69 + 0,75 <0,01°?

Fréquence des repas par jour 3,8+0,44 3,6 £0,55 0,60°

Les repas sont généralement | Fibres 0(0 %) 3(100 %)

riches en Glucides | 3(75 %) 1(25 %) 0,28"
Protéines | 2(67 %) 1(33 %)

Grignotage non 3(60 %) 2(40 %) 0.99"
oui 2(40 %) 3(60 %)

Activité physique Faible 2(67 %) 1(33 %) 0.09"
Modérée | 3(43 %) 4(57 %)
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Probléme d'obésité depuis non 2(29 %) 5(71 %) b
I'enfance . 0,99
oui 3(100 %) 0(0 %)

Antécédents familiaux non 2(29 %) 5(71 %)

d'obésité . 0,99"
oui 3(100 %) 0(0 %)

Les variables quantitatives ont été présentés en moyenne + €cart-type et les variables qualitatives ont été
exprimées en effectifs et en pourcentages. a: Test de Mann-Whitney, b: Test exact de Fisher.
p-value < 0,05 est considérée significative.

I11.2 Analyse bioinformatique des données de séquencage

Les lectures de séquences brutes obtenues dans notre étude ont été déposées dans la base de
données SRA (Sequence Read Archive) du NCBI sous le numéro d'accés BioProject

PRINA1045996 (Biosamples de SAMN38468362 a SAMN38468371) (Annexe 4).

Un total de 1 360 051 lectures brutes a été obtenu a partir du séquencage métagénomique
d’amplicons du geéne de I’ARNTr 16S réalisé sur 10 échantillons de selles, avec une moyenne de
137 136 et 134 875 lectures par échantillon dans les groupes OB et NW, respectivement. Apres
le filtrage des séquences de faible qualité et 1’élimination des adaptateurs et des séquences
chimériques, le nombre moyen de lectures non chimériques obtenues était de 76 002 dans le
groupe OB, avec un taux moyen de 55,51 % et de 79 063 lectures dans le groupe NW, avec un

taux moyen de 58,62 %. La longueur moyenne des lectures était de 413 pb (Tableau 5).

Tableau 5. Prétraitement et contrdle de la qualité des données de séquencage.

Echantillon | Lectures | Lectures Lectures de | Lectures non | Bases (nt) | Longueur | Q20 | Q30 | GC | Pourcentage
brutes fusionnées | haute chimériques moyenne (%) | effectif (%)
qualité (nt)
NW1 134,590 | 111,458 110,632 82,345 34,168,052 | 414 98.14 | 9420 | 56.03 | 61.18 %
NW2 133,108 111,429 110,782 75,615 30,866,690 | 408 98.29 | 94.48 | 5495 | 56.81 %
NW3 134,224 | 112,043 111,320 73,209 30,310,913 | 414 98.24 | 94.41 | 54.52 | 54.54 %
NW4 132,384 | 113,041 112,184 80,942 33,541,831 | 414 98.18 | 94.30 | 55.28 | 61.14 %
NW5 140,067 | 119,832 118,953 83,202 34,432,008 | 413 98.10 | 94.09 | 56.41 | 59.40%
OB1 133,651 112,794 111,896 72,317 30,145,550 | 416 98.08 | 94.01 | 5549 | 54.11 %
OB2 130,100 | 110,194 109,261 81,348 33,937,399 | 417 98.17 | 9429 | 54.75 | 62.53 %
OB3 136,482 115,393 114,616 73,442 30,101,693 | 409 98.19 | 94.35 | 55.46 | 53.81 %
OB4 142,032 118,711 117,896 75,075 30,866,879 | 411 98.17 | 94.29 | 54.58 | 52.86 %
OB5 143,413 | 121,571 120,781 77,830 32,085,646 | 412 9821 | 9431 | 56.53 | 54.27 %
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Lectures brutes: le nombre de lectures en paires brutes; Lectures fusionnées: lectures apres
assemblage des séquences sens et antisens; Lectures de haute qualité: lectures apres filtration
des séquences de faible qualité; Lectures non chimériques: lectures apres élimination des
séquences chimériques et qui seront utilisés pour les analyses subséquentes; Bases: le nombre
de bases des lectures non chimériques; Longueur moyenne (nt): longueur moyenne des
lectures non chimériques; Q20: le pourcentage des bases ayant une qualité supérieure a 20
(erreur de séquencage inférieur a 1 %) dans les lectures non chimériques; Q30: le pourcentage
des bases ayant une qualité supérieure a 30 (erreur de séquencage inférieur a 0,1 %) dans les
lectures non chimériques ; GC (%): le contenu en GC des lectures non chimériques;
Pourcentage effectif (%): le pourcentage des lectures non chimériques par rapport au nombre
total de lectures brutes. NW : groupe a poids normal ; OB : groupe obése.

I11.2.1 Assignation taxonomique des ASVs

Apres le traitement bioinformatique des séquences, un total de 1832 ASVs a été identifi¢ a partir
des échantillons des groupes OB et NW, une partie de la table de taxonomie générée par
QIIME?2 est présentée dans I’annexe 5, ces ASVs ont été ensuite assignés a 33 phyla, 47 classes,

93 ordres, 133 familles, 245 genres et 122 espéces.

Le diagramme de Venn a montré que 474 ASVs ont été partagés entre les deux groupes NW et
OB ; tandis que 559 et 799 ASVs étaient spécifiques pour le groupe NW et OB, respectivement
(Figure 33).

799 474 559

OB
MW

Figure 33. Diagramme de Venn montrant les ASVs uniques et partagés entre les groupes OB
et NW.
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I11.2.2 Analyse des courbes de raréfaction

La raréfaction des données a été effectuée a une profondeur de séquencage de 64 869 séquences.
Les courbes de raréfaction du nombre d’ASVs observés et de I’indice de Shannon ont atteint
un plateau dans les groupes OB et NW, indiquant que la profondeur de séquencage était
suffisante pour couvrir la majorité¢ de la diversité bactérienne présente dans les échantillons

fécaux des deux groupes OB et NW (Figure 34A-B).
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Figure 34. Courbes de raréfaction pour le calcul d’ASVs observés (A) et d’indice de Shannon
(B) chez les groupes OB et NW. L’axe horizontal indique le nombre des séquences analysées,
et I’axe vertical indique le nombre d’ASVs observés dans chaque groupe. OB : groupe obeése ;
NW : groupe a poids normal.

I11.2.3 Diversité alpha du MI

La diversité alpha du MI a été évaluée pour chaque échantillon en calculant cinq indices de
diversité (Tableau 6). L’indice de couverture (Good’s coverage) était de 100 % pour tous les
¢chantillons des groupes OB et NW, indiquant une couverture de séquencage suffisante pour

caractériser la diversité bactérienne de 1’ensemble des échantillons.
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Tableau 6. Les indices de diversité alpha pour chaque échantillon.

Echantillons ASVs observés Shannon Simpson Chaol Goods_coverage

NW1 357 4.479 0.863 361.714 1
NW2 370 5.584 0.955 370.385 1
NW3 410 5.688 0.945 411.647 1
NW4 365 5.191 0.936 367.6 1
NWS5S 387 4.861 0.906 388.44 1
OB1 348 4.987 0.919 350 1
0B2 330 4.058 0.826 333.714 1
OB3 455 5.595 0.939 459.773 1
OB4 581 5.823 0.951 589.108 1
0BS5S 481 5.108 0.922 485.812 1

La comparaison de la diversité alpha entre les deux groupes OB et NW est présentée dans la
Figure 35. La richesse, représentée par le nombre d’ASVs observés et I’indice Chaol, est plus
¢levée dans le groupe OB par rapport au groupe NW. A D'inverse, les indices de richesse et
d’équitabilité, notamment 1’indice de Shannon et ’indice de diversité de Simpson sont plus
¢levés dans le groupe NW par rapport au groupe OB. Toutefois, la diversité alpha n'était pas
significativement différente entre les deux groupes OB et NW, selon les différents indices
(nombre d’ASVs observés : p = 0,69, indice de Chaol : p = 0,69, indice de Shannon : p = 0,99,
indice de Simpson : p = 0,84), en utilisant le test de Mann-Whitney.
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Figure 35. Box plots des indices de la diversité alpha calculés dans les groupes OB et NW
(A) selon le nombre d’ASVs observés, (B) I’indice de Shannon, (C) I’indice de Simpson,
(D) ’indice de Chaol, en utilisant le test de Mann-Whitney, p-value < 0,05 est considérée
significative. OB : groupe obese ; NW : groupe a poids normal.

1I1.2.4 Diversité béta du MI

La diversité béta du MI a été évaluée a 1’aide des analyses d’ordination de type PCoA et NMDS
basées sur les matrices de distance UniFrac pondérée et non pondérée. Ces analyses n’ont
montré aucune séparation claire entre les deux groupes OB et NW (Figure 36A - D). De plus,
I’analyse PERMANOVA (adonis) basée sur les distances UniFrac pondérée et non pondérée, a
confirmé I’absence de différence significative dans la composition du MI entre les deux
groupes, UniFrac pondérée (la proportion de variance R? = 0,08, p = 0,61) et UniFrac non

pondérée (R?=0,10, p = 0,68).
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Figure 36. Analyse de la diversité béta du MI dans les groupes OB et NW. Graphiques de
I’analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur la distance UniFrac pondérée (A) et
UniFrac non pondérée (B). Graphiques du positionnement multidimensionnel non-métrique
(NMDS) basé sur la distance UniFrac pondérée (C) et UniFrac non pondérée (D). Chaque point
représente un échantillon du MI d’un individu et les ellipses montrent les intervalles de
confiance pour les groupes. OB : groupe obese ; NW : groupe a poids normal.

I11.2.5 Composition du MI et abondance relative des taxons bactériens

Dans la présente étude, les résultats révelent que les dix phyla bactériens les plus abondants
composant le MI des deux groupes OB et NW représentent une abondance de 99 % de

I’ensemble des séquences obtenues (Figure 37A).
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Les phyla les plus dominants dans les deux groupes OB et NW ¢étaient les Firmicutes et les
Actinobacteriota avec une abondance de 66,1 % et 29,2 %, respectivement dans le groupe OB,
et une abondance de 58,3 % et 31,2 %, respectivement dans le groupe NW. Ces deux phyla
majoritaires dans les deux groupes OB et NW sont suivis par les phyla Euryarchaeota,
Verrucomicrobiota, —Cyanobacteria, Bacteroidota, Proteobacteria, Desulfobacterota,
Campilobacterota et Chloroflexi. L’abondance relative au niveau du phylum est
significativement différente entre les groupes OB et NW (p < 0, 001, en utilisant le test Khi-

deux).

L’abondance des Firmicutes était plus élevée dans le groupe OB en comparaison au groupe
NW, tandis que celle des Actinobacteriota était plus élevée dans le groupe NW par rapport au
groupe OB. De plus, I’abondance relative des phyla Firmicutes et Actinobacteriota a montré
une variabilité individuelle modérée dans les deux groupes OB et NW, entre 49,5 % et 73,3 %

pour les Firmicutes et entre 19 % et 42,1 % pour les Actinobacteriota.

Auniveau du genre, 1’analyse de I’abondance relative a montré que le MI des deux groupes OB
et NW est composé de dix genres bactériens majoritaires : Bifidobacterium (17,4 %, 20,8 %),
Enterococcus (16 %, 7,8 %), Catenibacterium (2,8 %, 11 %), Romboutsia (8,4 %, 4,6 %),
Ligilactobacillus (3,1 %, 5,7 %), Clostridium sensu stricto 1 (7,1 %, 3,1 %), Blautia (8 %,
4,9%), Collinsella (6,1 %, 8,2 %), Catenisphaera (1,6 %, 0,3 %) et Akkermansia (0,5 %, 2,8%)
(Figure 37B). L’abondance relative au niveau du genre était significativement différente entre
les deux groupes OB et NW (p < 0, 001, test de Khi-deux). Le groupe OB présentait une
abondance significativement plus élevée des genres Enterococcus, Blautia, Romboutsia,
Catenisphaera et Clostridium sensu stricto 1 et une faible abondance des genres

Bifidobacterium, Ligilactobacillus, Catenibacterium, Collinsella et Akkermansia.

Concernant 1’analyse de I’abondance au niveau des especes, les dix espéces les plus
dominantes dans les deux groupes OB et NW <¢étaient les suivantes: Bifidobacterium
adolescentis (11,9 %, 12,4 %), Lactobacillus ruminis (2,5 % , 5 %), Bifidobacterium longum
(2 % , 6 %), swine fecal bacterium SD-Pecl0 (2,6 %, 0,7 %), Chlamydia trachomatis (1,6 %,
0,2%), Methanobrevibacter smithii (0,8 %, 1,9 %), Anaerococcus vaginalis (0,1 %, 0,7 %),
Blautia obeum (1,4 %, 1,3 %), Bifidobacterium bifidum (0,6 %, 0,4 %) et Candidatus
Melainabacteria bacterium MEL.A1 (0,4 %, 0,1 %) (Figure 37C). Une différence significative
dans I’abondance des espéces a été observée entre les deux groupes OB et NW (p <0, 001, test

de Khi-deux).
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Nos résultats ont montré que [’abondance des espéces swine fecal bacterium SD-Pecl0),
Chlamydia trachomatis, Blautia obeum, Bifidobacterium bifidum et Candidatus
Melainabacteria bacterium MEL.AI était significativement élevée dans le groupe OB, tandis
que 1’abondance des especes Bifidobacterium adolescentis, Lactobacillus ruminis,
Bifidobacterium longum, Methanobrevibacter smithii, Anaerococcus vaginalis était

significativement élevée dans le groupe NW.
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Figure 37. Histogrammes des abondances relatives des 10 taxons bactériens les plus
abondants du MI dans les groupes OB et NW. (A) au niveau du phylum (B) du genre (C) de
I’espece. L’axe horizontal montre les différents groupes. L’axe vertical représente
I’abondance relative des taxons bactériens. OB : groupe obése ; NW : groupe a poids
normal.
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I11.2.6 Identification des taxons biomarqueurs par I’analyse LEfSe

L’analyse LEfSe a révélé des taxons bactériens spécifiques (biomarqueurs bactériens)
différentiellement enrichis dans le MI des groupes OB et NW. Cette analyse a montré que la
classe des Alphaproteobacteria, la famille des Rhizobiaceae et le genre
Lachnospiraceae UCG 001 étaient significativement plus abondants dans le groupe OB (LDA
score > 2 et p < 0,05) (Figure 38A-C), tandis que l’espéce Bacteroides dorei était
significativement enrichie dans le groupe NW (LDA score > 2 et p < 0,05) (Figure 38D).

I OB I OB
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i i i i i i i i i i i
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Figure 38. Représentations graphiques de 1’analyse LEfSe des taxons différentiellement
abondants dans les groupes OB et NW. (A) au niveau de la classe, (B) de la famille, (C) du
genre, (D) de I’espece. Les taxons bactériens en rouge sont plus abondants dans le groupe OB,
les taxons bactériens en vert sont plus enrichis dans le groupe NW. La longueur de la barre
représente le score LDA. Différence significative a LDA score > 2 et p < 0,05. LDA : analyse
discriminante linéaire ; OB : groupe obese ; NW : groupe a poids normal.

II1.2.7 Prédiction des fonctions du MI par PICRUSt2

L’analyse fonctionnelle par PICRUSt2 a été effectuée a partir des données de séquengage du
gene de ’ARNr 16S, afin de prédire les différentes fonctions métaboliques potentielles des
communautés bactériennes du MI des groupes OB et NW, en utilisant les bases de données
d’annotation fonctionnelle, notamment COG, les numéros EC, les orthologues KO et les voies
métaboliques de MetaCyc. L’analyse statistique a mis en évidence des différences significatives
dans la distribution des fonctions et des voies métaboliques prédites du MI entre les deux

groupes OB et NW (Figure 39).
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Selon I’annotation de la base de données COG, quatre fonctions COG ont présenté¢ des
différences significatives entre les deux groupes OB et NW. Parmi celles-ci, trois fonctions
correspondant & une protéine membranaire FtsW impliquée dans la division cellulaire
bactérienne (COG0772), a une protéine du systeme de transport de type ABC impliquée dans
le transport des sidérophores ferriques Fe** (COG0609) et a une protéine conservée non
caractérisée (COG1302), étaient significativement plus abondantes dans le groupe OB par
rapport au groupe NW, tandis qu'une fonction associée a une glycosyltransférase impliquée
dans la biosynthése de la paroi cellulaire (COGO0463) était significativement enrichie dans le

groupe NW (p < 0,05, test- t) (Figure 39A).

Selon I’annotation fonctionnelle basée sur les numéros EC, six enzymes présentaient une
abondance significativement différente entre les groupes OB et NW. Parmi celles-ci, trois
enzymes, notamment la 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase (EC:2.3.1.51) impliquée
dans la biosynthese des phospholipides et des triglycérides, la N-acylglucosamine-6-phosphate
2-¢épimérase (EC:5.1.3.9), participant au métabolisme des amino-sucres et la carbamate kinase
(EC:2.7.2.2) impliquée dans la production d’énergie sous forme d’ATP, étaient
significativement plus abondantes dans le groupe OB. A I’inverse, trois enzymes, notamment
la beta-N-acétylhexosaminidase (EC:3.2.1.52), la citrate (Si)-synthase (EC:2.3.3.1) et la
méthylénetétrahydrofolate réductase (EC:1.5.1.20), étaient significativement plus abondantes

dans le groupe NW (p < 0,05, test-t) (Figure 39B).

L’analyse fonctionnelle basée sur les orthologues KO a révélé que l'abondance de deux
orthologues fonctionnels différait significativement entre les groupes OB et NW. Parmi ces
orthologues, la protéine sensorielle histidine kinase YesM, appartenant a un systeme a deux
composants (K07718), était significativement plus abondante dans le groupe OB, tandis que
I’enzyme MurE; UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate--2,6-diaminopimelate ligase
(K01928) impliquée dans la biosyntheése de la paroi cellulaire était significativement plus

abondante dans le groupe NW (p < 0,05, test- t) (Figure 39C).

D’apres 1’annotation fonctionnelle de la base de données MetaCyc, une seule voie métabolique
impliquée dans la dégradation III des nucléotides de guanosine (PWY-6608) présentait une
abondance significativement plus élevée dans le groupe OB que dans le groupe NW (p < 0,05,

test -t) (Figure 39D).
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Figure 39. Prédiction des fonctions des communautés bactériennes du M1 dans les groupes OB
et NW par PICRUSt2, a I’aide des bases de données d’annotation : (A) COG, (B) EC, (C) KO,
(D) MetaCyc. La figure a gauche montre les différences d'abondance des fonctions du Ml entre
les deux groupes, et chaque barre de la figure représente I'abondance moyenne de la fonction
dans les groupes ; la figure a droite montre I’intervalle de confiance des différences inter-
groupes. (Test-t, p-value < 0,05 est considérée significative). OB : groupe obese ; NW : groupe
a poids normal.
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Chapitre IV Discussion

Dans la présente étude, une caractérisation du MI de dix femmes de I’Ouest algérien, cinq
obéses (OB) et cing a poids normal (NW) a été effectuée par une analyse métagénomique basée

sur le séquengage d’amplicons du géne de ’ARNr 16S.

L’analyse des indices de diversité alpha n’a révélé aucune différence significative de richesse
et de diversité des communautés bactériennes du MI entre les groupes OB et NW. Ce résultat
ne concorde pas avec plusieurs études précédentes, qui ont rapporté que les sujets obéses
présentent une diversité alpha significativement plus faible par rapport aux sujets non obéses
(Turnbaugh et al., 2009 ; Le Chatelier et al., 2013 ; Gruneck et al., 2020 ; Duan et al., 2021 ;
Lin et al., 2023), tandis que d’autres études ont révélé une diversité alpha plus €levée chez les
sujets obeses (Chavez-Carbajal et al., 2019). Cependant, nos résultats sont en accord avec
certaines études précédentes, qui n’ont pas montré de différences significatives de diversité
alpha entre les sujets obeses et ceux a poids normal (Gao et al., 2018b ; Palmas et al., 2021 ;
Pesoa et al., 2021 ; Aljazairy et al., 2022 ; Yin et al., 2022). Ces résultats contradictoires entre
les études concernant la diversité du MI chez les individus OB et NW peuvent étre attribuées a
différents facteurs tels que la génétique, l'environnement, le mode de vie et les habitudes

alimentaires de chaque population (Rinninella et al., 2019 ; Crovesy et al., 2020).

En ce qui concerne la diversité béta, les analyses d’ordination notamment la PCoA et le NMDS
basées sur les matrices de distance UniFrac pondérée et non pondérée, n’ont pas révélé une
séparation claire entre les deux groupes OB et NW. Ce résultat a été¢ confirmé par 1’analyse
PERMANOVA (adonis), qui n’a pas montré de différence significative dans la composition du
MI entre les deux groupes OB et NW, suggérant que la composition des communautés
bactériennes du MI est similaire entre les deux groupes. Ces résultats ne s’accordent pas avec
de nombreuses ¢études, qui ont montré des différences significatives de diversité béta entre les
individus obe¢ses et non obeses (Palmas et al., 2021 ; Pesoa et al., 2021 ; Duan et al., 2021).
Cependant, nos résultats sont similaires a d’autres études précédentes qui n’ont pas trouvé de
différences de composition du MI entre les sujets obeses et non obeses (Borgo et al., 2018 ;
Yin et al., 2022). 1l est important de noter que des résultats contradictoires concernant la
diversité du MI chez les sujets OB et NW sont fréquemment rapportés dans de nombreuses

¢tudes précédentes (Crovesy et al., 2020 ; Pinart et al., 2021).

Dans la présente étude, le résultat le plus marquant était I’abondance élevée d’Actinobacteriota
dans les deux groupes OB et NW, ce phylum se retrouvait en deuxiéme position apres les

Firmicutes, tandis que le phylum Bacteroidota, occupait la sixiéme position dans notre cohorte.
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Ce résultat ne s’accorde pas avec la majorité des études antérieures, qui ont rapporté que le MI
est composé principalement de Firmicutes et de Bacteroidota, représentant environ 90 % de la
communauté bactérienne du MI, avec une abondance relative de 60-65 % et 20-25 %,
respectivement (Qin et al, 2010 ; Rinninella e al., 2019). Néanmoins, bien que rare, la
prédominance des Actinobacteriota par rapport aux Bacteroidota a également été rapportée
dans certaines études portant sur le MI des individus francais, saoudiens, polynésiens, indiens,
chinois et russes, ou le MI était également dominé par les Firmicutes et les Actinobacteriota
(Tyakht et al., 2013 ; Yasir et al., 2015 ; Angelakis et al., 2016 ; Angelakis et al., 2018 ; Jain
et al., 2018).

La majorité des études portant sur la composition du MI ont été menées chez les populations
occidentales, tandis que celles des pays en développement sont moins étudiées (Gomes et al.,
2018 ; Pinart ef al., 2021). Nos résultats indiquent qu’il est difficile de tirer des conclusions
sur le profil taxonomique typique du MI chez les individus obeses et minces. De plus, ces
résultats renforcent les doutes concernant 1’utilisation controversée du ratio
Firmicutes/Bacteroidetes comme biomarqueur de 1’obésité¢ (Magne et al., 2020). En effet, des
résultats contradictoires ont été rapportés entre les études concernant les variations de
I’abondance relative des Firmicutes et des Bacteroidetes chez les individus obéses et non obéses

(Pinart et al., 2021).

Bien que la majorité des études précédentes aient rapporté une augmentation des Firmicutes et
une diminution des Bacteroidetes chez les sujets obeses comparativement aux sujets minces
(Ley et al., 2006 ; Turnbaugh et al., 2006 ; Kasai et al., 2015 ; Koliada ez al., 2017 ; Palmas
et al., 2021), a D’inverse, d’autres €tudes ont montré une abondance plus élevée des
Bacteroidetes par rapport aux Firmicutes chez les sujets obeses (Collado et al., 2008 ;
Schwiertz et al., 2010), ou une augmentation des deux phyla chez les sujets obéses (Ismail e?
al., 2011) ou aucune différence significative dans I'abondance des deux phyla entre les sujets
obeses et non obeses (Duncan et al., 2008 ; Mai et al., 2009 ; Zupancic et al., 2012 ; Peters
et al., 2018). Ces résultats contradictoires pourraient s'expliquer par des interactions complexes
entre le génotype, le mode de vie, les habitudes alimentaires et I’environnement, et par
conséquent, d'autres €études sont encore nécessaires afin de montrer que les modifications de la

composition du MI contribuent a la survenue de 1’obésité.

Ainsi, la prédominance des phyla Firmicutes et Actinobacteriota dans le MI des femmes

algériennes, aussi bien dans le groupe OB que le groupe NW, au lieu de la composition
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taxonomique dominée par les Firmicutes et les Bacteroidetes, qui a été rapportée dans de
nombreuses études, pourrait €tre attribuée a un des facteurs ayant une influence sur les
changements quantitatifs et qualitatifs de la composition et la fonction du MI, tels que la
génétique, le régime alimentaire, les conditions géographiques et socio-€conomiques
(Rinninella ef al., 2019). Parmi ces facteurs, le régime alimentaire est fortement susceptible

d'influencer sur la composition du MI (Crovesy et al., 2020).

Toutefois, ce résultat n'était pas inattendu que la composition du MI dans la présente étude
differe significativement de celle des études précédentes. En effet, I'Algérie est a la fois un pays
Nord-africain et méditerranéen, dont le régime alimentaire est de type méditerranéen. Ce type
de régime se caractérise par une forte consommation d'aliments d'origine végétale, dont les
bienfaits pour la santé sont bien reconnus (Merra et al., 2020). Des études antérieures ont révélé
qu'une alimentation riche en fibres, une caractéristique du régime méditerranéen, pourrait
favoriser la croissance de bactéries bénéfiques dans l'intestin telles que les actinobactéries
(Garcia-Mantrana et al., 2018 ; Tomova et al., 2019), ce qui pourrait en partie expliquer
I’augmentation de 1’abondance de ce phylum chez les femmes algériennes. Le phylum
Actinobacteria est un groupe bactérien diversifié¢ qui joue un réle crucial dans le maintien de la
santé intestinale (Binda et al., 2018). L'une des fonctions principales de certains membres de
ce phylum dans l'intestin est sa contribution dans la dégradation des fibres alimentaires et des
hydrates de carbone complexes afin de produire des métabolites comme les AGCC, en
particulier I’acétate, le propionate et le butyrate. Ces AGCC servent de source d'énergie pour
les cellules épithéliales du colon, exercent des effets anti-inflammatoires et contribuent ainsi au
maintien de I’intégrité et de la santé de la muqueuse gastro-intestinale (Riviére et al., 2016 ;

Parada Venegas et al., 2019).

Ainsi, notre analyse a révélé que la distribution des phyla Firmicutes et Actinobacteriota dans
les groupes OB et NW était statistiquement significative. Nous avons constaté que le MI de
groupe OB contenait plus de Firmicutes et moins d'Actinobacteriota que celui du groupe NW.
Cette abondance é¢élevée des Firmicutes dans le groupe OB est comparable a des études
antérieures (Koliada et al., 2017 ; Chavez-Carbajal et al, 2019 ; Palmas ef al., 2021). Le
mécanisme potentiel de I'association entre les Firmicutes et I'obésité réside dans leur capacité a
extraire plus efficacement de I'énergie a partir des aliments. Le surplus d'énergie pourrait
contribuer a l'augmentation du stockage des graisses, et par conséquent a la survenue de

I’obésité (Turnbaugh et al., 2006).
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En ce qui concerne la diminution de I'abondance relative des Actinobacteriota dans le groupe
OB de notre étude, ce résultat ne concorde pas avec de nombreuses études, qui n'ont pas observé
de différences significatives dans I'abondance de ce phylum entre les sujets obéses et non obéses
(Pinart ef al., 2021). Bien que les actinobactéries sont généralement moins dominants dans le

MI humain, leur réle dans 1'obésité nécessite d’€tre davantage étudié.

A Iéchelle du genre, une abondance relative significativement plus élevée des genres
Enterococcus, Blautia, Romboutsia, Catenisphaera et Clostridium sensu stricto 1 et une
diminution de 1'abondance des genres Bifidobacterium, Ligilactobacillus, Catenibacterium,

Collinsella et Akkermansia a été observée dans le groupe OB.

Le MI du groupe OB se caractérisait par une abondance ¢levée des genres appartenant au
phylum des Firmicutes, notamment Enterococcus, Blautia, Romboutsia, Catenisphaera et
Clostridium sensu stricto 1 en comparaison au groupe NW. Ce résultat renforce l'association
bien établie entre les genres appartenant au phylum des Firmicutes et le développement de
'obésité (Sarmiento et al., 2019 ; Zeng et al., 2019 ; Duan et al., 2021 ; Therdtatha et al.,
2021 ; Gong et al., 2022 ; Mahjoub Khachroub ez al., 2023).

Par ailleurs, la diminution de ’abondance du genre Bifidobacterium dans le groupe OB par
rapport au groupe NW a été également en accord avec d'autres études (Schwiertz et al., 2010 ;
Duan et al., 2021). Certaines espéces ou souches appartenant au genre Bifidobacterium sont
considérées comme des probiotiques bénéfiques pour la santé humaine, en contribuant a la
régulation de I'homéostasie intestinale et a la lutte contre I'obésit¢ (Chang et al., 2019 ; Duan

et al., 2021).

Le genre Collinsella a ¢été significativement diminué dans le groupe OB. Ce résultat est
conforme aux études précédentes qui ont suggéré que l'abondance de Collinsella spp. est liée a
I’apport alimentaire de 1'hote et que la prolifération de Collinsella spp. est favorisée par un
régime alimentaire pauvre en fibres (Walker et al., 2011 ; Gomez-Arango et al., 2018). Etant
donné que le régime algérien est de type méditerranéen et riche en fibres alimentaires, il est

intéressant de supposer que ce régime empéche la prolifération de Collinsella.

Un autre genre bactérien ayant une faible abondance dans le groupe OB était Akkermansia. Ce
résultat renforce les études précédentes qui ont montré que les individus obeses avaient moins
d’Akkermansia par rapport a ceux ayant un poids normal (Karlsson et al., 2012 ; Everard et
al., 2013 ; Zhou et al., 2020b). Certaines especes du genre Akkermansia, le plus souvent, il

s’agit de I’espeéce A. muciniphila, qui est reconnue pour son effet protecteur potentiel contre
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I'obésité et les maladies métaboliques. Elle est proposée comme I'un des probiotiques de
nouvelle génération les plus prometteurs dans la prévention de 1'obésité (Aggarwal et al.,

2022).

Le genre Catenibacterium, impliqué dans la fermentation des polysaccharides et la production
des AGCC, était enrichi dans le groupe NW par rapport au groupe OB. Ce résultat concorde
avec une étude précédente qui a rapporté que le MI des adolescents égyptiens consommant un
régime méditerranéen était enrichi en Catenibacterium par rapport aux adolescents des Etats-
Unis consommant un régime occidental riche en graisses et protéines (Shankar et al., 2017).
L’abondance de Catenibacterium chez les sujets NW pourrait étre associée a des habitudes

alimentaires riches en fibres et a un MI métaboliquement plus sain.

Un résultat surprenant a été 1'abondance plus faible du genre Ligilactobacillus dans le groupe
OB en comparaison au groupe NW. Ligilactobacillus est un ancien membre de Lactobacillus
qui a été récemment assigné a un nouveau genre a la suite de la reclassification taxonomique
du genre Lactobacillus (Zheng et al., 2020). Ce résultat était inattendu car Lactobacillus est
bien connu comme un taxon associé a 1'obésité et son abondance a été rapportée comme étant
plus élevée dans le MI des patients souffrant d'obésité et de maladies métaboliques (Armougom

et al., 2009 ; Million ef al., 2012 ; Yasir et al., 2015 ; Ferniandez-Navarro et al., 2017).

A 1’échelle de I’espéce, Methanobrevibacter smithii était plus abondante dans le groupe NW
par rapport au groupe OB. Ce résultat est conforme aux études précédentes qui ont rapporté que
cette espece est plus abondante dans le MI des sujets maigres et sains (Dridi et al., 2009 ;
Schwiertz et al., 2010 ; Million et al., 2012). Methanobrevibacter smithii a été identifice
comme une archée méthanogene majeure du MI humain (Angelakis ef al., 2012) et elle peut
favoriser la production d'AGCC tels que l'acétate et le butyrate. Ces caractéristiques considerent
cette bactérie comme un marqueur d'une digestion saine et d'un bon état nutritionnel (Camara

etal., 2021).

L’analyse LEfSe a été réalisée afin d'identifier des taxons spécifiques (biomarqueurs bactériens)
significativement enrichis dans les groupes OB ou NW. Cette analyse a montré que le genre
Lachnospiraceae UCG 001 était significativement enrichi dans le MI du groupe OB, ce
résultat concorde avec des études antérieures montrant que le genre Lachnospira était
significativement plus abondant dans le groupe OB (Chavez-Carbajal et al., 2019 ; Chen et

al., 2020 ; Ahmad et al., 2023). Certaines ¢tudes ont montré qu’une abondance plus ¢levée de
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Lachnospiraceae UCG-001 est associée a 1’obésité. Cependant, d’autres études précliniques et
et cliniques chez I’humain suggérent que ce taxon pourrait étre prédictif d’une perte de poids

chez les personnes en surpoids ou obéses (Hill ef al., 2023).

De plus, l'analyse LEfSe a montré que 1’espeéce Bacteroides dorei était significativement
enrichie dans le groupe NW. Bacteroides dorei est une espece prédominante du genre
Bacteroides dans le MI humain, elle améliorait I'environnement entérique, en assurant des
conditions saines au MI et en exer¢ant un effet bénéfique sur la production de
lipopolysaccharides bactériens (Yoshida et al., 2018). Ce résultat est en accord avec une étude
réalisée au Japon ayant montré que cette espece est plus abondante chez les individus maigres

(Andoh et al., 2016).

D’autre part, I’analyse prédictive des profils fonctionnels du MI, réalisée a 1'aide de PICRUSt2,
a révélé des différences significatives dans certaines fonctions et voies métaboliques prédites
du MI entre les groupes OB et NW, notamment quatre fonctions COG, six enzymes EC, deux

orthologues fonctionnels KO et une voie métabolique MetaCyc.

Selon les prédictions fonctionnelles basées sur I’annotation COG, le COG0463, qui correspond
a une glycosyltransférase impliquée dans la biosynthése de la paroi cellulaire, était
significativement enrichi dans le groupe NW. Cette glycosyltransférase pourrait étre impliquée
dans le maintien de I’intégrité de la barriere intestinale, un processus associé a des bactéries

telles que Akkermansia muciniphila (Liu et al., 2023).

Parmi les fonctions métaboliques prédites a partir de I’annotation EC, ’enzyme 1-acylglycerol-
3-phosphate O-acyltransferase (AGPAT) qui correspond a EC:2.3.1.51, était significativement
plus abondante dans le groupe OB. Cette enzyme est impliquée dans la biosynthese des
phospholipides et des triglycérides (Sukumaran ef al., 2009), suggérant un potentiel

fonctionnel plus important du MI impliqué dans le métabolisme lipidique chez le groupe OB.

De plus, une abondance significativement plus élevée de la voie métabolique de dégradation II1
des nucléotides de guanosine (PWY-6608) a été observée dans le groupe OB par rapport au
groupe NW. Cette voie a également été décrite comme enrichie chez des adultes atteints du

syndrome métabolique (Sheng et al., 2022).
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Dans la présente étude, nous avons effectué pour la premicre fois la caractérisation du MI chez
une cohorte de dix femmes de I’Ouest algérien, cinqg OB et cing NW par une approche

métagénomique basée sur le séquengage d’amplicons du géne de I’ARNr 16S.

Les analyses de la diversité alpha et béta n’ont pas mis en évidence de différences significatives
dans la composition bactérienne du MI entre les groupes de femmes OB et NW. Néanmoins,
cette étude a révélé des différences significatives dans I’abondance relative de dix phyla, genres

et especes majoritaires du MI entre les groupes OB et NW.

L’analyse de I1’abondance relative a mis en évidence une composition taxonomique
caractéristique du MI chez les femmes OB et NW de 1I’Ouest algérien, dominée par les phyla
Firmicutes et Actinobacteriota, contrairement aux données de la littérature qui rapportent
généralement une prédominance des phyla Firmicutes et Bacteroidota dans différentes
populations a travers le monde. Cette analyse a également montré une augmentation
significative de l'abondance des Firmicutes et une diminution de I'abondance des

Actinobacteriota dans le MI des femmes OB par rapport a celui des femmes NW.

Ces résultats préliminaires indiquent que la composition du MI de notre cohorte est
significativement différente de celle des populations européennes, américaines et asiatiques.
Ces différences entre la population algérienne et les autres populations mondiales, pourraient
étre attribuées a divers facteurs, notamment les habitudes alimentaires, la géographie, le mode

de vie, la génétique et les conditions socio-économiques.

A T’échelle du genre, le MI des femmes OB présentait des abondances élevées des genres
Enterococcus, Blautia, Romboutsia, Catenisphaera et Clostridium sensu stricto 1 par rapport a
celui des femmes NW, ce résultat suggere que les membres du phylum des Firmicutes

pourraient contribuer au développement de I’obésité.

L’analyse LEfSe a été réalisée afin d’identifier des biomarqueurs bactériens différentiels entre
les deux groupes OB et NW. Cette analyse a montré que Alphaproteobacteria, Rhizobiaceae et
Lachnospiraceae UCG 001 étaient significativement plus abondants dans le groupe OB,

tandis que Bacteroides dorei était significativement plus abondante dans le groupe NW.

En plus de la caractérisation taxonomique du MI, cette étude a permis pour la premicre fois de
réaliser une prédiction fonctionnelle du MI a 1’aide de PICRUSt2, en utilisant les bases de

données d’annotation COG, EC, KO et MetaCyc. Les résultats ont mis en évidence des
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différences significatives de certaines fonctions et voies métaboliques prédites entre les groupes

OB et NW.

La prédiction fonctionnelle a révélé que trois fonctions COG (COGO0772, COGO609 et
COG1302), trois enzymes EC (EC:2.3.1.51, EC:5.1.3.9 et EC:2.7.2.2), un orthologue
fonctionnel KO (K07718) et une voie métabolique MetaCyc (PWY-6608) présentaient une
abondance significativement plus ¢levée dans le groupe OB que dans le groupe NW, suggérant

I’existence de variations fonctionnelles du MI associées a 1’obésité.

Bien que notre étude apporte des données tres intéressantes sur le MI des femmes algériennes
OB et NW, il est important de souligner certaines limites. Premic¢rement, la taille de
I’échantillon peut étre considérée comme relativement faible dans le cadre d’une étude sur le
microbiote, ce qui réduit la puissance de I’analyse statistique et limite la détection de différences
significatives. Deuxiemement, la population étudiée était limitée aux femmes et a une seule
région d'Algérie. Par conséquent, nos résultats pourraient ne pas é&tre représentatifs de
I'ensemble de la population algérienne. Troisiemement, I’absence de données alimentaires
détaillées concernant notre cohorte et d’indicateurs cliniques complémentaires constitue une

autre limite de cette étude.

Ces résultats préliminaires soulignent I'importance de mener de futures études a plus grande
échelle sur le MI de la population algérienne, incluant un grand nombre d’échantillons,
comprenant a la fois des hommes et des femmes et couvrant différentes régions géographiques
de notre pays (littoral, hauts plateaux, sud), afin de fournir des données plus approfondies sur
les variations de la composition du MI et leur impact sur I'obésité. Il est également pertinent
d'approfondir la recherche en étudiant les effets potentiels des facteurs influencant sur la
composition du MI tels que le régime alimentaire, le mode de vie, les médicaments et les

caractéristiques cliniques.

Ce travail doit donc étre considéré comme une étude pilote exploratoire, enrichit nos
connaissances sur la composition du MI des femmes algériennes, il pourrait servir de référence
pour de futures recherches approfondies sur les caractéristiques du MI des sujets algériens et
son lien avec l'obésité. De plus, les différences de composition du MI rapportées entre les
populations mondiales suggerent que I’identification de signatures bactériennes spécifiques a
la population algérienne permettrait d’établir un profil de référence du MI algérien, ouvrant
ainsi des perspectives pour le développement d’approches préventives et thérapeutiques basées

sur la modulation du MI dans le cadre de la lutte contre 'obésité.
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Annexe 1. Questionnaire.

Date de prélévement : Code de prélevement :

Informations générales

Nom : Prénom :
Age: Etat civil :
Commune : Téléphone :
Niveau d’instruction : Profession :

Paramétres anthropométriques

Poids : kg Taille : m IMC : kg/m?

Habitudes alimentaires et activité physique

Fréquence des repas par jour : [ 12 fois [ 13 fois [ 14 fois

Les repas sont généralement riches en : [ ]Glucides [ ] Protéines
[ ]Matiére grasse [ ] Fibres

Grignotage : [ 1Oui [ INon

Activité physique : [ ]Faible [ ] Modérée [ ] Réguliére

Historique médical

Pathologies gastro-intestinales : [_]Oui [ INon
Si oui, précisez :
Intervention chirurgicale gastro-intestinale : [_]oui [_INon

Diarrhée aigiie ou chronique durant les trois derniers mois : []Oui [ INon
Maladies chroniques :  [_|Oui [ INon

Si oui, précisez :

Prise d’antibiotiques durant les trois derniers mois : [ JOui [ INon

Prise de compléments probiotiques ou prébiotiques durant les trois derniers mois :

|:| Oui |:| Non

Probléme d’obésité depuis ’enfance : [_] Oui [ ] Non
Antécédents familiaux d’obésité : [ ] Oui [ Non
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Annexe 2. Protocole de préparation de la bibliothéque d'ADN a I’aide du kit NEBNext®
Ultra™ DNA Library Prep d’Illumina (E7370L).
https://www.neb.com/en/protocols/2014/05/22/protocol-for-use-with-nebnext-ultra-dna-
library-prep-kit-for-illumina-¢7370

Matériel de départ : ADN préalablement fragmenté, en quantité comprise entre 5 ng et 1 pg.

1. Réparation des extrémités de I’ADN (NEBNext End Prep)

1.1 Ajouter les composants suivants dans un tube stérile contenant de 1’eau ultrapure :

Tableau 1. Préparation du mix pour la réparation des extrémités de I’ADN.

Composant Volume
End Prep Enzyme Mix 3uL
End Repair Reaction Buffer 6.5 uL
ADN fragmenté 55,5 uL
Volume total 65 pL

1.2 Pipeter pour mélanger, puis centrifuger bri¢vement.
1.3 Incuber le mix dans un thermocycleur selon le programme suivant : 30 min a 20°C,

30 min a 65°C. Conserver a 4°C.

2. Ligation des adaptateurs

2.1 Ajouter les composants de ligation au mix réactionnel End Prep.

Tableau 2. Préparation du mix pour la ligation des adaptateurs.

Composant Volume
Blunt /TA Ligase Master Mix 15yl
NEBNext adaptor for [llumina 2,5 uL
Ligation Enhancer 1 pL
Volume total 83,5 uLL

2.2 Pipeter pour mélanger et incuber a 20°C pendant 15 min dans un thermocycleur.
2.3 Ajouter 3 pL. de I’enzyme USER au mix de ligation.

2.4 Pipeter pour mélanger et incuber a 37°C pendant 15 min.

3. Sélection de la taille des fragments d’ADN liés aux adaptateurs

Le protocole de sélection de la taille des inserts d’ADN ci-dessous s’applique uniquement aux
bibliotheques avec des inserts de 200 pb. Pour les bibliothéques contenant des inserts de tailles

différentes, les volumes de billes magnétiques a ajouter sont indiqués dans le tableau ci-apres.
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Tableau 3. Conditions recommandées pour la sé€lection de la taille des inserts d’ADN.

Paramétres de | Taille de I'insert 150 pb | 200 pb | 250 pb | 300-400 pb | 400-500 pb | 500-700 pb
la bibliothéque Taille totale de la
bibliothéque 270 pb | 320 pb | 400 pb | 400-500 pb | 500-600 pb | 600-800 pb
(Insert + adaptateur)
Volume a 1% sélection de billes 65 55 45 40 35 30
Ajouter (0L) I lection de billes | 25 25 25 20 15 15

3.1 Vortexer les billes AMPure XP (Beckman Coulter) pour les remettre en suspension.

3.2 Ajouter 13,5 uL. d’eau distillée au mix réactionnel de ligation.

3.3 Ajouter 55 pL de billes magnétiques AMPure XP dans chaque tube.

3.4 Pipeter pour mélanger et incuber pendant 5 min a température ambiante.

3.5 Placer les tubes sur le support magnétique.

3.6 Laisser reposer 5 min (lorsque le liquide devient clair), puis transférer le surnageant dans
un nouveau tube (garder le surnageant).

3.7 Ajouter 25 pL de billes AMPure XP au surnageant. Pipeter pour mélanger et incuber
pendant 5 min a température ambiante.

3.8 Placer les tubes sur le support magnétique.

3.9 Laisser reposer 5 min (lorsque le liquide devient clair), puis retirer le surnageant (garder
les billes).

3.10 Laver 2 fois les billes avec 200 pL d'éthanol a 80 %, laisser reposer 30 secondes, puis jeter
I'éthanol résiduel, en évitant de perturber les billes.

3.11 Sécher les billes magnétiques a l'air libre pendant 5 min.

3.12 Retirer le support magnétique, puis ajouter 17 pL de tampon TE (Tris-EDTA 0,1X) dans
chaque tube.

3.13 Pipeter pour mélanger, puis incuber pendant 2 min a température ambiante.

3.14 Placer les tubes sur le support magnétique. Laisser reposer 5 min (lorsque le liquide

devient clair), puis transférer 15 pL. de surnagent dans un nouveau tube de PCR.

4. Amplification par PCR de I'ADN ligaturé aux adaptateurs
4.1 Ajouter les composants suivants dans un tube de PCR stérile de 0,2 ml.

Tableau 4. Préparation du mélange réactionnel de la PCR.

Composant Volume
Adaptor Ligated DNA Fragments 15 uL
NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix | 25 puL
Index Primer/i7 Primer SuL
Universal PCR Primer/i5 Primer S5uL
Volume total 50 pLL
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4.2 Pipeter pour mélanger.
4.3 Placer le tube dans un thermocycleur et effectuer 'amplification par PCR, en utilisant le

programme suivant :

Tableau 4.1. Programme d’amplification par PCR.

Etape Température | Temps Nombre de cycles
Dénaturation initiale 98 °C 30 sec 1

Dénaturation 98 °C 10 sec 4-12%*
Hybridation/ Elongation | 65 °C 75 sec

Elongation finale 65 °C 5 min 1

Conservation 4°C 0

* Le nombre de cycles de la PCR recommand¢ selon la quantité d’ADN introduit dans 1’étape
End Prep : 1pg (4 cycles) ; 50 ng (7-8 cylces) ; Sng (12cycles).

5. Purification des produits de PCR

5.1 Vortexer les billes magnétiques AMPure XP (Beckman Coulter) pour les remettre en
suspension.

5.2 Ajouter 45 puL de billes AMPure XP dans chaque tube de la réaction de PCR.

5.3 Pipeter pour mélanger et incuber pendant 5 min a température ambiante.

5.4 Placer les tubes sur le support magnétique.

5.5 Laisser reposer 5 min (lorsque le liquide devient clair), puis retirer le surnageant (garder
les billes).

5.6 Laver 2 fois les billes avec 200 pL d'éthanol a 80 %, laisser reposer 30 secondes, puis jeter
I'éthanol résiduel, en évitant de perturber les billes.

5.7 Sécher les billes a l'air libre pendant 5 min.

5.8 Retirer le support magnétique, puis ajouter 33 pL de tampon TE 0,1X dans chaque tube.

5.9 Pipeter pour mélanger, puis incuber pendant 2 min a température ambiante.

5.10 Placer les tubes sur le support magnétique. Laisser reposer 5 min (lorsque le liquide
devient clair), puis transférer 30 pL de surnagent dans un nouveau tube.

5.11 Vérifier la distribution de la taille de la bibliotheque d’ADN a I’aide d’un Bioanalyseur

Agilent Technology.
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Annexe 3. Flux de travail de préparation de la bibliothéque d’ADN a I’aide du kit
NEBNext® Ultra™ DNA Library Prep d’Illumina (E7370L).
https://www.neb.com/en/products/e7370-nebnext-ultra-dna-library-prep-kit-for-illumina
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Annexe 4. Les données brutes issues du séquencage et leurs métadonnées associées ont
été déposées dans la base de données SRA du NCBI sous le numéro d'acces BioProject

PRINA1045996. Biosamples de SAMN38468362 a SAMN38468371.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA 1045996/

National Center for Biotechnology Information

National Library of Medicine

Display Settings: ~

Accession  PRJINA1045008
Data Type Raw sequence reads
Scope Multispecies

Submizsion  Registration date: 28-Nov-2023

Relevance  Medical

Project Data:

Resource Name

SEQUEMCE DATA
SRA Experiments
OTHER DATASETS
BioSample
~ SRA Data Details
Parameter

Data volume, Gbases
Data volume, Mbytes

BioProject [

Advanced

Aboubekr Belkaid University of Tlemcen

Walue

23z

Gut microbiota in obese and normal weight Algerian women

Number
of Links

Send to: ~

Accession: PRINA10452858  ID: 1045288

We aimed to characterize the gut micrabicta in abese and normal weight Algerian women using 165 rRNA gene sequencing.

Related information
BioSample

SRA

Recent activity

Help
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Annexe 5. Table de taxonomie obtenue aprés I’analyse des données de séquencage (une
partie de la table, a titre d'exemple).

otal

Pagelayout  Formulas Review  View

B D Eolnset ~ | X~ '%Y p
: - BX Delete  ~ -
Paste . Conditional Formatas Cell = Sort & Find & | Add-ins
- Formatting v Tablev Styles~ | = Format~ Filter v Select + t
Clipboard [F] Font F] Alignment Styles Cells Editing Add-ins | Adol
E6 - fx
A B & D E F G H J K L M N o P Q R S
1 |HASV_num OB NW Taxonomy
2 |ASVO 0.119789 0.124528 k__Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f_ Bifidob iaceae;g_ Bifidob ium;s__Bifidobacterium_adolescentis
3 |AsSV1 0.157653 0.070511 k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f__Enter 2 Enterococcus
4 |ASV2 0.022214 0.103014 k_ Bacteria;p__Firmicutes;c_ Bacilli;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelatoclostridiaceae;g__Catenibacterium;s__
5 |Asv3 0.058028 0.060152 k__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Collinsella
6 (ASva 0.074939 0.042100 k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Clostridia;o__Peptostreptococcales-Tissierellales;f__Peptostreptococcaceae;g_ Romboutsia
7 |Asvs 0.014633 0.059165 k__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f__Bifidob iaceae;g_ Bifidob ium;s__Bifidobacterium_longum
8 |ASVE 0.041807 0.015992 k_ Bacteria;p__ Firmicutes;c_ Clos ;0__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g__ Blautia
9 |ASV7 0.034025 0.019174 k__ Bacteria;p__ Firmicutes;c_ Clos ales;f_Clostridiaceae;g__ Clostridium_sensu_stricto_1;5__
10 |ASVE 0.019396 0.028649 k_ Bacteria;p__ Firmicutes;c_ Bacilli L bacillales;f__ L bacill ;g Ligil bacillus;s__Lactobacillus_ru
11 |ASV9 0.022504 0.022334 k__ Bacteria;p__Firmicutes;c_ Clostridia;o_Lachnospirales;f_ Lachnospiraceae;g_ Dorea
12 |ASV10 0.022174 0.017290 k_ Bacteria;p__ Actinobacteriota;c_ Actinobacteria;o_ Bifidobacteriales;f_ Bifidob iaceae;g_ Bifidob um
13 |ASVI1 0.017599 0.017521 k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clos ,0__Lachnospirales;f_Lachnospiraceae;g_ [Eubacterium]_hallii_group;s_
14 |ASVI2 0.025806 0.007600 p__Firmicutes;c_ Clos __Clostridiales;f_ Clostridiaceae;g_ Clostridium_sensu_stricto_1;5_ swine_fecal_bacterium_SD-Pecl0
15 |ASV13 0.014457 0.013680 p__Firmicutes;c_ Clostridia;o__Lachnospirales;f_Lachnospiraceae;g_ Blautia;s_ Blautia_obeum
16 |ASV14 0.010353 0.014142 k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g_ [Ruminococcus]_torques_group;s__
17 |ASV1S 0.001409 0.022393 k__ Bacteria;p__Verrucomicrobiota;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales;f__Akkermansi g__Akkermansia
18 |ASV16 0.003977 0.019421 k__ Archaea;p__ Euryarchaeota;c__Methanobacteria;o__Methanobacteriales;f__Methanobacteriaceae;g_ Methanobrevibacter;s__Methanobrevibacter_smithii
19 |ASV17 0.020827 0.001640 k_ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Atopobiaceae;g__Coriobacteriaceae_UCG-003;5__
20 |ASV1S 0.001483 0.018869 k__ Bacteria;p__Actinobacteriota;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Collinsella;s__
21 |Asv19 0.016310 0.002855 k__ Bacteria;p__Firmicutes;c_ Bacilli;o__Erysipelotrichales;f__Erysipelotrichaceae;g_ Catenisphaera;s__Chlamydia_trachomatis
22 |ASv20 0.009582 0.005892 k__ Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Lachnospirales;f__Lachnospiraceae;g_ Blautia
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The prevalence of obesity is increasing throughout the world, imposing a heavy burden on individuals,
society and the economy. The gut microbiota (GM) is recognized as an important contributing factor on the
development of obesity. Several studies around the world have reported differences in GM composition
between obese and lean individuals. However, the GM composition of either obese (OB) or normal weight
(NW) Algerian individuals are lacking. Therefore, we conducted the first study in Algeria to characterize
and compare the GM composition in OB and NW adult women. Fecal microbiota of 10 Algerian women, 5
OB, with an average Body Mass Index (BMI) of 41.22 + 5.05, and 5 NW (average BMI of 20.69 + 0.75), from the
region of Tlemcen in Algeria, were analyzed by 16S rRNA gene amplicon sequencing on NovaSeq 6000 Illu-
mina platform. Alpha and Beta diversity analysis did not reveal significant differences between the two
groups. However, the GM composition of our cohort was significantly different from that of Europeans,
Americans and Asians, showing predominance of the phyla Firmicutes and Actinobacteria, whereas the
phylum Bacteroidota was underrepresented. Obese individuals had a significant increase in the genera
Enterococcus, Blautia, Romboutsia, Catenisphaera and Clostridium sensu stricto 1, and a reduced abundance
of the genera Bifidobacterium, Ligilactobacillus, Catenibacterium, Collinsella and Akkermansia. This pilot
study revealed a distinctive GM composition in Algerian women, highlighting the need for further larger
cohort studies to establish the composition of a typical GM composition in the Algerian population.

Keywords: Obesity, gut microbiota, firmicutes, actinobacteria, women, Algeria

Introduction

The burden of obesity is a global health concern. In
2016, the World Health Organization (WHO) estimated
that more than 1,900 million adults were overweight
and over 650 million were obese worldwide [1]. Obesity
not only affects both the physical and psychosocial
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aspects of quality of life of individuals, it is also a major
contributor to many chronic diseases like diabetes, car-
diovascular disease, metabolic and gastrointestinal dis-
eases, and certain types of cancer [2]. Obesity is a
complex multifactorial disorder, involving genetic, envi-
ronmental and lifestyle factors [3]. In recent years, the
gut microbiota (GM) was also identified as a major con-
tributing factor to the development of obesity [4, 5].

The GM refers to complex and dynamic microbial com-
munities, formed of trillion of microbes, inhabiting the
gut and play a fundamental role in maintaining human



health, by contributing to several vital functions, such as
host digestion, nutrient absorption, metabolism, immu-
nity, resistance to pathogens and synthesis of vitamins
[6]. With a total genome estimated to have 100 times
more genes than the human genome, the GM is seen as
an extra organ. On the other hand, alterations in the
GM composition, called “dysbiosis”, is linked to a variety
of metabolic disorders, including obesity and diabetes
[7].

A large number of studies on human GM have been
conducted in different parts of the world and revealed
that the GM of healthy subjects is mostly composed by
two dominant bacterial phyla, Firmicutes and Bacteroi-
dota, that represent more than 90% of the total commu-
nity, followed by other, but less dominant phyla, such as
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria and Verru-
comicrobia [8]. Several studies have also reported that
the taxonomic composition and abundance of human
GM can vary among individuals or populations accord-
ing to a range of factors, such as host genetics, ethnic
origin, age, sex, dietary and lifestyle habits, geographic
location and socioeconomic conditions [9].

The potential link between obesity and GM has
attracted increasing attention in recent years, with
studies revealing distinct differences in the composition
of GM of obese individuals compared to those with nor-
mal weight [4, 10-14].

The GM of obese individuals is characterized by a
reduced microbial diversity and an increase in the rela-
tive abundance of Firmicutes, which have a high poten-
tial to harvest energy from diet [15, 16].

Thus, understanding the GM composition in obesity is
crucial for elucidating the mechanistic underpinnings
this multifaceted condition, and has great potential for
the development of targeted therapies. Accordingly,
more studies are still needed to provide detailed infor-
mation on variations of GM composition and its impacts
on obesity.

To date, the compositions of GM in healthy and obese
subjects are mainly reported in Western populations [4,
10, 13, 14, 17]; however, no such studies were performed
on the Algerian population, where the prevalence of obe-
sity in 2021 was estimated at 23.3% in adult men and
38.6% 1n adult women [18]. In order to fill this gap, we
report for the first time, an analysis and comparison of
the GM from NW and OB Algerian women by 16S rRNA

Gut Microbiota of Obese Algerian Women 449

amplicon sequencing.

Materials and Methods

Ethical statement

This study was approved by the Ethics Committee of
clinical trials at the University Hospital Center Tidjani
Damerdji in Tlemcen Algeria, under the registration
number CE.002.NCT.020, and was conducted following
the guidelines of the Declaration of Helsinki. All partici-
pants provided a written informed consent before the
collection of samples and questionnaires.

Participants characteristics and sample collection

A total of 10 volunteer women, aged between 22-47
years old, from the province of Tlemcen, located in the
north west of Algeria, were recruited in this study. Par-
ticipants were divided into two groups according to the
WHO BMI classification, as follows: 5 controls with NW
(BMI 18.5-24.9 kg/m?) and 5 OB (BMI > 30 kg/m?).
Exclusion criteria for both groups were: intake of antibi-
otics, pre and probiotics supplements and chronic or
acute diarrhea within the previous 3 months, or any
other gastrointestinal diseases or surgery. Medical data,
dietary habits, physical activities, and family back-
ground were collected from each participant using a
questionnaire. Anthropometric parameters of each par-
ticipant were measured: including height, weight, and
the BMI. Fecal samples were collected in sterile con-
tainers, aliquoted and immediately stored at -80C until
being processed.

DNA extraction and PCR amplification

Genomic DNA was extracted from fecal samples using
CTAB/SDS (cetyltrimethylammonium bromide/sodium
dodecyl sulfate) method [19].

Concentration and purity of the DNA was assessed by
electrophoresis on 1% agarose gels. DNA was diluted to
1 ng/ul using sterile water. The V3-V4 region of the
16S rRNA gene was amplified using the forward primer
341F: 5-CCTAYGGGRBGCASCAG-3' [20] and the
reverse primer 806R: 5-GGACTACNNGGGTATCTAAT-
3" [21], containing barcode and Illumina Nextera
adapter sequence. PCR reactions were carried out with
Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England
Biolabs, USA). PCR products were visualized using
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SYBR green on a 2% agarose gel. Amplicons with a size
of 400-450 base pairs (bp) were purified with Qiagen Gel
Extraction Kit (Qiagen, Germany).

Library preparation and sequencing

Sequencing libraries were generated using NEBNext®
Ultra™ DNA Library Prep Kit (New England Biolabs,
USA) for Illumina, following manufacturer’s recommen-
dations and index codes were added. The quality of the
library was assessed on the Qubit@ 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, USA) and Agilent Bioanalyzer
2100 system. DNA sequencing was performed on an
Illumina NovaSeq 6000 PE250 system (Illumina, USA)
to generate 250 bp paired-end reads.

The raw sequence data have been submitted to the
GenBank Sequence Read Archive under the Bioproject
accession number PRJNA1045996, Biosamples from
SAMN38468362 to SAMN38468371.

Bioinformatics Analysis

Sequence data analysis

Sequence reads were assigned to samples based on
their unique barcodes and truncated by cutting off the
barcode and primer sequences. Paired-end reads were
merged with the FLASH software (V 1.2.11) [22] to
generate raw tags; then the raw tags were quality filtered
using the fastp (V 0.23. 1) software [23], which generates
high-quality clean Tags. Chimeric sequences were
detected by comparing the high-quality clean tags
against the SILVA reference database (http:/www.
arb-silva.de/) [24];
removed to generate effective tags using the vsearch
package (V 2.16.0, https://github.com/torognes/vsearch)
[25].

and the chimeric sequences were

ASVs denoise and species annotation

The effective tags were denoised and clustered into
amplicon sequence variants (ASVs) using DADAZ2 [26] in
the Quantitative Insights into Microbial Ecology
QIIME2 pipeline (V 202202) [27]. The species annota-
tion was performed using QIIME2 software against the
Silva database. Phylogenetic relationship of each ASV
and the differences of the dominant species among dif-
ferent groups were performed by multiple sequence
alignment in QIIMEZ2. The absolute abundance of ASVs

http://dx.doi.org/10.48022/mbl.2401.01015

was normalized using a standard of sequence number
corresponding to the sample with the least sequences.
Subsequent analysis of alpha diversity and beta diver-
sity were all performed based on the output normalized
data. Top 10 taxa (at the phylum, genus and species
level) of each group were selected to plot the distribution
histogram of relative abundance in Perl through SVG
function [28]. Venn diagram of the common and unique
ASVs in the different groups were to the different groups
was generated by the R software (V 2.15.3) [29].

Analysis of alpha diversity

Alpha diversity was measured using 5 indices, includ-
ing Observed features (ASVs), Shannon, Simpson,
Chaol, and Good’s coverage. All these indices were
calculated with QIIME2 and displayed with R software
(V 2.15.3).

Analysis of beta diversity

Beta diversity analysis was used to evaluate differ-
ences in taxa complexity between groups. Beta diversity
based on weighted and unweighted Unifrac distances
was calculated by QIIME2. The beta diversity was visu-
alized using Principal Coordinate Analysis (PCoA) and
Non-metric multidimensional scaling (NMDS) with ade4
and ggplot2 packages in R software (V 2.15.3).

Prediction of the functional metagenome

The prediction of the functional metagenome was
performed using PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation
of Communities by Reconstruction of Unobserved States
2) (V 2.3.0) [30], which is a software package in R that
predicts and analyzes the metagenomic functions based
on marker genes. Function prediction was performed
according to 16S sequencing data based on the Cluster of
Orthologous Groups (COG), Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) Orthology (KO), Enzyme
Commission (EC) numbers, and MetaCyc pathways
databases.

Statistical analysis

All statistical analysis was performed using R soft-
ware (V 2.15.3). Quantitative variables were presented
as mean * standard deviation (SD), and were compared
between OB and NW groups using the Mann-Whitney
test. Differences in alpha diversity among the groups



were analyzed using the Mann-Whitney test. The global
group effect based on the beta diversity values was
tested using the permutational multivariate analysis of
variance (Adonis) (Vegan package: Adonis function),
with 999 permutations. In addition, linear discriminant
analysis (LDA) Effect Size (LEfSe) was performed to
detect biomarkers of each group by using the LEfSe
software (V 1.1.01) [31]. The difference in the distribu-
tion of relative abundance of phyla and genera between
OB and NW groups was tested using the Chi-square
test. The GM functional differences between the OB and
NW group were examined using t-test. The significance
level was set at 5%.

Results

Subjects and sample characteristics

In this study, we analyzed 10 fecal samples collected
from volunteer women, including five OB and five NW
(control group). The characteristics of the participants
are given in Table 1. OB women had an average BMI of
41.22 + 5.05 kg/m? and a mean age of 35.80 + 8.35 years,
whereas NW women had an average BMI of 20.69 + 0.75
kg/m? and a mean age of 33.40 £ 8.35 years. No signifi-
cant differences in age and height (p>0.05) were
observed between the OB group and the NW group.
Body weight and BMI were significantly different
between the two groups (p < 0.05).

Sequencing output,
assignment

preprocessing and taxonomic

After sequencing, a total of 1,360,051 raw reads were
obtained from the 10 fecal samples, with an average of
137,136 and 134,875 raw reads per sample in the OB
and NW groups, respectively. After quality filtering,
adaptors trimming and removal of chimeric sequences,

Table 1. Characteristics of the participants.

Variables OB group (n = 5) NW (n = 5) p-value
Age (years) 35.80+8.35 3340 +£9.07 0.67
Weight (kg) 109.40 = 12.56 54.80 + 1.30 0.01
Height (m) 1.63 £ 0.04 1.63 £ 0.04 0.94
BMI (kg/mz) 41.22 £5.05 20.69 = 0.75 <0.01

Variables were presented as mean + SD. BMI: Body Mass Index, NW:
normal weight group, OB: obese group, (Mann-Whitney test, p-
value < 0.05 considered significant).
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Fig. 1. Rarefaction curves and Venn diagram for ASVs cal-
culated in OB and NW groups. (A) Rarefaction curves for
observed features (ASVs) calculated in OB and NW groups. The
horizontal axis indicates the number of extracted sequences,
and the vertical axis indicates the number of observed ASVs in
each group. (B) Venn diagram showing the shared and unique
ASVs between the OB and NW groups. NW: normal weight
group, OB: obese group.

the number of tag sequences for subsequent analysis
was 76,002 nochime reads in the OB group, with an
average effective rate of 55.51%; and 79,063 nochime
reads in the NW group, with an average effective rate of
58.62%, and an average read length of 413 bp (Supple-
mentary Table S1). The rarefaction curves of observed
features (ASVs) for both groups reached a plateau, indi-
cating that the majority of microbial taxa had been
detected (Fig. 1A).
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index, (D) Chao1 index. NW: normal weight group, OB: obese group.

A total of 2,306 ASVs was obtained, 474 of which were
shared by both groups; whereas 559 and 799 were spe-
cific to the NW and OB group, respectively (Fig. 1B).

Gut microbiota diversity

The alpha diversity indices: Observed features (ASVs)
and Chaol, were higher in the OB group than in the NW
group. Conversely, Shannon index and Simpson index
were higher in the NW group than in the OB group; but
these differences were not statistically significant
(Observed ASVs: p = 0.69, Chaol: p = 0.69, Shannon:
p =0.99, Simpson: p = 0.84, Mann-Whitney test) (Fig. 2).

http://dx.doi.org/10.48022/mbl.2401.01015

The Good’s coverage was 100% for each group (Supple-
mentary Table S2), indicating a high sequencing cover-
age 1in all samples to saturate the bacterial diversity.

The differences in microbial compositions between the
OB and NW group were analyzed by the UniFrac beta
diversity distance using PCoA ordination method and
NMDS (Fig. 3). Weighted (R? = 0.08, p = 0.61, Adonis
analysis) and Unweighted (R? = 0.10, p = 0.68, Adonis
analysis) UniFrac distance measure did not reveal a sig-
nificant difference between the two groups. In addition,
the PCoA and NMDS plots did not completely discrimi-
nate between the two groups (Fig. 3A-D).
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Gut microbiota composition and relative abundance

The relative abundance of the ten most abundant
phyla, which accounted for 99% of the total sequences, is
presented in Fig. 4A. Firmicutes and Actinobacteriota
were the two dominant phyla in both the OB (66.1% and
29.2%) and the NW group (568.3% and 31.2%). These
were followed by the Euryarchaeota, Verrucomicrobiota,
Cyanobacteria, Bacteroidota, Proteobacteria, Desulfo-
bacterota, Campilobacterota and Chloroflexi.

The difference in the relative abundance of the phyla
between the OB and NW group was statistically signifi-
cant (p <0.001, Chi-square test). The abundance of
Firmicutes was higher in the OB group relative to the
NW group, while the abundance of Actinobacteriota was
higher in the NW group than in the OB group. In addi-
tion, the relative abundance of these two phyla showed

moderate variability at the individual level in both the
OB and NW groups, between 49.5% and 73.3% for
Firmicutes and between 19% and 42.1% for Actinobac-
teriota.

On the other hand, the relative abundance analysis at
the genus and species levels indicated that the GM of
both the OB and NW groups were mainly composed of
ten genera: Bifidobacterium (17.4%, 20.8%), Enterococcus
(16%, 7.8%), Catenibacterium (2.8%, 11%), Romboutsia
(8.4%, 4.6%), Ligilactobacillus (3.1%, 5.7%), Clostridium
sensu stricto 1 (7.1%, 3.1%), Blautia (8%, 4.9%), Collinsella
(6.1%, 8.2%), Catenisphaera (1.6%, 0.3%) and Akkermansia
(0.5%, 2.8%) (Fig. 4B) and ten species: B. adolescentis
(11.9%, 12.4%), Lactobacillus ruminis (2.5%, 5%), B.
longum (2%, 6%), swine fecal bacterium SD-Pec10 (2.6%,
0.7%), Chlamydia trachomatis (1.6%, 0.2%), Methano-
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brevibacter smithii (0.8%, 1.9%), Anaerococcus vaginalis  MEL.A1 (0.4%, 0.1%) (Fig. 4C). The relative abundances
(0.1%, 0.7%), Blautia obeum (1.4%, 1.3), B. bifidum (0.6%,  of these taxa were significantly different between the
0.4%) and Candidatus Melainabacteria bacterium OB and NW group (p < 0. 001, Chi-square test).
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Identification of differentially abundant taxa in the gut
microbiota

The LEfSe analysis revealed several taxa that were
differentially represented in the GM of the OB and NW
group. The class Alphaproteobacteria, the family
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Rhizobiaceae and the genus Lachnospiraceae_ UCG_001
were much more enriched in the OB group (LDA score
> 2 and p < 0.05) (Fig. 5A-C); whereas, the NW group
was characterized by a preponderance of the species
Bacteroides dorei (LDA score > 3 and p < 0.05) (Fig. 5D).
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Fig. 6. Prediction analysis of the functional metagenome in OB and NW groups using PICRUSt2 based on (A) COG pathways,
(B) EC numbers, (C) KO pathways, (D) MetaCyc pathways. The left figure shows the functional abundance differences between
groups, and each bar in the figure represents the average abundance of the function in groups; the right figure shows the confi-
dence of inter-groups differences. (t-test, p-value < 0.05 considered significant). NW: normal weight group, OB: obese group.
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Analysis of the functional potential of the gut microbiota

PICRUSt2 analysis was applied to predict the func-
tional potential of the GM of the OB and NW groups
based on the classification schemes of the COG, the EC
numbers, the KO and the MetaCyc databases.

Based on the COG database, two pathways related to
bacterial cell division (COG0772) and ABC-type Fe3+-
siderophore transport system (COGO0609) and an
uncharacterized conserved protein (COG1302) were
increased in the OB group compared to the NW group;
while, only one pathway related to glycosyltransferase
involved in cell wall biosynthesis (COG0463) was
enriched in the NW group (p < 0.05, t-test) (Fig. 6A).

According to the EC numbers database, three
enzymes including 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyl-
transferase (EC:2.3.1.51),
phate 2-epimerase (EC:5.1.3.9) and Carbamate kinase
(EC:2.7.2.2) were significantly more abundant in the OB
group. In contrast, three enzymes, Beta-N-acetyl-
hexosaminidase (EC:3.2.1.52), Citrate (Si)-synthase
(EC:2.3.3.1) and Methylenetetrahydrofolate reductase
(EC:1.5.1.20), were more abundant in the NW group
(p <0.05, t-test) (Fig. 6B).

Based on KO database, a two-component system sen-
sor histidine (K07718) was more enriched in the OB
group, while, the enzyme murE; UDP-N-acetylmuramoyl-

N-acylglucosamine-6-phos-

L-alanyl-D-glutamate--2,6-diaminopimelate ligase
(K01928) was more expressed in NW group (p < 0.05, t-
test) (Fig. 6C).

Based on MetaCyc pathways database, only one meta-
bolic pathway involved in guanosine nucleotides degra-
dation IIT (PWY-6608) was significantly more represented
in the OB group compared to NW group (p < 0.05, t-test)
(Fig. 6D).

Discussion

In the present study, we characterized for the first
time the composition of the GM from OB and NW
Algerian women by using 16S rRNA gene sequencing.

The alpha diversity analysis did not reveal significant
differences between the two groups. This finding is not
consistent with most of the previous studies, which
reported that obese had significantly lower diversity
than non-obese subjects [10, 16, 32-34]. However, our
results are in line with those of certain studies, which

http://dx.doi.org/10.48022/mbl.2401.01015

did not find significant differences in the alpha diversity
between obese and non-obese subjects [13, 14, 35-38].
These conflicting results between studies with regard to
the GM diversity in OB and NW individuals may be
attributed to differing factors such as genetics, environ-
ment, lifestyle and dietary habits of the cohorts [39].

The results of the beta diversity analysis, using
weighted and unweighted UniFrac distance measure,
showed no significant difference between the OB and
NW group. In addition, the NMDS and PCoA plots did
not completely discriminate between the two groups.
These findings suggest that GM of the OB and the NW
group are similar, which is not in agreement with a
large number of studies, which showed significant differ-
ence in the beta diversity between obese and healthy
individuals [13, 14, 33]. However, our result is similar to
other studies which found no differences between the
GM composition of obese and non-obese subjects [38, 40].
It is worth noting that contradictory results in the diver-
sity of the GM 1in lean and obese subjects are common
between studies [41, 42].

The most pronounced feature of our study was a
higher relative abundance of the phylum Actinobacteri-
ota, occupying the second position after the Firmicutes,
instead of the Bacteroidota, which were in the sixth posi-
tion, in both the OB and NW group. This finding is con-
trary to the majority of the previous studies, which have
consistently reported that human GM is primarily com-
posed of Firmicutes and Bacteroidota, representing
about 90% of all bacterial species, with a relative abun-
dance of 60-65% and 20-25%, respectively [39, 43, 44].
However, although rare, the dominance of Actinobacte-
ria over the Bacteroidota was also reported in very few
studies on the GM of French, Saudi, Polynesian, Indian,
Chinese and Russian individuals were also dominated
by Firmicutes and Actinobacteria [11, 45-48].

Because the majority of studies on GM composition
have focused on Western populations, with compara-
tively fewer from the developing countries [42, 49], our
finding indicates that it is very difficult to make conclu-
sions on the typical taxonomic characteristics of the GM
of obese and lean subjects; and adds doubt to the already
controversial use of the Firmicutes/Bacteroidetes ratio
as a potential marker for GM dysbiosis in obese persons
[50]. In fact, conflicting results between studies on the
shift of the relative abundance of Firmicutes and Bacte-



roidetes in healthy and obese individuals were docu-
mented [42].
studies reported that Firmicutes increased and Bacteroi-

Although the majority of the previous

detes decreased in obese compared to lean subjects [4,
15]; other studies showed either a shift in the opposite
direction (higher abundance of Bacteroidetes compared
to Firmicutes in obese subjects [51, 52], or an increase in
both phyla in obese subjects [53] or, no difference in the
abundance of both phyla between healthy and obese
subjects [54-56]. These conflicting results may be
explained by complex genotype-lifestyle-environment
interactions; and therefore, further investigations are
still needed to demonstrate how changes in the composi-
tion of the GM contribute to obesity. Accordingly, the
relative abundance of the phyla Firmicutes and Actino-
bacteriota in the Algerian GM, in both NW and OB
groups, instead of the taxonomic composition, dominated
by Firmicutes and Bacteroidetes, reported in a large
number of studies, can be attributed to any of the factors
that are known to influence the quantitative and quali-
tative changes in the GM composition and function, such
as genetics, diet, geographical and socio-economic condi-
tions [39].

Having said that, it was not unexpected that the GM
composition in the present study significantly differed
from other studies. In fact, Algeria is both a North Afri-
can and a Mediterranean country, with a Mediterra-
nean-type diet, characterized by a high content of plant-
based food, and the health benefits of which are well
known [57]. Studies have indicated that diets rich in
fiber, as is characteristic of the Mediterranean diet, can
promote the growth of beneficial bacteria such as Actino-
bacteria in the gut [58, 59], which may explain in part
the increased abundance of this phylum in Algerian sub-
jects. The phylum Actinobacteria includes a diverse
group of bacteria that play crucial roles in maintaining
gut health [60]. One of the prominent functions of some
members of this phylum in the gut is its involvement in
the breakdown of dietary fibers and complex carbohy-
drates to produce short-chain fatty acids (SCFAs) as
metabolic byproducts. SCFAs, such as acetate, propio-
nate, and butyrate, which serve as energy sources for
the colonic epithelial cells and exert anti-inflammatory
effects, contributing to the overall health of the gastroin-
testinal mucosa [61, 62].

In addition, our analysis revealed that the distribution
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of the phyla Firmicutes and Actinobacteriota between
the OB and NW groups was statistically significant. We
found that the GM of OB women contained more Fir-
micutes and less Actinobacteriota compared to the NW
group. The increased abundance of the Firmicutes in the
OB group is consistent with previous studies [13, 63, 64].
The potential mechanism behind the association
between Firmicutes and obesity lies in their capacity to
extract energy from the diet more efficiently. The sur-
plus energy may contribute to increased fat deposition
and, consequently, obesity [15].

Concerning the decrease in the relative abundance of
Actinobacteriota in the OB group of our study, this find-
ing is not in agreement with many other studies, which
found no significant differences in the abundance of this
phylum between lean and obese subject [42]. Therefore,
the role of Actinobacteria which is usually considered a
minor phylum in the human GM, in health and obesity
needs to be further clarified.

At the genus level, we found a notable increase in the
relative abundance of the genera Enterococcus, Blautia,
Romboutsia, Catenisphaera and C. sensu stricto 1 in the
OB group and a decrease in the relative abundance of
the genera Bifidobacterium, Ligilactobacillus, Cateni-
bacterium, Collinsella and Akkermansia in the OB
group.

The higher abundance of the genera belonging to the
genera Enterococcus, Blautia, Romboutsia, Catenisphaera
and C. sensu stricto 1 (phylum Firmicutes) in the OB
group compared to the NW group gives support to the
well-established association between members of the
Firmicutes phylum and obesity [33, 65—69].

Likewise, the lower abundance of the genus Bifidobac-
terium in the OB group compared to the NW group is
also in accordance with what has already been observed
in other studies that species belonging to this genus are
traditionally considered beneficial to human health, by
preserving gut homeostasis and having anti-obesity
effects [33, 52, 70].

The genus Collinsella was significantly reduced in the
OB group. This finding is consistent with studies that
suggested that the abundance of Collinsella spp.
depends on the dietary intake of the host, and that the
proliferation of Collinsella spp. is favored by a diet with
reduced fiber content [71, 72]. Since the Algerian diet, is
of a Mediterranean type, which has a high content of
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dietary fiber, it is tempting to speculate that this diet
prevents the proliferation of Collinsella.

The other bacterial genus showing a reduction in its
relative abundance in the OB group was Akkermansia.
This result supports previous research showing that
obese individuals had reduced Akkermansia compared
to individuals with normal weight [73-75]. Members of
the genus Akkermansia is known to have potential pro-
tective effects against obesity and metabolic disease, and
as such, they have been proposed as a promising anti-
obesity probiotic candidate [76].

The polysaccharide-degrading genus Catenibacterium
was also enriched in the NW group relative to the OB
group. This result was consistent with a previous study
which reported that the GM of Egyptian teenagers were
enriched with Catenibacterium, compared to teenagers
from the United States [77].

Surprisingly, we observed a lower abundance of the
genus Ligilactobacillus in the OB group compared to the
NW group. Ligilactobacillus is a previous member of
Lactobacillus which was recently assigned to a new
genus following the re-classification of the genus
Lactobacillus [78]. This result was unexpected because
Lactobacillus is well known as an obesity-associated
taxon and its abundance was reported to be higher in
the GM of patients with obesity and metabolic diseases
[11, 79-81].

The LEfSe analysis showed that the genus Lachno-
spiraceae_UCG_001 was enriched in the GM of the OB
group, which agrees with previous studies showing that
Lachnospira genus was significantly more abundant in
the OB group [64, 82, 83]. Another study showed that
Lachnospiraceae UCG-001 was associated with obesity,
and suggested that this genus may be predictive of
weight loss in overweight and obesity groups [84].

The LEfSe analysis at species level showed that the
species B. dorei was significantly enriched in the NW
group. B. dorei is the dominant species of the genus
Bacteroides in the human GM that was shown to
improve the enteric environment, by providing GM with
good living conditions and having a beneficial effect on
bacterial lipopolysaccharide production [85]. Our result
was in line with several studies from Japan which
showed that this species is abundant in lean group [12].

Although, to our knowledge, this is the first study to

http://dx.doi.org/10.48022/mbl.2401.01015

explore GM composition and to evaluate differences in
OB and NW women in Algeria, we must however
acknowledge its several limitations. Firstly, the small
sample size has reduced the power of the statistical
analysis, hampering the detection of statistically signifi-
cant differences. Secondly, the study population was
limited to a cohort of women only and to a particular
region in Algeria; therefore, our results may not be gen-
eralizable to the whole Algerian population. Because of
these limitations, larger cohorts studies, including both
men and women and covering a larger geographic
region, are warranted in the future. These studies
should also investigate the potential effects of specific
factors such as diet, lifestyle, clinical characteristics,
medical data and medication on the GM composition.

This pilot study described for the first time the
unstudied Algerian GM. However, the results did not
confirm the expected hypothesis that there will be a dif-
ference in the quantitative and qualitative composition
of the GM between the NW and OB groups, as indicated
by both alpha and beta diversity analyses; but, it
revealed a distinctive composition of GM of Algerian
subjects, dominated by the phyla Firmicutes and Actino-
bacteriota instead of Firmicutes and Bacteroidota, both
in NW and OB individuals. These results emphasize the
importance of further research on the gut microbiome in
relation to the North African region.
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