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file:///C:/Users/chamaran1/Documents/Rédactions/Thèse/Thèse_J.Chamarande_v5_081122.docx%23_Toc118815811
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file:///C:/Users/chamaran1/Documents/Rédactions/Thèse/Thèse_J.Chamarande_v5_081122.docx%23_Toc118815963
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file:///C:/Users/chamaran1/Documents/Rédactions/Thèse/Thèse_J.Chamarande_v5_081122.docx%23_Toc118815965
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Le laboratoire Stress, IMmunité PAthogènes (SIMPA) a été créé en 2013 et fait partie 

du pôle Biologie-Médecine-Santé (BMS) situé sur le Campus Biologie et Santé de l'Université 

de Lorraine. Il rassemble immunologistes, neurobiologistes et microbiologistes dont les études 

portent sur l’impact de stress socio-environnementaux chroniques et/ou gravitaires sur le 

système immunitaire, le système nerveux central et les micro-organismes, plus particulièrement 

au sein du microbiote intestinal (MI). 

 

Les principales cibles des recherches portant sur les stress gravitaires sont les 

astronautes via différents projets s’effectuant en collaboration avec l’Agence Spatiale 

Européenne (ESA) et le Centre National d'Etudes Spatiales (CNES). Parmi ces projets se trouve 

notamment le projet Pre-Glu visant à étudier l’effets des oligosaccharides du lait humain 

(prébiotiques) sur le MI, le système immunitaire et le métabolisme des adultes durant un 

hivernage en Antarctique (modèle d’étude des astronautes). Le but de ce dernier est de 

développer de nouvelles stratégies permettant de limiter l'impact de ces stress sur la santé. Le 

stress étant omniprésent dans notre société, l’étude des stress socio-environnementaux 

chroniques permet d’élargir l’application des recherches menées au laboratoire à l’ensemble de 

la population.  

 

Le MI, bien que décrit pour la première fois à la fin des années 1800, est devenu un 

sujet d’étude en plein essor, avec notamment la mise au point de nouvelles techniques 

d’analyses dont le séquençage à haut débit du matériel génétique. Depuis lors, une nouvelle ère 

d'études visant à discriminer les micro-organismes bénéfiques des pathogènes a fait son 

apparition au sein de la communauté scientifique et a radicalement changé la façon dont nous 

percevons la santé et les maladies. 

 

L’implication du MI dans les fonctions digestives, métaboliques, immunitaires et 

neurologiques en fait un organe à part entière dont l’importance n’est plus à remettre en 

question. De plus, une altération de sa composition, également appelée dysbiose, est étroitement 

liée au développement ou à l’aggravation de diverses pathologies telles que les maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI), l’obésité, le diabète, les maladies du foie, 

cardiovasculaires, neurodégénératives et également dans le développement de cancers. 

 

Le MI est donc devenu une cible thérapeutique majeure. Les probiotiques (micro-

organismes vivants), les prébiotiques (éléments favorisant la croissance ou l'activité de micro-
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organismes bénéfiques) ou la transplantation fécale permettent notamment de moduler et 

rééquilibrer sa composition en cas de dysbiose. Cependant, il n’existe pas encore de traitement 

curatif pour certaines pathologies liées au MI, telles que les maladies inflammatoires chroniques 

de l'intestin (MICI). Comprendre les mécanismes sous-jacents aux interactions hôte-MI et 

définir de nouveaux produits biothérapeutiques est donc un enjeu majeur pour combattre ces 

pathologies. 

 

Les travaux effectués au laboratoire ont permis d’identifier Parabacteroides distasonis 

comme l’une des espèces bactériennes du MI les plus négativement impactées lors d’un stress 

chronique aussi bien gravitaire que socio-environnemental. Cette espèce bactérienne qui 

appartient à la famille des Tannerellaceae, est une bactérie anaérobie stricte à Gram négatif, 

commensale du MI de l’Homme et faisant partie du core microbiome. De récentes études 

suggèrent que P. distasonis pourrait exercer des effets protecteurs contre des maladies, 

notamment la sclérose en plaques, le diabète de type II, le cancer colorectal et les maladies 

inflammatoires. Cette bactérie pourrait être utilisée comme potentiel nouveau produit 

biothérapeutique. 

 

Cependant, d'autres données expérimentales tendent à montrer P. distasonis comme 

potentiel pathogène opportuniste. En effet, il a été observé lors d’études une corrélation positive 

entre sa présence dans le MI et l’aggravation des pathologies inflammatoires telles que la colite 

chez la souris ou encore dans l’intensification des symptômes de la maladie de Charcot. Il 

semblerait donc que P. distasonis puisse avoir un rôle dichotomique dépendant du contexte, de 

l’environnement et possiblement de la souche. 

 

Cette thèse a pour objectif de déterminer comment P. distasonis qui est largement 

conservée au sein de notre MI se maintient dans cet environnement très compétitif, de définir 

plus spécifiquement les éléments impliqués dans son comportement parfois bénéfique, parfois 

délétère et ses caractéristiques liées à la sélection de nouvelles souches biothérapeutiques.  

  



Avant-propos 

4 
 

Ce manuscrit se décline en trois parties : 

La synthèse bibliographique et les objectifs, présentant l’état de l’art des grands domaines 

abordés dans cette thèse ainsi que les principaux objectifs de ce projet : 

➢ La première partie définit ce qu’est le MI, ce qui le compose, son rôle dans la santé humaine 

et les traitements actuellement disponibles pour traiter les pathologies intestinales ; 

➢ La seconde partie décrit plus spécifiquement les mécanismes sous-jacents aux interactions 

du MI avec son hôte et les éléments impliqués dans leur communication bidirectionnelle ;  

➢ La troisième partie concerne plus spécifiquement P. distasonis et les connaissances 

acquises sur cette bactérie au cours des dernières années, dont les effets principalement 

bénéfiques mais parfois délétères qu’elle apporte à son hôte ; 

➢ La quatrième partie porte sur les principaux objectifs de cette thèse. 

Les résultats, présentés sous forme de 3 parties comprenant chacune une publication 

scientifique acceptée : 

➢ La première partie est axée sur les propriétés d’adhésion et de formation de biofilm de P. 

distasonis et de l’impact d’un stress direct sur ces propriétés ; 

➢ La seconde partie se concentre sur l’étude in silico des structures de surface de P. distasonis 

impliquées dans son maintien et dans ses interactions au sein du MI ;   

➢ La troisième partie concerne la caractérisation des propriétés de P. distasonis liées à la 

sélection de nouveaux produits biothérapeutiques. 

Les conclusions générales et les perspectives de cette étude. 
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I. Le microbiote intestinal  

I.1. Définition et généralités 

Toutes les plantes et tous les animaux, y compris les humains, abritent de nombreux 

micro-organismes qui entretiennent une étroite relation avec leur hôte. Ces relations sont 

divisées en trois catégories principales suivant si celles-ci sont bénéfiques, nocives ou sans 

impact pour l’hôte (Leung and Poulin, 2008). Quand les deux entités cohabitant profitent 

réciproquement de la relation, celle-ci sera dite de « mutualisme », tandis que si l’organisme 

ayant colonisé l'hôte profite de l’hôte sans que celui-ci n’ait de bénéfice, il sera alors considéré 

comme « commensal ». En revanche, si le colonisateur utilise l'hôte et nuit directement ou 

indirectement à son bien-être, la relation sera alors définie comme du « parasitisme » (Paracer 

et al., 2000).  

Cependant, un tel schéma de classification ne reflète que rarement la véritable 

dynamique des relations observables dans la nature. En effet, ces relations entre les micro-

organismes et leur hôte sont souvent finement équilibrées et peuvent rapidement changer, 

pouvant entraîner des infections d’origine « endogène » ou « opportuniste » (Wilson, 2004). 

L’ensemble des micro-organismes présent dans un environnement défini est appelé 

« microbiote ». Les premiers scientifiques à mentionner ce terme sont Lederberg et McCray, 

évoquant l’importance des micro-organismes dans la santé et les maladies notamment humaines 

(Farré-Maduell and Casals-Pascual, 2019; Lederberg and McCray, 2001). Le terme de 

« microbiome », quant à lui, correspond à l'ensemble de l'habitat, incluant ainsi les micro-

organismes et également leurs génomes et les conditions environnementales. Cette définition 

suit celle du terme « biome », c'est-à-dire l'ensemble des facteurs biotiques et abiotiques d'un 

environnement donné. Dans certains cas, la définition du microbiome se limite à l'ensemble des 

gènes et des génomes des membres d'un microbiote donné (Marchesi and Ravel, 2015). 

L'hôte et les micro-organismes qui lui sont associés sont parfois définis comme 

« holobionte » et leur génome collectif comme « hologénome ». Ces termes correspondent à 

l’association d’un hôte et aux communautés microbiennes vivant autour ou à l’intérieur de 

celui-ci et qui forment ensemble une seule entité pouvant être définie comme « super-

organisme » (Gordon et al., 2013; Simon et al., 2019).  

Parmi les différents microbiotes humains se trouve le microbiote intestinal (MI) qui 

contient une communauté microbienne abondante et diversifiée rassemblant plus de 100 

trillions de micro-organismes. La densité microbienne du côlon en fait l'un des habitats 

microbiens les plus densément peuplés connus sur terre (Thursby and Juge, 2017). L'une des 
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principales difficultés d’étudier cet environnement a été la capacité de cultiver les micro-

organismes qui le constituent (Moore and Holdeman, 1974). Cependant, de nouvelles 

technologies ont permis d'identifier phylogénétiquement et/ou de quantifier les composants du 

MI en analysant les acides nucléiques (ADN et ARN) directement extraits des selles (Rinninella 

et al., 2019). 

I.2. Techniques d’étude du microbiote intestinal 

La plupart des connaissances sur le MI humain adulte provenaient de méthodes de 

culture exigeantes en main-d'œuvre (Namsolleck et al., 2004). Récemment, la capacité à étudier 

l'étendue du MI s'est considérablement améliorée grâce à la découverte d'approches 

indépendantes de la culture, telles que les méthodes de séquençage à haut débit (Doré et al., 

2017). 

1. Approche culture-dépendante 

En 1881, Robert Koch a introduit la technique d’ensemencement sur gélose pour 

pouvoir cultiver et identifier des micro-organismes via leurs propriétés biochimiques et 

physiologiques. Une méthode basée sur la culture ne détecte cependant qu’un faible 

pourcentage des bactéries présentes dans l'intestin, les conditions de culture en laboratoire 

offrant un environnement moins favorable à leur croissance (Adak and Khan, 2019).  

Conventionnellement, différents milieux sélectifs et nutritifs sont utilisés pour isoler et 

cultiver les bactéries à partir de prélèvements complexes comme les fèces. Des améliorations 

ont récemment fait leur apparition avec notamment l’utilisation de milieux enrichis ou encore, 

par exemple, la pré-incubation des fèces dans des flacons d'hémoculture. Ces modifications 

agissent comme des stimulants naturels et facilitent l'isolement de bactéries jusqu'alors non 

cultivables (Browne et al., 2016).  

Cette approche de culture est souvent couplée à la spectrométrie de masse de type 

MALDI-TOF (spectromètre de masse couplant une source d'ionisation laser assistée par une 

matrice et un analyseur à temps de vol) et/ou à l'amplification/séquençage Sanger de l'ADNr 

16S afin d’identifier des colonies non-identifiées jusqu’alors. Cet ensemble de méthode a 

permis l’identification de 1057 espèces procaryotes ajoutant au répertoire intestinal humain 531 

espèces dont 146 bactéries connues mais non-identifiées auparavant, 187 bactéries et 1 archée 

non-isolée de l'homme, ainsi que 197 potentielles nouvelles espèces (Lagier et al., 2016). Par 

conséquent, cette approche dite de culturomique est indispensable pour comprendre le rôle 

causatif ou curatif de ces micro-organismes dans la santé et la maladie. Cependant, la croissance 

des bactéries prédominantes dans les fèces masque l'isolement des espèces minoritaires. 
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2. Approche culture-indépendante 

Avec l'avènement du séquençage Sanger en 1977, l'ADN codant l’ARNr 16S a fait son 

apparition afin de caractériser les taxons bactériens et leur phylogénie (Sanger et al., 1977; Suau 

et al., 1999; Woese and Fox, 1977). Ces deux découvertes majeures ont permis au cours des 30 

années suivantes la mise au point de méthodes permettant de surmonter les limites de la culture 

in vitro et ainsi de documenter la diversité du microbiote, y compris les souches non-cultivables 

à la paillasse. Parmi ces méthodes se trouvent notamment la réaction en chaîne par polymérase 

(PCR), les puces à ADN ou encore l’hybridation in situ en fluorescence (FISH ; Metzker, 2005). 

L’ensemble de ces méthodes a alors ouvert la voie à l'identification de la composition 

taxonomique et de la phylogénie des communautés microbiennes habitant une niche écologique 

spécifique.  

Quelques années plus tard, les techniques de séquençage à haut débit (NGS) ont été 

développées. Ces techniques reposent sur différentes méthodes de séquençage ayant comme 

point commun de séquencer des millions de petits fragments d'ADN en parallèle (Behjati and 

Tarpey, 2013). La méthode de Sanger étant donc le séquençage de première génération, celles-

ci sont dites de deuxième génération avec le séquençage « Illumina » et de troisième génération 

avec le séquençage « PacBio » et la technologie « Oxford Nanopore » qui permettent une 

analyse plus fine et en temps réel à partir de moins de matériel. 

Des projets d’envergure ont fait suite à l’invention de ces méthodes de séquençage dont 

le projet Meta Hit où 3,3 millions de gènes microbiens fécaux non redondants ont été identifiés, 

multipliant le nombre de gènes initialement référencés par environ 150 (Qin et al., 2010). 

Actuellement, environ 10 millions de gènes non redondants sont listés après l’analyse des selles 

de 1267 individus supplémentaires (Li et al., 2014). À noter que les nouveaux gènes référencés 

dans le catalogue sont principalement des gènes rares, retrouvés chez peu d’individus. La même 

étude a été réalisée chez 184 souris révélant après comparaison avec le génome humain une 

importante dissimilitude avec seulement 4 % des gènes communs aux deux catalogues (Xiao et 

al., 2015). En revanche, l’étude de la fonction connue des gènes, via l’outil d’annotation Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), a permis de mettre en évidence une importance 

similarité fonctionnelle (80 %). 

L’avancée des méthodes de séquençage et des outils de méta-analyse, en plus de 

permettre le référencement de nombreux gènes, a également été d’une aide majeure pour 

l'analyse de la diversité microbienne. 
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I.3. Composition du MI 

Le MI abrite un vaste éventail de micro-organismes incluant bactéries, champignons, 

levures, archées et virus (Matijašić et al., 2020). Bien qu'un nouveau paradigme soutienne la 

possibilité que le nourrisson soit colonisé in utero par des bactéries provenant du microbiote 

placentaire maternel (Aagaard et al., 2014), le tractus intestinal néonatal est rapidement et 

massivement colonisé après la naissance par des bactéries provenant de la mère et de 

l'environnement. La méthode d'accouchement, naturelle ou par césarienne, est un facteur 

déterminant des premiers colonisateurs microbiens du tractus intestinal néonatal avec des 

travaux montrant des différences nettes dans la composition du MI entre les bébés nés par 

césarienne et ceux nés par voie naturelle (Biasucci et al., 2010; Jakobsson et al., 2014). La 

même observation a été faite entre les bébés nourris au sein et ceux nourris au lait maternisé 

(Fan et al., 2014; Thum et al., 2012). Le MI continue alors de se développer tout au long de 

l'enfance pour devenir stable et mature entre 3 et 5 ans (Odamaki et al., 2016). La communauté 

bactérienne de ce consortium est la mieux étudiée, notamment car elle présente la densité 

microbienne la plus élevée, avec des estimations récentes allant de 1013 à 1014 cellules 

bactériennes dans le côlon humain (Sender et al., 2016; Thursby and Juge, 2017). Des 

chercheurs estimaient ainsi que le corps humain était composé de 10 fois plus de cellules 

bactériennes que de cellules humaines. Une estimation plus récente a cependant suggéré que ce 

rapport se rapprochait davantage de 1:1 (Sender et al., 2016). L’ensemble de ces bactéries 

correspond à une information génétique composée d’environ 2 millions de gènes, soit 100 fois 

plus que les 20 milles gènes de l’être humain (Gilbert et al., 2018).  

Du point de vue taxonomique, les bactéries sont classées en phyla, classes, ordres, 

familles, genres et espèces. Les phyla bactériens dominants au niveau du MI sont les 

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, et Verrucomicrobia, 

avec les Firmicutes et Bacteroidetes représentant 90 % du MI (Figure 1). Les Firmicutes sont 

composés de plus de 200 genres différents, principalement à Gram positif, dont les 

Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus et Ruminicoccus avec les Clostridium 

représentant 95 % des Firmicutes. Les Bacteroidetes, bactéries à Gram négatif anaérobies 

strictes, quant à eux sont principalement représentés au niveau du MI par les Bacteroides et les 

Prevotella. L'embranchement des Actinobacteria est principalement représenté par le genre 

Bifidobacterium (Arumugam et al., 2011). 
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Figure 1. Exemple taxonomique de la composition du MI. Dans le cadre bleu sont représentées les bactéries 

appartenant aux phyla Firmicutes et Bacteroidetes représentant 90 % du MI. Les phyla et genres majoritaires sont 

écrits en caractères gras. D’après Rinninella et al., 2019.  
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Généralement, les différents segments du tractus gastro-intestinal sont colonisés par des 

communautés microbiennes différentes : les bactéries à Gram positif sont prédominantes dans 

l'intestin grêle, tandis que les bactéries à Gram négatif prédominent dans le gros intestin 

(Ghoshal and Ghoshal, 2017). Environ 95 % des bactéries présentes dans le côlon sont 

anaérobies strictes (Lagier et al., 2012). 

Chaque individu possède environ 500 à 1000 espèces bactériennes différentes avec une 

abondance variable au sein de leur tractus gastro-intestinal, mais de 5 à 30 % des espèces sont 

partagées par l’ensemble de la population. C’est ce que l’on appelle le « core microbiome » 

(Faith et al., 2013; Salonen et al., 2012). La partie variable du MI dépend de facteurs 

intrinsèques et extrinsèques tels que l’âge, le régime alimentaire, l’environnement dans lequel 

évolue l’individu ou encore la prise de médicaments et plus particulièrement d’antibiotiques 

(Peroni et al., 2020). Un nombre croissant d'études montre également qu’un stress de l’hôte a 

des effets sur la composition et l'organisation du MI (Bailey et al., 2011; Siopi et al., 2020). 

Ceci pourrait s’effectuer de façon directe via la synthèse de médiateurs de stress 

(catécholamines, glucocorticoïdes) libérés dans la lumière intestinale et qui agiraient sur les 

bactéries, ou de manière indirecte en modulant l'immunité locale et l’environnement intestinal 

(Galley et al., 2014). Des travaux récents de notre équipe ont montré dans des modèles murins 

de stress chronique une diminution du genre Parabacteroides et de l’espèce P. distasonis dans 

le MI des animaux stressés (Alauzet et al., 2019, 2020). 

I.4. Rôles du MI 

Il est maintenant bien défini que le MI intervient dans les processus physiologiques de 

l'hôte et qu’en retour, celui-ci fournit un environnement nutritif et hospitalier aux micro-

organismes qu’il héberge. En plus des avantages métaboliques, les membres du MI confèrent à 

l’individu sain d’importantes fonctions notamment de protection de l’épithélium intestinal et 

de maintien de l’homéostasie immunitaire. Cette grande plasticité fonctionnelle lui vaut d’être 

considéré comme un organe à part entière (Anwar et al., 2020; Baquero and Nombela, 2012; 

Evans et al., 2013). Bien que la grande majorité du MI soit mutualiste ou commensale, d’autres 

bactéries qui ne provoquent habituellement pas de maladie peuvent devenir pathogènes suivant 

les conditions dans lesquelles elles se développent. Ces bactéries sont communément appelées 

pathogènes opportunistes ou pathobiontes.  

1. Métabolisme des nutriments 

Le MI tire en grande partie ses nutriments des glucides alimentaires. De nombreuses 

bactéries vont en effet fermenter les glucides ayant échappé à la digestion proximale et les 
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oligosaccharides initialement indigestes pour l’hôte. Cette fermentation va alors entraîner la 

synthèse de nutriments dont les acides gras à chaîne courte (AGCC ; butyrate, propionate, 

acétate), qui sont de riches sources d'énergie pour l'hôte. Les membres du genre Bacteroides, 

qui sont les organismes prédominants qui participent au métabolisme des hydrates de carbone, 

le font en exprimant des enzymes telles que les glycosyltransférases, les glycoside hydrolases 

et les polysaccharide lyases. Le meilleur exemple parmi ces organismes est B. thetaiotaomicron 

qui contient au sein de son génome plus de 260 gènes impliqués dans l’expression d’hydrolases, 

ce qui est bien plus que le nombre codé par le génome humain (Cantarel et al., 2012). Un autre 

exemple pourrait être la synthèse de la vitamine K par notamment certains Bacillus dont B. 

subtilis natto et de la vitamine B, majoritairement produite au sein du MI par les Bacteroidetes 

et Fusobacteria, qui jouent également un rôle clé dans le bien-être de l’individu (Hossain et al., 

2022; Kang et al., 2022).  

Certaines bactéries de la lumière intestinale possèdent également une machinerie 

permettant la conversion des acides aminés en micronutriments nécessaires à la santé de l’hôte. 

Un exemple pourrait être la transformation de la L-histidine en histamine par l'histamine 

décarboxylase ou encore la transformation du glutamate en acide γ-amino butyrique (GABA) 

par les glutamate décarboxylases de certaines bactéries lactiques (De Biase and Pennacchietti, 

2012; Thomas et al., 2012).  

Le MI intervient dans d’autres fonctions métaboliques telles que la production de 

polyphénols, de triméthylamine, d’acide indolepropionique ou encore dans le métabolisme des 

acides biliaires (Long et al., 2017; Marín et al., 2015). 

2. Epithélium intestinal 

 Le MI joue également un rôle important dans le développement de l’épithélium 

intestinal ainsi que dans sa protection. L’un des principaux mécanismes derrière cette fonction 

est l’induction de la transcription d’angiogenin-3, qui est impliquée dans le développement de 

la microvasculature intestinale (Sekirov et al., 2010). D’autres études réalisées sur des modèles 

murins axéniques ont également montré une réduction significative du réseau capillaire 

villositaire, de la surface intestinale et des microvillosités ; ainsi qu’une augmentation de la 

durée du cycle cellulaire ou encore une altération du péristaltisme intestinal en l’absence de MI 

(Alam et al., 1994; Banasaz et al., 2002; Gordon and Bruckner-Kardoss, 1961; Husebye et al., 

1994).  

 Le MI contribue aussi au maintien de l’intégrité de la barrière épithéliale notamment 

via la modulation de l’expression des gènes impliqués dans la synthèse des protéines formant 
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les jonctions serrées qui relient mécaniquement les cellules épithéliales entre elles (Allam-

Ndoul et al., 2020; Cuffaro et al., 2020).  

Le MI participe par ailleurs de façon significative à la protection de l'épithélium 

intestinal contre les infections potentielles par des pathogènes. Ce phénomène s’organise selon 

plusieurs mécanismes pouvant être directs ou indirects (Pickard et al., 2017). Parmi les 

mécanismes directs se trouve celui de la compétition où les nutriments sont limités ainsi que 

l'espace disponible à la colonisation. Afin d’avoir de meilleures chances de survie, des bactéries 

ont également développé des mécanismes de défense dont la synthèse d’antimicrobiens ou de 

métabolites inhibiteurs, afin de pouvoir survivre dans cet environnement compétitif (Lawhon 

et al., 2002; Rolfe, 1984; Todorov et al., 2020). Outre la concurrence directe, les bactéries 

peuvent également se faire concurrence indirectement en agissant sur l'hôte. Cela implique 

généralement la stimulation du système immunitaire inné ou adaptatif qui engendrera des 

réponses potentiellement délétères à certaines espèces et ainsi, favoriser la colonisation par 

d’autres (Pickard et al., 2017). 

3. Système immunitaire 

Il arrive que le MI et le système immunitaire de l’hôte communiquent que ce soit de 

façon directe par contact ou indirectement via la production de métabolites. Ce contact direct 

entre les deux types cellulaires inclut que le système immunitaire accepte les micro-organismes 

mutualistes ou commensaux, qu’il définit comme n’étant pas une menace pour l’hôte.  

Ces interactions ont un rôle critique dans le développement et dans l’équilibre 

fonctionnel du système immunitaire. Par exemple, la détection du microbiote commensal par 

la voie de signalisation récepteur Toll-Like (TLR)-réponse primaire de différenciation 

myéloïde 88 (MyD88) peut induire la réparation de l'épithélium intestinal endommagé ou 

encore induire la synthèse de la protéine antimicrobienne RegIIIγ (Hooper et al., 2012). Un 

autre exemple serait celui de la composition des sous-ensembles de lymphocytes T, dont 

l’équilibre est indispensable à l’homéostasie de la muqueuse intestinale et qui dépend 

directement de la composition du MI (Gaboriau-Routhiau et al., 2009; Ivanov et al., 2009).  

Ainsi, lorsqu'elle fonctionne de manière optimale, l'alliance entre le système 

immunitaire et le microbiote permet un dialogue qui sélectionne et calibre les réponses de la 

manière la plus appropriée. 

4. Système nerveux 

Le système nerveux central (SNC) est étroitement lié au tractus gastro-intestinal et joue 
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un rôle important dans la régulation de la fonction intestinale et de l'homéostasie. En retour, le 

MI affecte des processus neuronaux fondamentaux. Cette étroite communication est identifiée 

comme l’axe Intestin-Cerveau (Zhu et al., 2017). Des études se sont intéressées à cette 

communication bidirectionnelle avec pour modèle principal des animaux axéniques (Bravo et 

al., 2012). 

Ces études ont notamment montré que la colonisation du MI est essentielle au 

développement et à la maturation du système nerveux entérique et central et au bon déroulement 

de la myélinisation corticale (Heijtz et al., 2011; Hoban et al., 2016). L'absence de colonisation 

microbienne du rat ou de la souris est donc associée à des altérations pouvant se traduire par un 

retard de la vidange gastrique et du transit intestinal, une réduction de la récurrence cyclique 

du complexe moteur migrant et de la propagation distale et une augmentation de la taille du 

cæcum (Carabotti et al., 2015).  

Un autre des processus neuronaux impacté par le MI chez la souris est le développement 

et la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique (BHE). Il a en effet été démontré que 

l'absence de MI est associée à une perméabilité accrue de la BHE et à une expression altérée 

des protéines de la jonction serrée (Braniste et al., 2014).  

I.5. Dysbiose intestinale et pathologies 

La composition du MI est donc partie intégrante du bon développement de l’hôte et de 

son bien-être. Or, comme vu précédemment, le MI présente un haut degré de plasticité et sa 

composition peut être affectée par de nombreux facteurs environnementaux et liés à l'hôte. 

L’ensemble de ces facteurs peut donc générer un déséquilibre des fonctions du MI, déséquilibre 

plus communément appelé dysbiose.  

1. Maladies inflammatoires chroniques intestinales 

La dysbiose intestinale a été associée au développement ou à l’aggravation de maladies 

intestinales et extra-intestinales. Parmi les maladies intestinales associées à une dysbiose se 

trouvent les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) incluant la maladie de 

Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) qui touchent 0,3 % à 0,5 % de la population 

mondiale (Ng et al., 2017). Ces deux pathologies se définissent par une inflammation de la 

paroi du tube digestif résultant d’une dérégulation du système immunitaire intestinal causant 

des lésions tissulaires et une chronicité de la maladie. Divers facteurs sont impliqués dans le 

développement des MICI, notamment la génétique de l'hôte, le dérèglement immunitaire et les 

altérations du MI. La modulation du MI dans ces pathologies s’initialise par un 

appauvrissement des bactéries bénéfiques à l’hôte telles que Bifidobacterium longum dans la 
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RCH ou d'Eubacterium rectale, de Faecalibacterium prausnitzii et de Roseburia intestinalis 

dans la MC. A contrario, l'abondance relative et le taux de croissance des bactéries 

potentiellement pathogènes telles que certaines espèces du genre Streptococcus dont S. 

anginosus ou S. gordonii sont augmentés (Vich Vila et al., 2018). Des équipes de recherche se 

sont alors intéressées aux mécanismes par lesquels le MI pourrait induire les MICI. Parmi 

celles-ci, Roy et al. ont démontré que le développement des MICI pouvait être dû à une 

communauté microbienne qui endommagerait la barrière intestinale via l’action des cellules 

immunitaires (Roy et al., 2017). Cependant, les variations interindividuelles entre les patients 

atteints de MICI (génétique, stade de la maladie, régime alimentaire…) ainsi que les difficultés 

de reproduire avec précision leur physiopathologie chez le modèle murin rendent difficile la 

compréhension du rôle du MI dans ces maladies. Il a cependant été montré dans un modèle 

murin de RCH qu’un transfert du microbiote vers des souris saines entraînait un phénotype de 

colite : le MI est donc colitogénique (Garrett et al., 2007). 

2. Obésité 

Un lien entre l'obésité et le MI a également été mis en évidence. L’un des principaux 

exemple de l’implication du MI chez les personnes souffrant d’obésité est la réduction des 

Bacteroidetes et l’augmentation des Firmicutes en comparaison aux personnes de poids moyen 

(Ley et al., 2005). Or, l’une des espèces de Bacteroidetes les plus diminuées chez les personnes 

atteintes d’obésité est B. thetaiotaomicron. Son transfert chez des souris ayant suivi un régime 

riche en graisses a significativement diminué leur prise de poids et le développement excessif 

du tissu graisseux (Liu et al., 2017). Des études ont également établi que la diversité du MI, en 

terme d’espèces et d’informations génétiques, était altérée pendant l’obésité (Aron-Wisnewsky 

et al., 2019; Cotillard et al., 2013; Le Chatelier et al., 2013). Une autre étude réalisée sur des 

souris axéniques a également établi que les souris élevées de manière conventionnelle ont une 

masse graisseuse supérieure de 40 % et une teneur en graisse gonadique supérieure de 47 % à 

celles des souris axéniques malgré une plus faible prise alimentaire (Bäckhed et al., 2007, 

2004).  

Les mécanismes par lesquels le MI contribue à la physiopathologie de l'obésité ont fait 

l’objet de nombreuses études animales ayant permis de mieux comprendre l'impact du MI sur 

le maintien de l'équilibre énergétique de l'hôte. En utilisant des souris de type sauvage et des 

souris déficientes en leptine (ob/ob), Turnbaugh et ses collègues ont démontré que le MI des 

souris obèses produisait davantage d'AGCCs et fournissait un surplus d’énergie en comparaison 

au MI des souris minces (Turnbaugh et al., 2006). La même observation a été faite chez 
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l’Homme en comparant la concentration en AGCCs des fèces de sujets obèses et minces 

(Schwiertz et al., 2010).  

3. Diabète 

Au même titre que l’obésité, la composition du MI diffère entre un individu sain et un 

individu atteint de diabète. Chez les patients atteint de diabète de type (DT) 1, une diminution 

du rapport Firmicutes/Bacteroidetes a été observée (Demirci et al., 2020; Huang et al., 2018). 

Une diminution de la diversité et de la richesse du MI a également été décrite chez les patients 

atteints de DT1 et DT2 (Leiva-Gea et al., 2018; Li et al., 2020). Parmi les bactéries impactées, 

l’abondance des Bifidobacterium, Akkermansia et Faecalibacterium, productrices de butyrate, 

est considérablement réduite chez les patients atteint de DT2 (Li et al., 2020; Wu et al., 2020). 

Karlsson et al. ont découvert que les profils métagénomiques du MI des patients atteints de 

cette pathologie étaient redondants et suggèrent ainsi son utilisation pour identifier les individus 

atteints de DT2 (Karlsson et al., 2013). Un lien entre le MI et la résistance à l'insuline a 

également été identifié ce qui suggère une association entre la composition du MI et le 

développement du DT2 (Chen et al., 2021). 

4. Autres pathologies 

D’autres pathologies sont associées à des modifications du MI. Une étude 

métagénomique a notamment montré un enrichissement en Enterobacteriaceae, dont 

Escherichia coli, Klebsiella spp. dont Klebsiella aerogenes, au sein des MI d’individus atteints 

de maladies cardio-métaboliques. Il est également de plus en plus reconnu qu'une perturbation 

du MI pourrait être l'un des facteurs de la physiopathologie des maladies du foie dont la stéatose 

hépatique non alcoolique, des allergies et de certains cancers dont le cancer colorectal (Baba et 

al., 2017; Fan and Pedersen, 2021; Ho and Bunyavanich, 2018). La composition du MI ainsi 

que les métabolites qui lui sont associés sont également liés à des troubles neurologiques et 

psychiatriques, dont la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, les troubles du spectre 

autistique et la dépression (Bastiaanssen et al., 2019). 

L’implication directe du MI dans la plupart de ces pathologies reste cependant non-

élucidée. Sa modification pourrait en effet être la cause et non l’élément déclencheur de la 

pathologie. La relation hôte-MI et son rôle dans ses maladies a fait l’objet de nombreuses études 

et les connaissances quant à son utilisation en tant que cible thérapeutique évoluent 

progressivement. 
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I.6. Le MI comme cible thérapeutique 

Bien que le MI soit doté d’une capacité de résilience, c’est-à-dire de retour à l’équilibre 

après un événement perturbateur, celle-ci peut être incomplète et suivie d’effets délétères pour 

l’hôte (De La Cochetière et al., 2005; Dogra et al., 2020). L'un des objectifs majeurs de ces 

dernières années a donc été de jouer sur la composition du MI afin de passer d’une composition 

dysbiotique à un microbiote équilibré et bénéfique à l'hôte. 

1. Prébiotiques 

Les prébiotiques, définis pour la première fois en 1995, sont des éléments qui entraînent 

des modifications spécifiques de la composition et/ou de l'activité du MI humain, offrant ainsi 

des avantages pour la santé de l'hôte (Gibson and Roberfroid, 1995). La définition exacte de ce 

terme a été revisitée en 2017 par : "un substrat qui est utilisé sélectivement par les micro-

organismes de l'hôte, conférant un bénéfice pour la santé" afin de clarifier ce qui constitue ou 

non une substance prébiotique face à l'évolution des progrès scientifiques (Gibson et al., 2017).  

Selon cette définition, certains aliments sont considérés comme prébiotiques. Parmi 

ceux-ci, les fibres alimentaires, définit comme « tous les polysaccharides et la lignine, qui ne 

sont pas digérés par les sécrétions endogènes du tube digestif humain », sont les plus utilisées 

en tant que prébiotiques (Jha and Mishra, 2021). Bien que celles-ci ne peuvent être hydrolysées 

par les enzymes digestives humaines, les bactéries du MI possèdent la machinerie nécessaire à 

leur digestion. Les fibres alimentaires regroupent plusieurs types de glucides dont l'amidon 

résistant, les polysaccharides non amylacés (celluloses, hémicelluloses, pectines, gommes et 

mucilages), l'inuline et des oligosaccharides tels que les fructooligosaccharides (un sous-groupe 

de l'inuline dont le degré de polymérisation est inférieur à 10), les galactooligosaccharides (2 à 

8) et les xylooligosaccharides (2 à 10) (Anderson et al., 2009).  

Parmi les produits issus de la fermentation des prébiotiques par le MI, les AGCCs sont 

les plus étudiés. Comme vu précédemment, les AGCCs peuvent agir comme des sources 

d'énergie au niveau de la muqueuse intestinale. Au cours du processus d'absorption intestinale, 

le butyrate sera métabolisé par les colonocytes tandis que le reste des AGCCs sera transporté 

par la veine hépatique pour être métabolisé par le foie pour finalement intégrer diverses voies 

métaboliques des glucides et des lipides. Le propionate ira principalement dans la 

gluconéogenèse tandis que l'acétate et le butyrate seront principalement utilisés dans la 

biosynthèse des lipides (Ríos-Covián et al., 2016). En plus de servir de source d'énergie, les 

AGCCs présentent également des fonctions physiologiques, dont le maintien du pH luminal, 

l'inhibition de la croissance de bactéries pathogènes, l'influence de la motilité intestinale et la 
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réduction du cancer du côlon en stimulant l'apoptose des cellules cancéreuses (Sun and 

O’Riordan, 2013).  

Bien que les prébiotiques reposent principalement sur l’utilisation de glucides, d'autres 

substances, telles que les polyphénols et les acides gras polyinsaturés, sont également utilisées. 

Un exemple pourrait être la fraction insoluble des graines de cacao, riche en polyphénol, qui 

augmente significativement l’abondance des bifidobactéries, des lactobacilles et la production 

de butyrate (Fogliano et al., 2011). 

2. Probiotiques 

Le concept de probiotique a probablement évolué à partir d'une théorie proposée par le 

scientifique russe Eli Metchnikoff, lauréat du prix Nobel, qui a suggéré en 1908 que la longévité 

des paysans bulgares était due à leur consommation de produits laitiers fermentés. Le terme 

« probiotique » (du latin pro et du grec bios signifiant « pour la vie ») a été utilisé pour la 

première fois par le scientifique allemand Werner Kollath en 1953 pour désigner des 

« substances actives essentielles au bon développement de la vie ». Par la suite, l'effet et les 

mécanismes sous-jacents de ce que nous définissons aujourd’hui comme « probiotiques » ont 

été identifiés comme étant étroitement liés à l'existence de bactéries telles que les lactobacilles 

dont les produits de fermentation pourraient promouvoir le bien-être de l'hôte. En 1965, ce 

terme est repris par Lilly et Stillwell afin de parler des  « substances sécrétées par un organisme 

qui stimulent la croissance d'un autre organisme » pour finalement devenir officiellement en 

2013 « micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, 

confèrent un avantage pour la santé de l'hôte » (Gasbarrini et al., 2016). 

De nombreuses bactéries et autres organismes sont maintenant utilisés comme 

probiotique avec principalement : 

➢ Des lactobacilles : L. rhamnosus, L. plantarum, L. sporogenes, L. reuteri, L. casei, L. 

bulgaricus, L. delbrueckii, L. salivarius, L. johnsonii et L. acidophilus ; 

➢ Des bifidobactéries : B. bifidum, B. bifidus, B. lactis, B. longum, B. breve et B. infantis. 

D'autres probiotiques sont également disponibles sur le marché dont Propionibacterium 

freudenreichii, Streptococcus thermophilus, S. acidophilus, Lactococcus lactis, Enterococcus 

SF68… (Deutsch et al., 2017; Fijan, 2014; Plé et al., 2016). 

Les effets bénéfiques de ces probiotiques peuvent varier entre espèces mais également 

entre souches bactériennes d’une même espèce. Il est ainsi indispensable d’évaluer les fonctions 

et effets de chaque souche bactérienne potentiellement probiotique. L’association scientifique 

internationale pour les probiotiques et les prébiotiques a décrit les principaux mécanismes par 
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lesquels ces organismes améliorent la santé de leur hôte (Figure 2). Ces mécanismes peuvent 

être conservés par plusieurs probiotiques ou au contraire spécifiques d’un organisme donné. 

Parmi ces effets bénéfiques se trouvent le maintien de l'homéostasie et de l'intégrité intestinale, 

l'exclusion compétitive de la colonisation des pathogènes, la production d'acides gras essentiels 

et de vitamines, le métabolisme des sels biliaires primaires et secondaires, la régulation du 

transit gastro-intestinal, l'augmentation de la régénération des entérocytes par l'activation des 

cellules souches, la digestion enzymatique (notamment de certaines fibres), et la neutralisation 

des carcinogènes (Hill et al., 2014; Sivaprakasam et al., 2016). Il est également important de 

préciser que le maintien de l’immunité intestinale est essentiel au bien-être de l’hôte et que 

celle-ci dépend directement, comme vu précédemment, de la composition du MI. Conserver un 

équilibre entre les principaux phyla (Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, 

Actinobacteria, Fusobacteria et Verrucomicrobia) est donc primordial. 

Figure 2. Mécanismes d’action des probiotiques. D’après Sanders et al., 2019. 
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Les probiotiques, de façon générale, doivent respecter plusieurs critères :  

➢ Ce sont des micro-organismes. Bien que la plupart des probiotiques commercialisés soient 

des lactobacilles et des bifidobactéries, le terme probiotique ne fait pas référence qu’aux 

bactéries ; 

➢ Ils doivent être vivants lors de l’administration. Leur survie dans le tractus gastro-intestinal, 

si non-nécessaire, n’est cependant pas une obligation ;  

➢ Ils doivent être administrés, que ce soit par ingestion ou par un autre moyen ; 

➢ L’administration doit se faire à une concentration spécifique indiquée dans les revues 

scientifiques et cliniques ; 

➢ Ils doivent apporter au moins un bénéfice à l’hôte. 

En plus de devoir respecter ce cahier des charges, le ou les micro-organismes utilisés 

doivent eux aussi respecter des critères. Le premier de ces critères est l’innocuité de la souche. 

Celle-ci doit être caractérisée phénotypiquement et génotypiquement et être dénuée de toute 

activité pathogène, mutagène ou carcinogène. Elle doit donc respecter le statut « generally 

recognized as safe » (GRAS) ou « qualified presumption of safety » (QPS). Un exemple serait 

celui de la souche probiotique Lactobacillus helveticus MTCC5463 où les gènes impliqués dans 

les catégories suivantes : résistome, métaux lourds, gènes métaboliques indésirables, gènes liés 

à la virulence et gènes liés au stress ont été répertoriés et utilisés pour définir la non-

pathogénicité de cette souche (Senan et al., 2015). Il est également important de préciser que 

toutes les souches portant des gènes de résistance aux antibiotiques portés par des éléments 

génétiques mobiles et donc transférables ne sont pas autorisées sur le marché. La souche doit 

ensuite être capable de résister aux conditions stressantes du tractus gastro-intestinal. Parmi ces 

conditions se trouve notamment l’acide gastrique, les sels biliaires, les enzymes gastro-

intestinales (pepsine…) ou encore les peptides anti-microbiens secrétés par les cellules de 

l’épithélium intestinal ou par les autres micro-organismes du MI. Afin que le probiotique puisse 

coloniser, si nécessaire, sa zone d’action, celui-ci doit également posséder des capacités 

d’adhésion et/ou de formation de biofilm. Le dernier point est celui de l’effet bénéfique du 

probiotique qui doit avoir fait préférentiellement l’objet d’études in vitro, in vivo et cliniques. 

Une fois le probiotique définit et conceptualisé, celui-ci doit être produit pour pouvoir 

être commercialisé. Le producteur a donc pour mission de fournir au client un produit efficace 

et stable au cours du temps malgré les diverses conditions de conservation (température, 

humidité…). Il est important de préciser que le processus de fabrication d’un probiotique doit 

être adapté aux souches qu’il contient et à leur sensibilité aux différentes étapes de ce processus, 

afin d’assurer la survie de l’ensemble des micro-organismes dans le produit fini. Ces étapes 
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sont généralement identifiées et résolues au cours du développement en laboratoire, testées 

ensuite lors d'un projet pilote et enfin portées à l'échelle commerciale (Fenster et al., 2019). Les 

principales étapes sont :  

➢ la culture du micro-organisme permettant d’atteindre la concentration souhaitée ; 

➢ la centrifugation afin de le séparer du milieu de culture ;  

➢ la lyophilisation afin d’éliminer l’eau du produit et d’optimiser la conservation du 

probiotique ;  

➢ l’encapsulation.  

Tandis que des travaux portent sur l’étude des différentes souches des probiotiques 

traditionnels (Bifidobacterium et Lactobacillus) et sur les mécanismes par lesquels elles 

exercent leurs effets bénéfiques, d’autres recherches se concentrent sur l’identification de 

nouvelles espèces bactériennes pouvant prévenir ou même guérir des pathologies spécifiques 

telles que les MICI. 

Les recherches portant sur ces nouvelles espèces, définies comme « probiotiques de 

nouvelle génération » (PNG) ou « nouveau produit biothérapeutique » (NPB), sont encore 

souvent à un stade précoce. Nous retrouvons parmi celles-ci Faecalibacterium prausnitzii, 

Akkermansia ou quelques espèces de Bacteroides et Clostridium (Guo et al., 2020; Maioli et 

al., 2021). En Europe, l’agence responsable de l’évaluation des risques des probiotiques est 

l’Autorité Européenne de la Sécurité des Aliments (EFSA). Contrairement aux probiotiques 

« conventionnels » qui sont principalement commercialisés et réglementés en tant qu'aliments 

ou aliments fonctionnels, les NPB, ayant des visées plus médicales, devront peut-être faire 

l’objet d’études précliniques sur leur mode d'action ou encore sur leur 

pharmacocinétique/dynamique (O’Toole et al., 2017). Leur législation reste cependant 

incertaine à ce jour.  

3. Bactériothérapie fécale 

Le principe de la bactériothérapie fécale, ou transplantation de microbiote fécal (TMF), 

repose sur le transfert de la matière fécale d’un patient sain à un patient atteint d’une pathologie 

liée à une dysbiose intestinale. La TMF a des parallèles dans le monde vétérinaire, où la pratique 

a été utilisée pendant des siècles pour traiter les ruminants atteints d'acidose ruminale sévère et 

d'autres troubles gastro-intestinaux ainsi que dans le traitement de la diarrhée équine (Borody 

et al., 2004).  

La première étape de cette thérapie repose sur la sélection d’un donneur choisi 

minutieusement après un dépistage complet pour éviter la transmission de pathologies. La 
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famille proche du patient est souvent choisie sauf en cas de traitement d'une infection à 

Clostridioides difficile, où les membres de la famille et les contacts intimes peuvent être eux-

mêmes porteurs de l’espèce toxinogène. Ce dépistage comprend des questionnaires sur les 

antécédents médicaux, le dépistage de diverses maladies chroniques (MICI, cancer gastro-

intestinal, …) et des tests de laboratoire pour les infections gastro-intestinales 

(Cytomégalovirus, C. difficile, Salmonella spp...). Une fois le donneur sélectionné, l’échantillon 

peut alors être prélevé et dilué à l’aide d’une solution saline, d’eau stérile ou même de lait. La 

suspension est ensuite filtrée et transférée dans un récipient permettant l’administration 

(Drekonja et al., 2015; Terveer et al., 2017). Si la suspension doit être utilisée ultérieurement, 

elle peut être congelée après dilution dans du glycérol ou dessication sans que ceci n’impacte 

l'efficacité du transfert (Cammarota et al., 2017; Merenstein et al., 2014; Reygner et al., 2020). 

La transplantation peut alors être effectuée à l’aide de tubes nasogastriques ou nasoduodénaux, 

d’un coloscope ou par lavement de rétention (Bakken et al., 2011). 

Le principal mécanisme par lequel la transplantation permet de restaurer le MI d’un 

patient est probablement celui de l’exclusion par compétition (Khoruts and Sadowsky, 2016). 

Cependant, une étude récente menée sur cinq patients, a permis de démontrer que le filtrat fécal 

stérile était aussi efficace que la TMF classique dans le traitement de l'infection à C. difficile, 

suggérant également l’importance des produits de synthèses des micro-organismes dans le 

traitement de cette pathologie (Ott et al., 2017).  

La règlementation concernant les TMF reste cependant stricte et ne permet pas de 

réaliser une TMF pour traiter n’importe quelle pathologie intestinale. En France, seule 

l’infection récidivante à C. difficile peut faire l’objet d’une TMF et ne peut être réalisée que 

dans certains hôpitaux. Pour le traitement d’autres pathologies, les indications ne sont encore 

qu’au stade expérimental et devront faire l’objet d’études plus approfondies pour être traitées 

par une TMF. En vue de l’intérêt grandissant de la TMF, plusieurs banques publiques de selles 

ont vu le jour notamment en France, aux Pays-Bas et aux Etats-Unis (Cammarota et al., 2019; 

Nicco et al., 2020). 

L’utilisation de la TMF a cependant entrainé le décès d’une personne suite au transfert 

d’une souche d’E. coli productrices de béta-lactamases à spectre élargi entrainant une 

bactériémie (DeFilipp et al., 2019). D’autres bactériémies ont été reportés à la suite d’une TMF. 

Dans la plupart des cas, une explication alternative autre que la TMF pouvait cependant 

expliquer ces infections (DeFilipp et al., 2019). Certains mécanismes sous-jacents à la TMF 

restent donc à comprendre et à découvrir pour l’utilisation de ce traitement qui semble 

néanmoins très prometteur. 
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II. Interactions hôte-MI et colonisation de l’épithélium intestinal 

Bien que le MI confère de nombreux avantages à l'hôte, il peut être reconnu comme un 

organisme étranger par le système immunitaire. Il existe donc un système de barrière qui permet 

de séparer spatialement le MI des cellules immunitaires de l'hôte afin d'éviter des réponses 

immunitaires excessives. Les systèmes de barrières sont divisés en deux sous-types : les 

barrières physiques et les barrières chimiques. La barrière chimique consiste en la production 

de peptides antimicrobiens tandis que la barrière physique se manifeste principalement par la 

présence d’une couche de mucus et d’un glycocalyx, inhibant l'invasion bactérienne de 

l'épithélium intestinal (Gubatan et al., 2021; Kayama et al., 2020). 

II.1. Structure de l’épithélium intestinal 

L’épithélium intestinal est caractérisé par une organisation en villosités qui permet 

d’augmenter la surface d'absorption des nutriments ainsi que par des cryptes où se regroupent 

la majeure partie des cellules souches (Figure 3).  

Figure 3. Structure et organisation de l’épithélium intestinal humain et représentation d’une jonction serrée. 

D’après Lee et al., 2018 et Wong et al., 2016. 

La muqueuse intestinale est tapissée d'un épithélium colonnaire simple qui se compose 

principalement de cellules dîtes « absorbantes » (entérocytes), de cellules caliciformes et des 

cellules entéroendocrines plus occasionnelles. Dans les cryptes, l'épithélium comprend 
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également des cellules de Paneth et des cellules souches. Ces cellules sont jointes grâce aux 

jonctions serrées (JS). Les JS sont un composant essentiel de la barrière intestinale, séparant la 

lamina propria de la lumière intestinale. Les JS sont des structures complexes composées de 

protéines transmembranaires dont les occludines, les claudines et les ZO-1,2,3 (Lee et al., 

2018). 

Les entérocytes sont chargés d'absorber les nutriments, l’eau et les métabolites produits 

par le MI afin qu’ils puissent traverser l'épithélium jusqu'à la lamina propria et être diffuser 

dans le système sanguin. Leur surface est composée de microvillosités, ou excroissances 

normales de la membrane plasmique, afin d’augmenter leur surface d’absorption. 

Les cellules caliciformes quant à elles sécrètent du mucus qui constituera une barrière 

physique contre les agents pathogènes et qui permettra également le mouvement et la diffusion 

du contenu de l'intestin. La proportion de cellules caliciformes augmente généralement à 

mesure que l'on progresse dans le tube digestif.  

Les autres types cellulaires, bien que moins représentés possèdent également 

d’importantes fonctions impliquées dans l’homéostasie de l’hôte. Les cellules entéroendocrines 

sécrètent des hormones permettant de réguler la sécrétion et la motilité de tube digestif. Les 

cellules de Paneth qui sont situées au fond des cryptes sécrètent des enzymes lysosomales et 

d'autres facteurs permettant de protéger les cellules souches. Les cellules souches, qui tapissent 

les parois des cryptes, vont permettre le renouvellement de l'épithélium intestinal, dont les 

entérocytes et les cellules caliciformes qui sont remplacés environ tous les quatre jours. 

La lamina propria de chaque villosité est pourvue de capillaires sanguins permettant le 

transport des nutriments absorbés, de muscles lisses permettant vraisemblablement la mobilité 

des villosités individuelles et de nombreuses cellules immunitaires.  

Cet interface hôte-MI est alors la source d’un dialogue continu où (Figure 4) : 

➢ les cellules de l’hôte communiquent entre elles ; 

➢ les cellules constituant le MI interagissent ensemble ;  

➢ et où les cellules de l’hôte et le MI communiquent également ensemble.  

Cette communication est indispensable. Elle permet la cohabitation de l’hôte et du 

microbiote, aux cellules immunitaires de répondre à la présence d’un agent pathogène, ou au 

contraire, à l’agent pathogène de moduler ses facteurs de virulence. 
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Figure 4. Communication entre les différents types cellulaires présents à l’interface de l’épithélium intestinal. 

Figure effectuée sur BioRender. 

II.2. Colonisation de l’épithélium intestinal  

Le mécanisme prédominant permettant aux bactéries de coloniser un environnement est 

la formation d'un biofilm. Le développement d'un biofilm sur une surface, qu’elle soit biotique 

ou abiotique, résulte à la fois du dépôt continu de cellules planctoniques et du développement 

bactérien.  

Les bactéries doivent cependant tout d’abord atteindre un support avant de pouvoir 

interagir avec. Dans un environnement donné, le coefficient d'homo-agrégation est une mesure 

de la capacité d'un organisme bactérien à former des micro-colonies avec d'autres organismes 

de la même espèce. Plus la capacité d'un micro-organisme donné à s'agréger augmente, plus il 

va sédimenter et être en capacité d’atteindre un support (Pérez et al., 1998). La capacité des 

cellules à former des agrégats est donc une condition nécessaire à la formation d'amas 

multicellulaires, communément considérée comme l'une des premières étapes de la formation 

des biofilms. Les molécules de surface, telles que les protéines et les exopolysaccharides, sont 

généralement impliquées dans les interactions cellule-cellule et donc dans l'homo-agrégation.  

Une fois le support atteint, les bactéries doivent y adhérer pour pouvoir le coloniser. 

L’étape d’adhésion commence par des processus physico-chimiques incluant les forces de Van 

der Waals de faible intensité, de London et les interactions hydrophobes. À ce stade, 

l'attachement est donc non spécifique et réversible. Afin de devenir spécifique et irréversible, 

les bactéries vont s’ancrer plus solidement au support via différentes structures de surface 

incluant les pili et les fimbriae (Chaffanel et al., 2018). Ces interactions dépendent de la 

composition du support sur lequel se trouve les bactéries et notamment de sa charge de surface, 

son hydrophobicité et des éléments chimiques le constituant. 
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Les pili et les fimbriae sont des appendices protéiques, filamenteux et polymériques 

exprimés à la surface des bactéries (Chapman et al., 2002). Chez les bactéries anaérobies, 

membres majeurs du MI, il existe plusieurs types de fimbriae et pili dont le système fimbriae 

(Fim) de Porphyromonas gingivalis et le système pilus de type V (Mfa) de P. gingivalis et B. 

thetaiotaomicron. Dans ce manuscrit, la désignation "pilus" est utilisée pour décrire la structure 

de surface provenant du système Mfa pour « minor fimbriae » (Hamada et al., 1996; Lamont et 

al., 2002). Les « fimbriae » font quant à eux référence aux structures issues du système Fim. 

Cependant, l'utilisation de cette désignation ne signifie pas que les pili soient des structures 

mineures et plus courtes que les fimbriae et sert plutôt à clarifier l'origine des appendices 

externes décrits. 

Après la colonisation d'une surface par des cellules planctoniques, une conversion vers 

un mode de vie sessile est essentielle aux bactéries pour se protéger des stress 

environnementaux tels que les stress physiques, les antibiotiques, etc. Cette protection est 

assurée par la production d’une matrice extracellulaire généralement composée 

d'exopolysaccharides (EPS). De nombreuses fonctions ont été attribuées aux EPS, la plupart 

d'entre elles étant liées à la protection contre l'environnement extérieur ou à la rétention d'eau 

et de nutriments. La matrice EPS est principalement composée de polysaccharides, de protéines 

structurelles, d'enzymes, d'acides nucléiques et de lipides (Bircher et al., 2020).  

Le biofilm entre alors dans sa dernière étape correspondant à sa dégradation et à sa 

dispersion dans le milieu environnant (Costerton, 1999; Costerton et al., 1995). 

II.3. Quand les bactéries s’adressent à l’hôte 

Les bactéries présentes au sein du MI vont induire une réponse de l’hôte par le biais 

d’éléments constituant leur paroi ou via la synthèse de métabolites, de petites molécules ou des 

acides nucléiques (Durmus et al., 2016; Guven-Maiorov et al., 2016).  

1. La paroi bactérienne 

La paroi bactérienne peut induire une réponse de l’hôte via ses différents constituants. 

Ce dialogue se fait principalement par l'intermédiaire de motifs moléculaires associés aux 

microbes (MAMP) conservés chez les bactéries, qui seront reconnus par les récepteurs de 

reconnaissance des motifs (PRR) des cellules du système immunitaire, dont les TLR et les 

récepteurs NLR pour « nucleotide oligomerization domain-like ». Parmi les MAMP se trouvent 

les motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP). Une interaction entre MAMP/PAMP 

et TLR déclenchera une réponse immunitaire si celui-ci est identifié comme pathogène (Nie et 

al., 2018; Tytgat et al., 2016). Le système immunitaire intègre probablement les différents 
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signaux lors des premiers mois de vie du nouveau-né, de façon à promouvoir une colonisation 

microbienne bénéfique à l’hôte (Belkaid and Hand, 2014). Une caractéristique des TLR est 

qu’ils peuvent se lier à plusieurs types de ligands incluant notamment des protéines, des 

lipopolysaccharides (LPS) et des acides nucléiques provenant d'agents pathogènes. Ils peuvent 

être situés sur la membrane cellulaire mais également au niveau des endosomes afin de 

permettre une reconnaissance des molécules externes et internes aux cellules (Gay and 

Gangloff, 2007). 

Les principales structures de surface bactérienne impliquées dans ces interactions sont 

les LPS reconnus par les TLR4, les peptidoglycanes reconnus par les TLR2, les lipoprotéines 

reconnus par les TLR1/2/6, les acides lipotéichoïques reconnus par les TLR 2/6 et les flagellines 

reconnues par les TLR5 (El-Zayat et al., 2019).  

Le LPS est un des principaux composants de la membrane externe des bactéries à Gram 

négatif. La structure chimique du LPS peut être divisée en trois parties incluant le lipide A, 

région la plus conservée enchâssée dans la membrane plasmique, la chaîne oligosaccharidique 

centrale et la chaîne polysaccharidique très variable connue sous le nom d’antigène O (Raetz 

and Whitfield, 2002). Les LPS présents dans l'espace extracellulaire (bactéries ou débris) sont 

détectés par les TLR4 ainsi que par la protéine CD14 qui reconnaît spécifiquement le lipide A. 

Le TLR4 va alors transmettre un signal par l'intermédiaire de MyD88 permettant d’activer 

plusieurs cascades de signalisation au sein des cellules immunitaires dont la voie NF-κB, 

induisant une réponse inflammatoire avec sécrétion de cytokines (Ouyang et al., 2017). Il existe 

également une voie indépendante de MyD88 fonctionnant via l’activation du récepteur TRIF 

pour « Toll/interleukin-1 receptor-domain-containing adaptor-inducing interferon-β » puis du 

facteur de transcription IRF-3 pour « interferon regulatory factor 3 ». Ces cytokines dont 

l’expression va être induite par ces différents mécanismes vont jouer un rôle essentiel dans 

l’orchestration et l’harmonisation de la réponse immunitaire (Figure 5). 

Les cytokines sont des protéines immunomodulatrices impliquées dans la signalisation 

autocrine, paracrine et endocrine. Il existe différents types de cytokines, notamment les 

chimiokines, les interférons (IFN), les facteurs de nécrose tumorale (TNF), les interleukines 

(IL) et les lymphokines.  

Parmi les chimiokines se trouve l’IL-8, ou « chemokine (C-X-C motif) ligand 8 » 

(CXCL8), qui est considéré comme le chef de file des chimiokines. Cette cytokine est sécrétée 

par plusieurs types de cellules, dont les monocytes, les neutrophiles et les cellules épithéliales 

en réponse à un stimulus inflammatoire. Sa principale fonction va être de recruter les 

neutrophiles et les granulocytes sur le site de l'infection et de stimuler les fonctions bactéricides 
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et de phagocytose (Brat et al., 2005; Brennan and Zheng, 2007).  

L’IFN-γ joue également un rôle essentiel dans la réponse inflammatoire. Il coordonne 

notamment plusieurs mécanismes biologiques impliqués dans la surveillance immunitaire, dans 

l'établissement de l'immunité adaptative et dans la régulation de l'inflammation, de l'apoptose 

et du cycle cellulaire. Il peut être synthétisé par plusieurs types cellulaires dont les lymphocytes 

B, T, natural killer (NK), NKT et les cellules présentatrices d’antigènes après stimulation de 

cytokines dont l’IL-12 ou après reconnaissance d’un MAMP (Castro et al., 2018).  

Figure 5. Détection du LPS bactérien par les TLR4 et activation de NF-κB et IRF-3 impliqués dans la réponse 

inflammatoire. D’après Romerio and Peri, 2020. 

Le TNF-α est également impliqué dans la réponse inflammatoire et dans certains 

modèles de douleur. Il agit sur plusieurs voies de signalisation différentes afin de réguler les 

voies apoptotiques et d’activer l'inflammation via le système NF-κB. Il est principalement 

synthétisé par les macrophages, mais peut également être sécrété en quantité limitée par les 

lymphocytes B, NK ou encore les cellules épithéliales (Sethi and Hotamisligil, 2021).  

Les interleukines (IL) constituent un vaste groupe de protéines pouvant déclencher des 

réactions via des récepteurs de haute affinité se trouvant à la surface des cellules cibles. Elles 

jouent un rôle essentiel dans l'activation et la différenciation des cellules immunitaires, ainsi 

que dans leur prolifération, leur maturation, leur migration ou encore leur adhésion. Elles ont 

également des propriétés pro- ou anti-inflammatoires. Parmi les ILs pro-inflammatoires se 
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trouvent l’IL-1β, l’IL-6 ou encore l’IL-12. L’IL-1β a des effets sur la prolifération, la 

différenciation et la fonction de diverses cellules de l’immunité innée. Elle induit également la 

synthèse de l'IL-8, favorisant l'inflammation via la libération de cytokines pro-inflammatoires 

et d'enzymes par les neutrophiles. Plusieurs types cellulaires peuvent produire l’IL-1β dont les 

macrophages, les monocytes, les lymphocytes ou encore les neutrophiles. L’IL-6 est une 

cytokine impliquée dans la régulation des réponses immunitaires et de l'inflammation. Elle est 

produite par les cellules endothéliales, les fibroblastes, les monocytes et les macrophages en 

réponse à différents stimuli (IL-1, IL-17 et TNF-α). En cas d’inflammation, l'IL-6 va diriger le 

trafic et l'activation des leucocytes et favoriser la prolifération des cellules T, la différenciation 

et la survie des cellules B, et la production plasmocytaire d'immunoglobulines (Ig) A, d'IgG et 

d'IgM. L’IL-12, quant à elle, intervient dans le développement et le maintien des lymphocytes 

T en induisant la production d'IFN-γ. Elle va également activer indirectement l'activité 

antimicrobienne, antiparasitaire et antitumorale des macrophages et favoriser l'activité 

cytolytique des cellules NK. Elle est produite par les monocytes, les macrophages ou encore 

les cellules dendritiques (Akdis et al., 2011).  

La régulation de la réponse inflammatoire est indispensable au bien-être de l’hôte. En 

effet, toute surréaction du système immunitaire pourrait mener à des maladies inflammatoires, 

auto-immunes et potentiellement au décès de l’individu comme décrit dans les formes sévères 

de la COVID-19 (Hu et al., 2022). Cette régulation se fait notamment via la production de 

cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-1RA et l’IL-10. L’IL-1RA est un antagoniste 

spécifique du récepteur de l'IL-1 qui se lie de manière compétitive au même récepteur que l'IL-

1β sans induire de signal cellulaire, bloquant ainsi les changements cellulaires médiés par l'IL-

1β (Zhang and An, 2007). L’IL-1RA est principalement produite par les monocytes, les 

macrophages, les neutrophiles ou encore les cellules de l’épithélium intestinal et ce en réponse 

aux mêmes stimuli que l’IL-1β (Eisenberg et al., 1990). Notons que l'équilibre entre l’IL-1 et 

l’IL-1RA influence le développement possible de maladies inflammatoires. Ainsi, en présence 

d’une quantité excessive d’IL-1, des pathologies inflammatoires et auto-immunes peuvent se 

développer dans le tractus gastro-intestinal (Akdis et al., 2011). L'IL-10 est également un 

facteur anti-inflammatoire permettant la régulation des réponses immunitaires. En effet, l’IL-

10 a pour principale fonction de limiter la production de cytokines et chimiokines induites par 

les agonistes des TLR (principalement le LPS) ainsi que bon nombre d’autres cytokines. Parmi 

ces cytokines, la production d'IL-1β, d'IL-6, d'IL-8, d'IL-12 et du TNF-α, citées précédemment, 

est inhibée par l’IL-10. L’IL-10 est produite par les monocytes, les macrophages, les 

lymphocytes B, T, NK ainsi que par les cellules dendritiques (Akdis et al., 2011).  
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2. Métabolites synthétisés ou dérivés du MI 

En plus des interactions classiques entre les MAMP bactériens et l’hôte, les métabolites 

produits ou dérivés du MI peuvent également être captés par l’hôte et affecter son métabolisme 

(Hooper et al., 2012).  

Parmi ces produits se trouvent les AGCCs dont l’acétate (2 atomes de carbone : 2C), le 

propionate (3C) et le butyrate (4C) (Silva et al., 2020). Comme vu précédemment, les AGCCs 

vont être une source importante en énergie pour les colonocytes, les entérocytes et les 

hépatocytes et vont permettre à ces cellules de proliférer et ainsi de préserver l’intégrité de la 

barrière intestinale (Lu et al., 2022; Peng et al., 2009). Ils vont également interagir avec notre 

organisme en stimulant la production de mucus ou via leur implication dans la réduction du 

risque du cancer colorectal (Gaudier et al., 2009; O’Keefe, 2016). Le butyrate a également été 

décrit comme agent anti-inflammatoire de par son implication dans l’augmentation de la 

production d’IL-10 et dans la réduction de TNF-α (Chang et al., 2014; Chen and Vitetta, 2020). 

Le MI est également une source de métabolites à fort potentiel neuroactif 

(neurotransmetteurs), dont la noradrénaline, la sérotonine, la dopamine et le GABA 

(Strandwitz, 2018). Ces molécules dérivées du MI peuvent également moduler l'homéostasie 

de l'hôte que ce soit localement ou sur des sites plus éloignés tels que le cerveau, via des 

cascades de signalisation neuronales, immunologiques et humorales complexes. Ceci 

correspond à l'axe Intestin-Cerveau (Gwak and Chang, 2021). Les signaux générés par ces 

neurotransmetteurs et molécules sont transportés vers le cerveau principalement via les fibres 

afférentes du nerf vague. En réponse, le cerveau renvoie des signaux aux cellules de la paroi 

intestinale, ainsi qu'au système immunitaire de la muqueuse par l'intermédiaire des fibres 

efférentes du nerf vague (Dicks, 2022a). Ces interactions, en plus de moduler l’environnement 

intestinal, le système immunitaire et le système endocrinien, peuvent également impacter les 

centres émotionnels et cognitifs du cerveau et jouer directement sur nos humeurs ou encore sur 

la sensation de satiété (Liang et al., 2018; Pizarroso et al., 2021). 

D’autres métabolites dérivés du MI tels que le succinate, le D-lactate en encore la 

choline agissent également sur la physiologie de l'hôte (Arias et al., 2020; Fernández-Veledo 

and Vendrell, 2019; Louis et al., 2022). Le succinate, par exemple, en plus d’être un précurseur 

du propionate précédemment décrit, est également impliqué dans la régulation de la 

néoglucogenèse intestinale (De Vadder et al., 2016), de la thermogenèse (Mills et al., 2018), 

ainsi qu’en tant que médiateur dans la diminution de l'inflammation associée à l'obésité (Keiran 

et al., 2019). 
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3. Quorum sensing  

De la même façon que notre organisme est capable d’identifier les micro-organismes 

qu’il abrite ou encore de capter et métaboliser certains de leurs produits dérivés, les bactéries 

du MI peuvent également percevoir et interpréter certains signaux envoyés par leur hôte. 

 Les bactéries communiquent entre-elles via un système appelé quorum sensing (QS). 

Le QS permet aux bactéries de réguler certaines de leurs activités dont la formation de biofilm, 

l'expression de facteurs de virulence, la production de métabolites secondaires ou encore les 

mécanismes impliqués dans l’adaptation au stress (Pena et al., 2019). Le QS repose sur la 

capacité des bactéries à synthétiser des molécules de faible poids moléculaire appelées auto-

inducteurs (AI). Les AI sont alors libérés dans l'environnement et leur concentration 

augmentera avec l’augmentation de la densité cellulaire. A une concentration d’AI peut donc 

être attribuée une certaine densité bactérienne. La détection du « quorum » permettra ainsi aux 

bactéries de modifier de manière synchrone leur comportement en réponse à des changements 

dans la densité de population via l’activation d’un ou plusieurs gènes (Figure 6). Ce système 

implique différents éléments dont l’AI, la protéine réceptrice du signal et le(s) gène(s) régulé(s) 

(Mukherjee and Bassler, 2019).  

Figure 6. Principe général du Quorum sensing avec pour exemple l’induction de la formation d’un biofilm. Figure 

effectuée sur BioRender. 

Il existe différents types de QS souvent relatifs à différentes espèces bactériennes. Parmi 

ceux-ci, trois principaux systèmes sont retrouvés :  

➢ Le système LuxI/LuxR (I pour inducteur et R pour récepteur) propre aux bactéries à Gram 

négatif, qui utilisent des acyl-homosérine lactones (AHL) comme molécules de 
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signalisation. L’AHL va alors traverser la membrane bactérienne pour se lier aux 

récepteurs LuxR. Le complexe AHL-LuxR régulera alors l’expression des gènes cibles 

(Papenfort and Bassler, 2016) ;  

➢ Le système à deux composants présent chez les bactéries à Gram négatif, également appelé 

QseB/C, pouvant être activé par l’auto-inducteur-3 (AI-3), le fucose, l'éthanolamine, la 

vitamine B12 mais également l’adrénaline et la noradrénaline. Ces molécules activeront 

alors les récepteurs transmembranaires de l'histidine kinase QseC induisant une cascade de 

réactions dont l’activation du régulateur QseB qui modulera l’expression de certains gènes 

(Prazdnova et al., 2022) ;  

➢ Le système AI-2 dont l’expression est régulée par le gène luxS. Ce système est présent chez 

les bactéries à Gram négatif et à Gram positif et utilise quant à lui les récepteurs LuxP et 

LsrB pour moduler l’expression génique (Y. Wang et al., 2019). 

Ces différents systèmes reposent donc sur deux grands principes. Le premier correspond 

à l’internalisation de l’inducteur qui ciblera un facteur de transcription. Le complexe inducteur-

facteur de transcription permet alors la régulation des gènes cibles. Le second principe repose 

sur l’interaction des inducteurs avec des senseurs transmembranaires. Cette fixation induit une 

cascade de réaction permettant la régulation des gènes (Dicks, 2022b). 

En plus d’être indispensable à la communication des bactéries, certains auto-inducteurs 

ont été décrits pour leur effet sur les cellules de l’hôte (De Spiegeleer et al., 2020; Landman et 

al., 2018; Turkina and Vikström, 2019). Certains de ces effets semblent favorables tandis que 

d’autres semblent délétères. L’auto-inducteur 3‑oxo‑C12‑HSL, produit par Pseudomonas 

aeruginosa, semble notamment perturber l’homéostasie de l’hôte en interférant avec différents 

processus cellulaires tels que la synthèse des protéines, la signalisation calcique, ou encore la 

dynamique du cytosquelette de l’hôte (Turkina and Vikström, 2019). Un autre exemple pourrait 

être celui de l’auto-inducteur 3-oxo-C12:2-HSL dont la concentration diminue chez les patients 

atteints de MICI et qui est décrit pour ces capacités anti-inflammatoires sur la lignée cellulaire 

Caco-2, modèle d’étude de l’épithélium intestinal (Landman et al., 2018). Cette molécule 

permet également de réduire la synthèse des cytokines pro-inflammatoires Il-1β et TNF-α des 

cellules RAW264.7, modèle d’étude des macrophages, stimulées au diméthylsulfoxyde 

(DMSO) ainsi que celle du TNF-α des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) 

stimulées. Cette interaction semble notamment se faire via l’activation de certains récepteurs 

de la saveur amère (TAS2R) qui entraine la libération de calcium par le réticulum 

endoplasmique et l’atténuation des voies de signalisation JAK-STAT, impliquées dans la 

réponse immunitaire (Coquant et al., 2022). 
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II.4. Quand l’hôte s’adresse aux bactéries 

1. Hôte et Quorum sensing 

Pendant un stress de l'hôte, il a été mis en évidence que des molécules synthétisées et 

libérées dans la circulation sanguine ou encore dans la lumière intestinale pouvaient modifier 

le comportement des bactéries dont leur croissance et leurs capacités d'adhésion et/ou de 

formation de biofilms (Freestone and Lyte, 2008; Lyte and Ernst, 1992; Roberts et al., 2002). 

Parmi ces molécules, les catécholamines (adrénaline, noradrénaline et dopamine) ont été les 

plus étudiées mais quelques études montrent que d’autres molécules dont la sérotonine peuvent 

également impacter la physiologie des bactéries (Declercq et al., 2019; Hiller et al., 2019; 

Knecht et al., 2016; Thewes et al., 2014; Torabi Delshad et al., 2018). 

Cette réponse des bactéries aux molécules produites par l’hôte s’explique par la 

présence de récepteurs « adrénergique-like » impliqués dans le QS à la surface des bactéries. 

Ces récepteurs, dont le plus connu est le QseC du système à deux composants QseB/C d’E. 

coli, peuvent en effet être stimulés par des auto-inducteurs produits par les bactéries mais 

également par certaines hormones synthétisées par l’hôte dont l’adrénaline et la noradrénaline 

(Clarke et al., 2006). Ceci implique que l’état physiologique de l’hôte peut donc impacter l’état 

physiologique des bactéries qu’il héberge. Un hôte stressé va en effet produire des hormones et 

des neurotransmetteurs pouvant être détectés par les bactéries intestinales et induire une 

activation des voies de signalisation régulant par exemple les gènes codant les facteurs de 

virulence. Il a également été montré in vitro que les catécholamines induisaient une 

augmentation de la conjugaison bactérienne entre 2 genres d’entérobactéries (Peterson et al., 

2011). 

D’autres molécules synthétisées par l’hôte ont également été décrites comme pouvant 

induire une modification de propriétés bactériennes telles que l’insuline, la dynorphine ou 

encore certaines cytokines (Lesouhaitier et al., 2009). 

2. Inhibiteur du Quorum sensing 

Le QS étant impliqué dans l’expression de facteurs de virulence, les mécanismes 

d’inhibition de cette communication sont donc à l’étude. L’inhibition du QS peut ainsi être 

utilisée pour contrôler les infections bactériennes et la formation de biofilms (Rehman and 

Leiknes, 2018).  

Des inhibiteurs du QS d’origine synthétique ou naturelle sont maintenant décrits. Parmi 

les inhibiteurs naturels, certains sont synthétisés par des bactéries appartenant aux 

Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes ou encore aux Proteobacteria. Ces bactéries sont en 
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effet capables de produire des enzymes dégradant l’acyl-homosérine lactone utilisé comme 

molécule signal de certains QS. Ces molécules vont notamment leur permettre d’inhiber le 

développement d’autres espèces bactériennes avec lesquelles elles pourraient être en 

compétition pour les nutriments ou l’espace de colonisation disponible. D’autres organismes 

dont les algues rouges Delisea pulchra sont également décrits comme impliqués dans 

l’inhibition du QS (Santhakumari and Ravi, 2019). 

Leurs modes d’action sont divers mais reposent essentiellement sur trois grands 

principes. Le premier mécanisme repose sur l’inhibition de la molécule signal via sa 

dégradation ou le blocage de sa synthèse. Un exemple serait celui cité ci-dessus avec les 

enzymes dégradant l’acyl-homosérine lactone. Ce mécanisme est appelé le Quorum Quenching. 

Le deuxième mode d’action des agents inhibiteurs du QS consiste à cibler les récepteurs des 

molécules de signalisation afin de les inactiver ou d’empêcher la fixation des auto-inducteurs 

par compétition. Le troisième et dernier mécanisme d'inactivation du QS consiste à bloquer la 

cascade de signalisation menant à l’expression des gènes régulés (L. Zhou et al., 2020). 

Toutes les cellules de cet écosystème entretiennent donc un dialogue continu 

indispensable à leur cohabitation. Cette communication se révèle être parfois favorable, parfois 

délétère à un ou plusieurs des acteurs de celle-ci. A noter que l’état physiologique de l’hôte 

joue un rôle crucial dans cet échange via notamment la synthèse de molécules pouvant interférer 

dans la communication bactérienne et mener à une dysbiose du MI. De récents travaux menés 

au sein de notre équipe ont mis en évidence que l’une des espèces bactériennes les plus 

négativement impactées dans des modèles murins de stress chronique est P. distasonis (Alauzet 

et al., 2020, 2019). 

III. Parabacteroides distasonis, un allié au bien-être de l’hôte ? 

Parabacteroides distasonis a été décrit pour la première fois en 1933 sous la 

dénomination de Bacteroides distasonis (Eggerth and Gagnon, 1933). Cette dénomination a 

alors été conservée pendant plusieurs années jusqu’à une étude de l’ADNr 16S de trois 

Bacteroides menée en 2006. Cette étude a révélé que les trois souches étaient 

phénotypiquement similaires aux Bacteroides, mais phylogénétiquement et 

chimiotaxonomiquement distinctes. Bacteroides distasonis, B. goldsteinii et B. merdae sont 

alors devenues Parabacteroides distasonis, P. goldsteinii et P. merdae (Sakamoto and Benno, 

2006). Malgré ce changement de genre, Parabacteroides reste encore affilié aux Bacteroides 

du groupe fragilis. 
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III.1. Parabacteroides distasonis 

1. Genre Parabacteroides 

Parabacteroides est un genre bactérien appartenant à la famille des Tannerellaceae. A 

ce jour, ce genre comprend 10 espèces validement nommées dont la moitié ont été isolées des 

fèces humaines : P. acidifaciens (matières fécales humaines, 2019), P. chartae (eaux usées 

d’une papeterie, 2011), P. chinchillae (matières fécales animale, 2013), P. chongii 

(hémoculture, patient atteint de péritonite, 2018), P. distasonis (matières fécales humaines, 

1933), P. faecis (matières fécales humaines, 2015), P. goldsteinii (liquide péritonéal, tissu de 

l’appendice et abcès intra-abdominal, 2005), P. gordonii (hémoculture, 1930), P. johnsonii 

(matières fécales humaines, 2007) et P. merdae (matières fécales humaines, 1978) (Ezeji et al., 

2021).  

2. Caractéristiques morphologiques de P. distasonis 

De toutes les espèces citées ci-dessus, P. distasonis est l’espèce Type du genre 

Parabacteroides. C’est un petit bacille anaérobie strict, à Gram négatif, non sporulé et non 

mobile, dont la taille peut être comprise entre 0,8 et 1,6 × 1,2 et 12 μm. Le premier milieu décrit 

pour la culture de P. distasonis était composé de peptone, de mucines gastriques porcines, 

d’hydrogénophosphate de sodium (Na2HPO4), et de sang de cheval (Eggerth and Gagnon, 

1933). Par la suite, d’autres milieux riches apparentés supplémentés en sang (mouton ou cheval) 

ont été utilisés pour sa croissance. Les colonies obtenues sur milieu gélosé sont grisâtres, 

circulaires et de forme lisse. Il est important de préciser que bien que décrite comme anaérobie 

stricte, la tolérance de P. distasonis à l’oxygène en condition de culture n’a pas encore été 

évaluée. 

3. Ecologie de P. distasonis 

Parabacteroides distasonis a été identifiée pour la première fois dans des fèces 

humaines (Eggerth and Gagnon, 1933). Cette bactérie fait en effet partie du MI de l’Homme 

mais également de certains animaux dont les souris et les poules (Alauzet et al., 2019; Xiang et 

al., 2021). Bien que les Bacteroidetes constituent une large proportion des bactéries du MI 

pouvant aller jusqu’à 80 % suivant les populations (Magne et al., 2020), P. distasonis ne fait 

pas partie des espèces majoritaires (Alauzet et al., 2019; Qin et al., 2010; Sohn et al., 2014). 

Malgré sa faible abondance relative, cette espèce reste très conservée au sein du MI humain. 

Elle fait en effet partie du « set » commun de bactéries retrouvées au sein du tractus gastro-

intestinal humain ou « core microbiome » (Gutiérrez-Repiso et al., 2021; Qin et al., 2010).  
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4. Caractéristiques métaboliques de P. distasonis 

Comme l’ensemble des Parabacteroides, P. distasonis est saccharolytique et produit 

majoritairement de l’acétate et du succinate. Plus spécifiquement, P. distasonis est capable de 

métaboliser des hydrates de carbone tels que le mannose et le raffinose utilisés comme source 

d'énergie et peut se développer sur la gélose à l’esculine biliaire sélective des Bacteroides. Elle 

possède des gènes lui conférant une résistance au stress oxydatif, tels que oxyR et katE codant 

pour une catalase (Gregory et al., 1977; Sakamoto and Benno, 2006). La catalase permet 

d'assurer un rôle de détoxification contre le stress oxydatif via la décomposition du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) qui est un inhibiteur majeur de la croissance des bactéries intestinales. La 

production de catalase n'est pas une caractéristique commune à l’ensemble des Bacteroides où 

par exemple P. distasonis et B. fragilis sont catalases-positives, B. eggerthii, B. 

thetaiotaomicron, et B. ovatus ont une production variable ; et Phocaeicola vulgatus 

(anciennement B. vulgatus) et B. uniformis sont catalases-négatives (Rocha and Smith, 1995). 

P. distasonis possède également une superoxyde dismutase, enzyme antioxydante 

indispensable à l’élimination des radicaux libres (Gregory et al., 1977). Enfin, il s’agit d’une 

espèce capable de synthétiser du GABA, neurotransmetteur majeur du système nerveux central 

(Strandwitz et al., 2019). 

5. Caractéristiques génomiques de P. distasonis 

Le premier génome de P. distasonis à avoir été séquencé et assemblé est celui de 

l’actuelle souche Type ATCC 8503T (Xu et al., 2007). La taille de son génome est de 4,81 

Mégabases (Mb) et contient 45,10 % de G+C. Cette étude a mis en avant la faible taille du 

génome de P. distasonis en comparaison aux autres Bacteroidetes et la faible proportion de 

gènes codant pour des protéines impliquées dans la dégradation des sources de carbones. Dans 

le même sens, le génome de P. distasonis ATCC 8503T ne contient pas de gène impliqué dans 

la synthèse d’hémicellulases, de pectinases ou d'autres polysaccharidases qui ciblent les 

glucides non végétaux tels que les chitinases. Cependant, deux classes d’enzymes de 

transformation des glucides (famille 13 et 73 des glycoside hydrolases) sont plus abondantes 

dans le génome de P. distasonis que dans celui des autres Bacteroidetes. Le génome de P. 

distasonis contient également davantage de gènes impliqués dans la synthèse de désacétylases 

de polysaccharides. L’ensemble de ces caractéristiques font de P. distasonis une bactérie 

« fibrolytique spécialiste » (Xu et al., 2007). A ce jour, 28 génomes de P. distasonis complets 

sont disponibles sur la plateforme « National Center for Biotechnology Information » (NCBI). 

Leur taille varie de 4,77 à 5,56 Mb et le taux de G+C de 45,00 à 45,59 %. Parmi ces génomes, 
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14 ont été déposés en 2022 et proviennent d’une même étude clinique portant sur l’isolement 

de bactéries appartenant aux Bacteroides du groupe fragilis (PRJNA646575). 

Peu d’études portent sur l’analyse des génomes de P. distasonis. La première, citée 

précédemment, a permis de mieux comprendre le métabolisme de P. distasonis et a également 

mis en évidence 13 loci impliqués dans la synthèse d’exopolysaccharides ainsi que de 

nombreux éléments génétiques mobiles et des insertions de phages (Xu et al., 2007). Ceci 

coïncide avec une étude plus récente où deux nouveaux prophages ont été identifiés dans les 

génomes de P. distasonis et P. merdae (Quaiser et al., 2015). D’autres études ne se sont pas 

directement intéressées au génome de P. distasonis mais la citent seulement à titre de 

comparaison pour la présence ou l’absence de gènes (gld, spr, fim) (Sato et al., 2010; Xu et al., 

2016). Deux études, menées en 2010 et 2013 ont mise en évidence par PCR la présence ou 

l’absence de gènes impliqués dans la résistance aux antibiotiques. Dans l’étude de 2010, les 

gènes de beta-lactamases cepA et cfxA, de carbapénemase cfiA, de résistance à la tétracycline  

tetQ, à l’érythromycine ermF et au métronidazole nim, ont été trouvés dans respectivement 69,2 

%, 9,6 %, 17,3 %, 50 %, 7,7 % et 3,8 % des souches de Bacteroides et Parabacteroides étudiées 

(Boente et al., 2010). Dans la deuxième étude, le gène ermG de résistance à l’érythromycine, 

souvent associé au gène tetQ au sein d’un transposon conjugatif, a été identifié dans les souches 

étudiées mais pas le gène tetQ malgré la résistance de certaines souches à la tétracycline 

(Quesada-Gómez et al., 2013). Une souche de P. distasonis (CavFT-hAR46), isolée chez un 

patient atteint de la MC, a récemment fait l’objet d’une étude génomique. Les caractéristiques 

générales de son génome ont été comparées avec celui de trois autres génomes de P. distasonis 

dont celui de la souche ATCC 8503T. Cette comparaison a révélé un génome très proche de 

celui de la souche ATCC 8503T en terme de taille, de régions codantes et de taux de G+C (Yang 

et al., 2019). Un variant de la protéine pré-proinsuline naturelle humaine pouvant être impliqué 

dans le DT1 a également été identifié dans un génome de P. distasonis (Matos et al., 2021). La 

première étude analysant spécifiquement plusieurs génomes de P. distasonis est parue en 2022 

et propose l’utilisation du gène rfbA, impliqué dans la synthèse du LPS, pour classifier les 

souches de P. distasonis en fonction de l’effet, bénéfique ou pathogène, qu’elles ont pour leur 

hôte. Cette étude a été menée sur 15 génomes complets de P. distasonis (Bank et al., 2022). 

Bien que peu d’études s’intéressent spécifiquement à son génome, de nombreuses analyses 

métagénomiques, notamment du MI, citent P. distasonis. « Parabacteroides distasonis » 

apparait en effet dans 29 publications en 2021 et 33 en 2022 (de Janvier à Octobre) dont environ 

70 % ne font que mentionner une variation de l’abondance relative de P. distasonis lors d’un 

traitement ou d’une pathologie donnée (obtenues dans la base de données 
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pubmed.ncbi.nlm.nih.gov le 12/10/2022).  

Parmi les 30 % restant, la moitié des travaux portent directement sur l’étude de P. 

distasonis dont la majorité sur son rôle dans le bien-être de son hôte.  

III.2. Un rôle bénéfique ? 

La question du rôle de P. distasonis au sein du MI se pose donc. Il est connu que le 

corps humain préserve ce qui lui est bénéfique ou utile et cherche à éliminer ce qui ne l’est pas. 

Le fait que P. distasonis soit conservée dans une large proportion de la population suggère donc 

dans un premier lieu un rôle bénéfique pour l’hôte. 

1. Intégrité de l’épithélium intestinal 

P. distasonis a pour habitat le tractus gastro-intestinal et peut donc potentiellement 

modifier l’intégrité de l’épithélium intestinal. Pour déterminer si une bactérie modifie l’intégrité 

d’un épithélium, la résistance transépithéliale de celui-ci est mesurée après mise en contact des 

bactéries avec la monocouche cellulaire. Une étude a ainsi mis en évidence que sur trois souches 

de P. distasonis testées, aucune ne modifiait l’intégrité de l’épithélium intestinal (Hiippala et 

al., 2020).  

Une autre étude réalisée cette fois-ci sur cinq souches a démontré que P. distasonis 

permettait même de restaurer voire renforcer l’intégrité de l’épithélium après que celui-ci ait 

été endommagé avec de l’H2O2 (Cuffaro et al., 2020). Ces résultats ont été confirmés in vivo où 

des souches de P. distasonis ont été capables de préserver l’intégrité de l’épithélium intestinal 

dans des modèles murins de colites induites via le rétablissement ou l’augmentation du niveau 

d’expression de l’Occludine et de la ZO-1 qui forment les jonctions serrées situées entre les 

cellules épithéliales (Cuffaro et al., 2020; Koh et al., 2020).   

2. Maladies inflammatoires et cancers 

Les études citées précédemment se sont également intéressées à l’effet 

immunomodulateur de P. distasonis. L’un des paramètres utilisés pour mesurer l’effet d’une 

bactérie sur l’immunomodulation cellulaire de l’hôte est la quantification de la production des 

cytokines. Deux méthodes peuvent être utilisées, l’une standard où les bactéries sont 

directement mises en contact avec le modèle cellulaire sélectionné et une seconde où une 

réaction inflammatoire, soit une surproduction des cytokines pro-inflammatoires, est induite 

par ajout de LPS d’E. coli. Il a ainsi été démontré que les trois souches testées dans la première 

étude réduisaient significativement la production de l’IL-8, pro-inflammatoire, après induction 

d’une réponse inflammatoire des cellules HT-29, lignée provenant d’adénocarcinome 
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colorectal servant de modèle d’étude de l’épithélium intestinal (Hiippala et al., 2020). Les cinq 

souches testées dans la seconde étude ont également montré des capacités anti-inflammatoires 

via l’augmentation du ratio IL-10 (anti-inflammatoire) / IL-12 (pro-inflammatoire) sur les 

PBMC ainsi qu’une réduction des colites induites par l’acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique 

(TNBS) chez la souris (Cuffaro et al., 2020). P. distasonis, et plus particulièrement sa 

membrane, semble également réduire la production d’IL-1β, d’IL-6 et d’IL-8, cytokines pro-

inflammatoires, sur les cellules SW480, lignée provenant d’un adénocarcinome colorectal ; 

d’IL-1β, d’IL-8 et de TNF-α sur HT-29 et la réduction de la cascade de signalisation TLR4 

(Koh et al., 2018).  

Ces résultats coïncident avec une étude antérieure in vivo qui rapportait que le traitement 

oral de souris BALB/c avec des fractions membranaires de P. distasonis réduisait 

significativement la sévérité de l'inflammation intestinale dans des modèles murins de colite 

induite (Kverka et al., 2011). P. distasonis semble de plus positivement corrélée aux phases de 

rémission de RCH (Zhu et al., 2022). La diminution de l’abondance relative de P. distasonis 

chez des patients atteints de la MC conforte l’ensemble de ces résultats (Sohn et al., 2014). 

Au même titre que l’inflammation, certains cancers dont les cancers colorectaux 

semblent liés au MI. Des études in vivo ont démontré que l’administration de P. distasonis 

pouvait inhiber l’apparition de tumeurs dans des modèles murins traités à l’azoxyméthane (Koh 

et al., 2020, 2018). La réduction de la réponse inflammatoire via l’immunomodulation des 

cytokines et des cascades de signalisation TLR4/Akt, ou protéine kinase B, couplée à 

l’induction de l’apoptose de cellules cancéreuses par P. distasonis sont des mécanismes 

pouvant plausiblement expliquer le blocage de la formation de tumeurs. D’autres études ne 

portant pas directement sur P. distasonis ont mis en avant la corrélation négative de son 

abondance avec l’apparition de cancers colorectaux ou avec la charge tumorale observée lors 

de ces cancers (Bai et al., 2022; Gu et al., 2020; Parker et al., 2021; Yang et al., 2022). P. 

distasonis pourrait également être impliquée dans les mécanismes sous-jacents aux traitements 

contre le cancer du poumon (Huang et al., 2022). 

3. Diabète et obésité 

L’administration de P. distasonis a également été étudiée dans le cadre du traitement de 

pathologies telles que le diabète et l’obésité. Une étude a notamment démontré que l’abondance 

relative de P. distasonis était significativement réduite lors d’un régime restreint en calorie chez 

le modèle murin. Son administration a cependant amélioré la reprise de poids des souris ayant 

subi une restriction calorifique via l’augmentation des acides lithocholiques et 
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ursodésoxycholiques. Ces acides vont alors permettre l’activation des voies glucagon-like 

peptide-1 (GLP-1) et uncoupling protein 1 ou thermogénine (UCP1) et ainsi améliorer le 

métabolisme du glucose et le métabolisme énergétique (Li et al., 2022). L’administration 

intragastrique de P. distasonis semble également diminuer significativement la résistance à 

l’insuline chez le rat Goto Kakizaki, modèle utilisé pour l’étude du DT2 sans obésité (Yue et 

al., 2022). Les résultats obtenus dans cette étude coïncident avec de précédents travaux où 

l’administration de P. distasonis induisait une augmentation de l’acide lithocholique et 

ursodésoxycholique ainsi que du succinate dans l'intestin de souris obèses. Cette même étude a 

également démontré que P. distasonis induisait une diminution de la prise de poids, de 

l'hyperglycémie et de la stéatose hépatique de ces mêmes souris. Le succinate et les acides 

biliaires secondaires produits par P. distasonis jouent donc un rôle clé dans la modulation du 

métabolisme de l'hôte (K. Wang et al., 2019). 

Deux autres études non-spécifiques à P. distasonis soulignent également sa potentielle 

implication indirecte dans divers traitements utilisés contre ses pathologies. La première porte 

sur l’utilisation de polyphénols provenant de la pulpe de la grenade pour diminuer l’obésité et 

la résistance à l’insuline chez des modèles murins. Dans cette étude, P. distasonis est enrichie 

lors du traitement et semble négativement corrélée à certains marqueurs dont le poids corporel, 

le glucose, les taux de triglycérides et de cholestérol (Song et al., 2022). Dans la seconde étude, 

il est démontré qu’un régime riche et varié en fibres pourrait prévenir de certains risques 

cardiométaboliques tels que la dyslipidémie et la résistance à l'insuline. L’une des espèces 

enrichies lors de ce traitement étant P. distasonis, cette dernière est proposée comme étant 

potentiellement liée aux bénéfices du traitement étudié (Ranaivo et al., 2022). 

4. Autres rôles bénéfiques 

Parabacteroides distasonis a également été positivement corrélée à certains paramètres 

liés au sommeil. Une étude a notamment mis en évidence qu’un régime supplémenté en galacto-

oligosaccharides et en polydextroses augmentait l’abondance relative de P. distasonis chez le 

rat. Cette observation était corrélée avec une restauration plus rapide de certains paramètres 

corporels, dont la température, chez des rats exposés à une perturbation chronique du cycle 

jour/nuit (Thompson et al., 2021). Une étude plus récente portant sur l’utilisation des galacto-

oligosaccharides et en polydextroses dans le rétablissement du sommeil a confirmé ces 

observations (Bowers et al., 2022). 

P. distasonis semble également impliquée dans des pathologies autres qu’intestinales 

ou liées au sommeil. Une étude a notamment mis en évidence que la transplantation d’une 
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souche de P. distasonis capable de produire des polyamines permettait d’améliorer les lésions 

testiculaires observées chez des modèles murins déficients en spermine (Zhao et al., 2021). 

L’abondance relative de P. distasonis semble également négativement corrélée à certaines 

pathologies dont la fibrose et la sclérose en plaques (Cekanaviciute et al., 2017; Yanavich et 

al., 2022). 

III.3. Ou un rôle délétère ? 

L’idée que P. distasonis est une bactérie bénéfique à son hôte est maintenant répandue. 

Il n’est ainsi pas rare que son abondance soit utilisée comme marqueur permettant d’expliquer 

les effets bénéfiques (augmentation) ou délétères (diminution) de certains traitements ou 

pathologies (Benítez‐Páez et al., 2021; Gao et al., 2021; Lv et al., 2022; Thirion et al., 2022). 

P. distasonis est également désignée comme futur potentiel probiotique (Cuffaro et al., 2021, 

2020; Li et al., 2022) et a fait l’objet à ce jour de deux brevets à des fins thérapeutiques 

(WO2017035188A1, WO2022058372A1). Malgré l’ensemble de ces études, certains travaux 

décrivent P. distasonis non pas comme bénéfique mais davantage comme pathogène. 

1. Intégrité de l’épithélium intestinal 

Contrairement aux études citées précédemment, la souche de P. distasonis PtFD14MH1 

a été décrite comme endommageant les jonctions entres les cellules du modèle HT-29 MTX, 

cellules sécrétrices de mucus (Matos et al., 2021). 

2. Maladies inflammatoires 

Il en va de même concernant l’effet inflammatoire de P. distasonis. Une étude a en effet 

démontré que P. distasonis faisait partie des espèces dont l’abondance relative et absolue est 

augmentée chez les souris déficientes en protéines de reconnaissance du peptidoglycane 

(Pglyrp) qui sont des modèles murins sensibles aux colites induites par le sodium dextran 

sulfate (DSS). De plus, son administration chez des souris sauvages et ayant subies un 

traitement antibiotique a aggravé les colites induites par le DSS (Dziarski et al., 2016). Ces 

résultats suggèrent donc que P. distasonis contribue à l’accentuation des colites. 

Une autre étude criblant le MI de patients souffrant de différentes pathologies 

intestinales a mis en évidence que P. distasonis était l’espèce la plus abondante au sein du MI 

des patients atteints de la MC (Lopetuso et al., 2018). Malgré sa capacité à produire du GABA, 

P. distasonis a par ailleurs été décrite comme induisant un comportement dépressif chez un 

modèle murin de la MC. Dans cette étude, la colonisation de l’épithélium intestinal par P. 

distasonis n'a cependant pas été associée à une augmentation de l'inflammation intestinale ou à 
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d’autres altérations (Gomez-Nguyen et al., 2021). 

3. Diabète  

P. distasonis semble également accélérer le développement du DT1 chez la souris via 

l’augmentation des macrophages, cellules dendritiques et cellules T CD8+ et la diminution des 

cellules T régulatrices FoxP3+. Cette réaction pourrait provenir de la synthèse du peptite hprt4–

18 par P. distasonis qui possède plus de 50 % de similarité avec un épitope important de 

l'insuline, insB:9-23 (Girdhar et al., 2022). 

4. Autres rôles délétères 

Plus spécifiquement à d’autres pathologies, l’administration de P. distasonis a été 

montrée comme accentuant les symptômes de la sclérose latérale amyotrophique (SLA) ou 

maladie de Charcot chez des souris atteintes de SLA ayant suivi un traitement antibiotique 

(Blacher et al., 2019). 

Il a également été démontré que P. distasonis était enrichie au sein du MI de patients 

atteints de spondylarthrite ankylosante ou de patients atteints de pelade, également appelée 

alopecia areata (Moreno‐Arrones et al., 2020; C. Zhou et al., 2020). Deux études cliniques ont 

également rapporté 4 cas de bactériémies dues à P. distasonis et sa présence au sein d’un 

prélèvement tissulaire d’un patient atteint de fasciite nécrosante (Cobo et al., 2022; Weimer et 

al., 2017). Une étude récente a par ailleurs identifié une augmentation de l’abondance 

intestinale de P. distasonis chez le rat âgé souffrant d’ostéoporose (Wang et al., 2022). 

Certaines de ces études ne proposent donc pas P. distasonis comme potentiel NPB mais 

comme marqueur de pathologie. Cependant, les mécanismes expliquant l’impact de P. 

distasonis dans ses maladies restent inconnus. Par ailleurs, au lieu d’être une cause de ces 

pathologies, la variation de l’abondance de P. distasonis pourrait être, au contraire, l’une des 

conséquences de celles-ci.  

IV. Objectifs 

P. distasonis est donc définit comme potentiel NPB et potentiel pathogène opportuniste. 

Cependant, aucune étude n'a encore exploré les mécanismes pouvant expliquer sa persistance 

ou au contraire sa perte dans l'intestin. 

Ce projet a donc fait l’objet de 3 parties décrites ci-dessous dans le but de mieux 

comprendre comment P. distasonis colonise l’intestin, s’y maintient et interagit, que ce soit de 

façon bénéfique ou délétère, avec son hôte (Figure 7). 
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1. Propriétés de surface, d’adhésion et de formation de biofilm de P. distasonis et impact du 

stress sur ces propriétés  

Le premier objectif de ce projet est donc d'étudier les différentes étapes nécessaires à P. 

distasonis pour coloniser un nouvel environnement et se maintenir dans le MI. Pour cela nous 

avons caractérisé ses principales propriétés de surface ainsi que ses capacités d’adhésion et de 

formation de biofilm sur support abiotique puis étudié l’impact du stress sur ces propriétés. 

Afin de limiter les biais dus à la variabilité inter-souche, ces propriétés ont été évaluées chez 

13 souches cliniques non apparentées ainsi que chez la souche Type (ATCC 8503T - DSM 

20701T). Les éléments suivants ont été étudiés :  

➢ Mobilité électrophorétique, charge externe globale et perméabilité de surface 

(électrocinétique) ; 

➢ Coefficient d’homo-agrégation ; 

➢ Adhésion et formation de biofilm ; 

➢ Impact de l’adrénaline, de la noradrénaline et de la dopamine (catécholamines) ainsi que 

du cortisol (glucocorticoïde) et de la sérotonine (monoamine) sur l’adhésion et sur la 

formation de biofilm. 

2. Structures externes de P. distasonis impliquées dans son maintien au sein du MI et dans sa 

potentielle pathogénicité  

Après avoir défini que P. distasonis pouvait se maintenir au sein de notre MI grâce à 

ses propriétés d’adhésion et de formation de biofilm, nous nous sommes intéressés aux 

structures de surface impliquées dans ces propriétés ainsi que dans son interaction avec son 

hôte. Parmi ces structures se trouvent notamment la capsule, les fimbriae ou encore les pili. La 

classification RfbA (Bank et al., 2022), basée sur la séquence du gène rfbA impliqué dans la 

synthèse du LPS des bactéries, a également été appliquée. 

Cette étude a été réalisée sur 26 génomes de P. distasonis dont 13 génomes séquencés 

pour cette étude et 13 génomes publics. Différentes analyses in silico ont été effectuées : 

➢ Analyse des core- et pan-génomes ; 

➢ Analyse phylogénétique ; 

➢ Analyse comparative des génomes (synténie et BLAST) ; 

➢ Classification RfbA. 

3. Propriétés de P. distasonis liées à la sélection de nouveaux produits biothérapeutiques 

De par les propriétés bénéfiques qu’elle apporte à son hôte, cette espèce bactérienne 
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semble être prometteuse comme potentiel NPB. Le maintien, la survie et l’importance de P. 

distasonis pour son hôte sont des paramètres indispensables à la sélection de ces produits 

thérapeutiques qui semblent impactés par la variabilité inter-souche. Les propriétés suivantes 

ont donc été étudiées sur 14 souches non apparentées du laboratoire :  

➢ Résistance aux conditions gastriques ; 

➢ Adhérence sur cellules Caco-2 (lignée provenant d’adénocarcinome colorectal) ; 

➢ Effet sur la résistance transépithéliale des cellules Caco-2 ; 

➢ Propriétés anti-inflammatoires sur cellules HT-29 (lignée provenant d’adénocarcinome 

colorectal servant de modèle d’étude de l’épithélium intestinal) ; 

➢ Propriétés anti-inflammatoires sur les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC ; 

extraites à partir de sang humain). 

Figure 7. Représentation schématique des objectifs de la thèse. Figure effectuée sur BioRender.
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I. Etudes des propriétés d’adhésion et de formation de biofilm de P. distasonis 

et impact des molécules produites lors d’un stress sur ces propriétés 

I.1. Introduction 

De nombreux facteurs intrinsèques et extrinsèques à l’hôte peuvent modifier le MI tels 

que le régime alimentaire, l’environnement dans lequel évolue l’individu ou encore la prise 

d’antibiotiques (Hiippala et al., 2020). Un nombre croissant d'études montrent également que 

le stress a des effets sur la composition et l'organisation du MI (Bailey et al., 2011; Galley et 

al., 2017; Siopi et al., 2020). Ceci pourrait s’effectuer de façon directe via la synthèse de 

médiateurs de stress (catécholamines, glucocorticoïdes) libérés dans la lumière intestinale et 

qui agiraient sur les bactéries, ou de manière indirecte en modulant l'immunité locale et 

l’environnement intestinal (Galley et al., 2017).  

De récents travaux réalisés au laboratoire ont montré que l’une des espèces les plus 

négativement impactées lors d’un stress chronique dans un modèle murin est P. distasonis 

(Alauzet et al., 2020, 2019). P. distasonis est bacille à Gram négatif, anaérobie strict et faisant 

partie du « core microbiome » intestinal humain et murin. Comme précédemment décrit, cette 

espèce bactérienne semble apporter de nombreux bénéfices à son hôte.  La perte de P. distasonis 

en cas de stress pourrait donc avoir des impacts sur la santé de l’hôte.  

Le principal mécanisme de colonisation d'un environnement par des bactéries est la 

formation d'un biofilm (Costerton, 1999). Le passage à cette organisation dépend des capacités 

d'adhésion des bactéries au support directement liées à ses propriétés de surface. Cependant, 

très peu d’informations sont disponibles sur les propriétés de surface de P. distasonis, ni sur un 

éventuel impact du stress de l’hôte sur ces mêmes propriétés. 

Afin de comprendre comment P. distasonis colonise et se maintient au sein du tractus 

digestif, ses propriétés d’homo-agrégation, d’adhésion et de formation de biofilm ont été 

étudiées ainsi que l’impact direct d’un stress de l’hôte sur ces propriétés, via l’utilisation de 

molécules libérées dans la lumière intestinale au cours d’un stress. 

La technique classiquement utilisée pour l’étude des biofilms bactériens est la méthode 

de la micropipette. Cette technique consiste à séparer les cellules planctoniques des bactéries 

sessiles en déposant et aspirant plusieurs fois du PBS stérile ou de l'eau physiologique dans des 

microplaques. Cependant, cette méthode est considérée comme agressive et induisant une 

variation dans les résultats ainsi qu’un manque de reproductibilité (Azeredo et al., 2017). Une 

nouvelle méthode utilisant la vapeur comme méthode de lavage pour étudier les biofilms 

bactériens de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. carnosus, Pseudomonas aeruginosa et 
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E. coli a récemment été proposée par l’équipe de Tasse et al. (Tasse et al., 2018).  

Le principe de cette méthode repose sur l’utilisation de la vapeur comme méthode de 

lavage. Les microplaques sur lesquelles le biofilm a été cultivé sont ainsi placées à l'envers au-

dessus d'une source de vapeur (bain-marie). La vapeur générée par le bain-marie va alors se 

condenser et former des gouttelettes d'eau qui vont s'accumuler dans chaque puits à la surface 

du biofilm avant de retomber par gravité en entrainant les bactéries planctoniques. Un système 

de refroidissement est également placé sur les microplaques afin de favoriser la condensation 

et de maintenir une température acceptable pour les bactéries. 

Cette méthode n’ayant jamais été appliquée à des biofilms de bactéries anaérobies, nous 

l’avons préalablement validée, notamment sur P. distasonis, dans une note soumise dans BMC 

Research Notes (Annexe 1) et utilisée dans la suite du projet.  

Les résultats obtenus lors de l’étude des propriétés d’adhésion et de formation de biofilm 

de P. distasonis sont présentés sous la forme d’une publication publiée dans Microorganisms 

(2021, 9, 1602) : « Surface Properties of Parabacteroides distasonis and Impacts of Stress-

Induced Molecules on Its Surface Adhesion and Biofilm Formation Capacities ». 
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I.2 : Surface 

Properties of 

Parabacteroides 

distasonis and 

Impacts of Stress-

Induced Molecules on 

Its Surface Adhesion 
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2. Materials 

and 

Methods 
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3. Results 
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Figure 8. Homo-

aggregation coefficient, 

adhesion and biofilm 

formation capacities of 

14 strains of P.distasonis 

A 

C 

B 

D 
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Tableau 1. Charge 

density (ρ0/F, 

expressed in 

concentration of 

(anionic) charges) and 

cell surface 

permeability (1/λ0) of 

P. distasonis and 

control strains. 
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Figure 9. Impact of 

electrolyte 

concentration on the 

electrophoretic 

mobility of 3 P. 

distasonis strains and 

controls LGG, Bf 

638R and Bt VPI-

5482. 
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Figure 10. (A) Two-

dimensional principal 

component (2-D PCA) 

analysis biplot showing 

relationship amongst the 

charge density, the 

surface permeability, the 

homo-aggregation 

coefficient, the adhesion 

and biofilm formation 

capacities of P. 

distasonis. (B) 

Dendogram 

representing clustering 

of P. distasonis strains 

based on the similarity 

of their capacities 

analyzed by hierarchical 

agglomerative 

clustering (HAC). 

A B 
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4. Discussion 

Figure 11. Impact of 

dopamine, epinephrine, 

norepinephrine, 

serotonin and cortisol 

on the adhesion and 

biofilm formation 

capacity of 14 strains of 

P. distasonis. 
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4. Conclusion 
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Figure 12. Arbitrarily-PCR (a) and Enterobacterial Repetitive Intergenic-PCR 

(b) patterns of 19 strains of P. distasonis. 
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Figure 13. Impact of electrolyte concentration on the electrophoretic mobility of 14 P. distasonis 

strains and controls LGG, Bf 638R and Bt VPI-5482. 
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I.3. Contributions de l’article 

La capacité des cellules à former des agrégats est considérée comme l'une des premières 

étapes de la formation d'un biofilm. Cette étude a démontré que toutes les souches de P. 

distasonis étudiées étaient capables de s'homo-agréger modérément, ce qui montre leur 

potentiel à sédimenter et par conséquent, d'atteindre et d'adhérer à un support donné.  

La capacité d'adhésion des bactéries à un support peut être due à plusieurs types 

d'interactions. Celles-ci peuvent en effet être spécifiques via les structures de surface ou non 

spécifiques avec notamment les forces de van der Waals ou les interactions hydrophobes et 

électrostatiques (Hobley et al., 2015; Thewes et al., 2014). Dans les conditions testées, toutes 

les souches de P. distasonis ont été capable d’adhérer au support abiotique, avec l'une des 

souches (CS1) montrant une capacité d'adhésion aussi importante que celle du témoin positif 

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG).  

La dernière étape de colonisation d’un milieu par les bactéries est le passage du mode 

de vie planctonique à l'organisation en biofilm via la production d’une matrice extracellulaire 

et la régulation des gènes impliqués dans la synthèse des facteurs nécessaires à la formation du 

biofilm (Berlanga and Guerrero, 2016). Dans cette étude, nous avons démontré que toutes les 

souches de P. distasonis étudiées avaient la capacité de former un biofilm. Différentes 

organisations de biofilm ont cependant pu être observées en fonction des souches avec certains 

biofilms formés de plusieurs petits clusters bactériens et d’autres formés d’un seul et unique 

cluster. 

L’étude des propriétés électrocinétiques a permis d’obtenir une première image 

qualitative des marqueurs de surface bactérien permettant leur adhésion et la formation d’un 

biofilm. La mobilité électrophorétique de toutes les souches testées était négative et a atteint un 

plateau dans des conditions de forces ioniques suffisamment élevées. Ces valeurs reflètent la 

présence d'une couche chargée et perméable comme attendu pour une bactérie à Gram négatif. 

La CS1, qui possède les propriétés d’adhésion les plus importantes, a montré une densité de 

charge de surface moins électronégative que les autres souches, comme observé pour le contrôle 

LGG. Ceci peut être expliqué par la présence d'exopolysaccharides et de pili à sa surface. Les 

autres souches de P. distasonis ont, pour leur part, des densités de charge plus proches de celles 

des contrôles B. thetaiotaomicron VPI-5482 et B. fragilis 638R pouvant signaler la présence 

d’une matrice extracellulaire.  

Ces résultats donnent un premier aperçu qualitatif des capacités d'adhésion et de 

formation de biofilms de plusieurs souches de P. distasonis et fournissent quelques hypothèses 

sur les mécanismes qui pourraient expliquer sa persistance dans le tube digestif.  
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L’ensemble de ces résultats permet également de mettre en avant une variabilité inter-

souche de P. distasonis en termes de propriétés de colonisation pouvant être expliquées par la 

présence une importante diversité de structures de surface.  

Enfin, la diminution de l'abondance relative intestinale de P. distasonis en conditions 

de stress peut être due à l'action de marqueurs de stress libérés dans l'intestin, décrits comme 

pouvant moduler l'adhésion bactérienne et la formation de biofilms (Chen et al., 2003; Francius 

et al., 2011; Hiller et al., 2019; Thewes et al., 2014) . Dans la présente étude, nous avons étudié 

l'effet potentiel des catécholamines (adrénaline, dopamine, noradrénaline), des glucocorticoïdes 

(cortisol) et de la sérotonine sur les capacités d'adhésion et de formation de biofilms de P. 

distasonis. Nos résultats ont montré que toutes les molécules testées, hormones et/ou 

neurotransmetteurs, peuvent réduire ou améliorer les capacités d'adhésion et de formation de 

biofilms de P. distasonis, selon la souche et la molécule testée. Ces résultats suggèrent la 

présence d'éléments de détection à la surface de la bactérie qui sont potentiellement 

activés/déclenchés par des molécules produites par l'hôte en conditions de stress.
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II. Etude in silico des structures de surface de P. distasonis impliquées dans 

son maintien au sein du microbiote intestinal 

II.1. Introduction 

P. distasonis possède donc la capacité de coloniser le MI et de s’y maintenir via ses 

capacités d’adhésion et de formation de biofilm (Chamarande et al., 2021). 

Bien que les mécanismes sous-jacents aux interactions entre l'hôte et le microbiote ne 

soient pas entièrement décrits, il est désormais bien établi que les structures de surface du 

microbiote jouent un rôle clé dans l'établissement des espèces dans l'environnement versatile et 

compétitif de l'intestin (Ligthart et al., 2020). Parmi les marqueurs de surface cellulaire, nous 

retrouvons notamment la capsule, les fimbriae et les pili, tous bien décrits pour leur rôle crucial 

dans la colonisation de l'épithélium de l'hôte par les micro-organismes. 

Ces marqueurs de surface cellulaire vont alors être reconnus par les récepteurs de 

reconnaissance des motifs (PRR) des cellules du système immunitaire, notamment les 

récepteurs Toll (TLR). Une interaction entre les motifs moléculaires associés aux microbes 

(MAMP) et le TLR déclenchera alors la réponse immunitaire si le MAMP est identifié comme 

pathogène (Nie et al., 2018; Tytgat et al., 2016).  

La membrane de P. distasonis, arborant possiblement ces structures, a été identifiée 

comme jouant un rôle majeur dans ses propriétés bénéfiques. Il a notamment été démontré 

qu'elle réduit significativement la production de cytokines pro-inflammatoires dans des 

modèles murins obèses (Pfalzer et al., 2015) et qu’elle induit l'apoptose cellulaire de lignées 

cancéreuses du colon, suggérant des effets anti-inflammatoires et anticancéreux (Koh et al., 

2018). Les composants membranaires de P. distasonis sont également impliqués dans la 

diminution de la sévérité de l'inflammation intestinale dans des modèles murins de colite induite 

par le DSS (Kverka et al., 2011).  

Alors que P. distasonis est fortement reconnue comme une espèce commensale 

intestinale avec des avantages pour son hôte, plusieurs études ont montré des résultats 

controversés, identifiant cette bactérie comme un pathogène opportuniste (Blacher et al., 2019; 

Dziarski et al., 2016; Moreno‐Arrones et al., 2020; C. Zhou et al., 2020). 

Les structures de surface des bactéries jouant un rôle crucial dans leur colonisation et 

dans le dialogue qu’elles entretiennent avec leur hôte, leur étude chez P. distasonis permettrait 

ainsi d’identifier les éléments impliqués dans ces capacités de maintien au sein du MI et de 

mieux comprendre son comportement parfois bénéfique, parfois pathogène. Cette étude porte 

ainsi sur l’analyse in silico des différentes structures de surface de P. distasonis. Pour ce faire, 
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26 génomes de P. distasonis ont été analysés dont 13 génomes séquencés pour cette étude et 13 

génomes publics. 

Les résultats obtenus sont présentés sous la forme d’une publication publiée dans 

International Journal of Molecular Sciences (2022, 23, 9411) : « In Silico Study of Cell 

Surface Structures of Parabacteroides distasonis Involved in Its Maintenance within the 

Gut Microbiota ».
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II.2 : In Silico 

Study of Cell 

Surface 

Structures of 

Parabacteroide

s distasonis 

Involved in Its 

Maintenance 
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2. Results  
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Tableau 2. P. distasonis strain isolation. 
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A 

B C 

Figure 14. P. 

distasonis 

genomes 

characterization.  
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Tableau 3. P. 

distasonis genes 

sharing synteny 

with reference 

genes and auto-

assigned as part of 

CPS, fimbriae or 

pili synthesis. 
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Figure 15. 

Identification of upxY-

like gene clusters on P. 

distasonis genomes. 

Tableau 4. 

Identification of CPS 

loci in 26 P. 

distasonis genomes 

and phage insertion 

within clusters. 

A 

B 
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Figure 16. Identification of fim-like gene 

clusters on P. distasonis genomes compared 

to P. gingivalis cluster. 

A 

B 
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Figure 17. Identification of mfa-like gene 

clusters on P. distasonis genomes compared 

to P. gingivalis and B. thetaiotaomicron 

clusters. 

A 

B 
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Figure 18. 

Classification and 

characterization of 

rfbA genes of P. 

distasonis. 

A 

B 
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3. Discussion 

Tableau 5. 

Identification of cell 

surface structures 

present on 26 P. 

distasonis strains 

based on host status.  
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Figure 19. 

Hypothetical 

schematic 

representation of P. 

distasonis (A) 

fimbriae and (B) pili 

from the Fim and Mfa 

system, respectively. 
A B 
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4. Materials and 

Methods 
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Tableau 6. Reference 

genes used to 

determine external 

structures of P. 

distasonis. 



Chapitre II : Résultats 

92 
 

  

References 



Chapitre II : Résultats 

93 
 

  



Chapitre II : Résultats 

94 
 

 



Chapitre II : Résultats 

95 
 

  



Chapitre II : Résultats 

96 
 

Figure 20. Mutliple-sequence alignement of 

P. distasonis (A) uphY-like, (B) fim-like and 

(C) mfa-like genes listed in Table 3. 
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Tableau 7. 

Identification 

of CPS loci in 

26 P. distasonis 

genomes. 
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Tableau 8. rfbA copy number and 

classification of each P. distasonis strain. 
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II.3. Contributions de l’article 

Une étude antérieure a révélé la présence de 13 loci impliqués dans la synthèse d’une 

capsule chez P. distasonis ATCC 8503T (Xu et al., 2007). Dans notre étude, un 14ème locus 

putatif a été identifié au sein du génome de l'ATCC 8503T. Bien que conservés, les 14 loci 

impliqués dans la synthèse d’une capsule n’ont pas tous été retrouvés dans les 26 génomes de 

P. distasonis analysés dans cette étude. De plus, aucun des gènes upxY identifiés ne semble être 

couplé à un gène régulateur upxZ. Par conséquent, les potentiels polysaccharides de surface de 

P. distasonis semblent résulter de la combinaison de multiples loci de capsule dont l'expression 

est potentiellement contrôlée par des inversions de la région promotrice.  

 Outre les exopolysaccharides, les fimbriae et les pili sont d’autres structures protéiques 

de surface impliquées dans la colonisation de l’épithélium intestinal et dans l'interaction hôte-

microbiote. Cette étude a permis l’identification de clusters de gènes chez P. distasonis 

potentiellement impliqués dans la synthèse de fimbriae et de pili. Deux types de fimbriae et 

trois types de pili ont été identifiés et ont permis la réalisation d’une illustration des marqueurs 

de surface potentiellement présents à la surface de P. distasonis.  

La présence de telles structures protéiques externes pourrait expliquer la capacité de P. 

distasonis à adhérer, former un biofilm et ainsi de persister dans cet environnement complexe 

qu’est le MI. Cependant, il ne semble pas qu'il y ait un lien entre la présence d'un marqueur de 

surface et des capacités d'adhésion ou de formation de biofilm plus importantes. En effet, la 

CS1 qui présente la capacité d'adhésion la plus importante ne montre pas, au sein des gènes 

étudiés, de gène codant pour un appendice de surface spécifique expliquant cette capacité 

(Chamarande et al., 2021). De la même manière, la CS8 dont la formation de biofilm est la plus 

importante ne montrent pas de structure de surface connue particulière. 

Afin de discriminer les souches en fonction de leur LPS, la nouvelle classification basée 

sur la séquence du gène rfbA a été appliquée aux 26 génomes de P. distasonis (Bank et al., 

2022). L'ajout de données a modifié la classification avec l'identification d'un cinquième type 

et une nouvelle répartition des gènes rfbA au sein des cinq types. Le type I dont fait partie la 

souche type ATCC 8503T semble néanmoins prédominant chez P. distasonis.  

La comparaison des structures de surface et des différents types de rfbA en fonction des 

souches, de leur comportement bénéfique ou délétère et du statut de leur hôte dont elles ont été 

isolées n’a pas permis d'identifier un ou plusieurs marqueurs de surface pouvant expliquer le 

comportement pathogène ou probiotique des souches de P. distasonis. Cependant, la 

présence/absence de certains marqueurs de surface couplé à l'organisation des loci/clusters et 

aux variations des séquences génétiques pourraient expliquer le comportement de P. distasonis 
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très vraisemblablement souche-dépendant. De plus, la synthèse de ces structures semble 

dépendre de plusieurs facteurs, y compris des régulateurs tel que l’UpxY dont l’expression 

dépend potentiellement des conditions environnementales dans lesquelles évoluent les bactéries 

(Fletcher et al., 2007; Patrick et al., 2003; Pruzzo et al., 1984).  
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III. Propriétés de P. distasonis liées à la sélection de nouveaux produits 

biothérapeutiques 

III.1. Introduction 

Un déséquilibre du microbiote est lié à l’apparition ou l’aggravation de maladies 

inflammatoires de l’intestin, à l’obésité ou encore à certains cancers. Des études se sont ainsi 

concentrées sur la découverte et la caractérisation de NPB afin de combattre ces pathologies. 

P. distasonis et ses propriétés anti-inflammatoires, anti-cancéreuses et son implication 

dans la diminution de la prise de poids, de l'hyperglycémie et de la stéatose hépatique chez le 

modèle murin semble être un candidat prometteur (Cuffaro et al., 2021, 2020; Hiippala et al., 

2020; Kverka et al., 2011; K. Wang et al., 2019). Ces travaux portent cependant souvent sur 

l’étude d’une à quelques souches de P. distasonis dont les propriétés ont été précédemment 

décrites comme étant souche-dépendantes (Chamarande et al., 2021, 2022a; Cuffaro et al., 

2020; Hiippala et al., 2020). 

La sélection de NPB tels que les probiotiques repose sur la validation de critères 

généraux et spécifiques. Les critères généraux portent sur la caractérisation phénotypique et 

génotypique, la non-pathogénicité, la résistance aux conditions gastriques ainsi que 

l’implantation efficace de la souche dans l’intestin, tandis que les caractères spécifiques 

correspondent aux effets bénéfiques pour l’hôte (Hill et al., 2014). 

Concernant l’utilisation de P. distasonis comme potentiel NPB, la capacité de coloniser 

l’intestin via l’étude des propriétés d’adhésion et de formation de biofilm sur support abiotique 

a déjà été validée pour 14 souches de P. distasonis génétiquement distinctes (Chamarande et 

al., 2021).  

L’étude a ensuite été poursuivie sur ces mêmes souches par l’analyse d’autres propriétés 

liées à la sélection de NPB incluant les capacités d'adhérence sur support biotique, de résistance 

aux conditions gastriques, de renforcement de la barrière épithéliale et d'immunomodulation. 

L'effet immunomodulateur de P. distasonis a été examiné sur les modèles cellulaires eucaryotes 

HT-29 (barrière épithéliale) et PBMC (système immunitaire). 

Le choix des cytokines à étudier pour évaluer l’effet l’immunomodulateur de P. 

distasonis sur les cellules PBMC a été défini par des expériences préliminaires réalisées sur la 

souche ATCC 8503T (Figure 21A) et la souche clinique (CS) 1 (Figure 21B). Ces souches sont 

en effet relativement différentes génétiquement et en termes de capacité d’adhésion/formation 

de biofilm. Un criblage des cytokines a été réalisé afin de déterminer celles dont la production 

était modifiée lors d’une stimulation par le LPS d’E. coli et/ou par P. distasonis. 
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Figure 21. Propriétés immunomodulatrices de (A) P. distasonis ATCC 8503T et (B) P. distasonis CS1 sur PBMC 

non stimulées et stimulées par le LPS d’E. coli (18h ; 100 ng/mL). Les quantités de cytokines ont été mesurées par 

Cytokine Array. Bleu : PBMC non traitées ; orange : PBMC stimulées par le LPS d’E. coli ; gris : PBMC stimulées 

par P. distasonis et jaune : PBMC stimulées par le LPS d’E. coli et P. distasonis. Seules les cytokines ayant été 

détectées pour au moins une des conditions ont été représentées. Les cytokines choisies pour l’étude sont encadrées 

en noir. 

A 

B 
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Concernant les cytokines pro-inflammatoires, l’IFN-γ, l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-12p70 et le 

TNF-α ont été sélectionnées pour leurs réponses au LPS et à P. distasonis ainsi que pour leurs 

rôles bien décris dans la réponse immunitaire. Concernant les cytokines anti-inflammatoires, 

l’IL-10 a été sélectionnée pour son rôle central dans la réduction de l’inflammation. L’IL-1RA 

a également été choisi pour sa production qui semble légèrement accentuée en présence de P. 

distasonis. 

Les résultats obtenus sont présentés sous la forme d’une publication publiée dans 

Nutrients (2022, 14, 4176) : « Parabacteroides distasonis Properties Linked to the Selection 

of New Biotherapeutics ».
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3. Results  
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Figure 22. Adhesion 

capacity of 14 strains of 

P. distasonis and LGG 

(positive control) on 

Caco-2 cells after 3 h of 

incubation at 37 °C 

under 5% CO2 

atmosphere. 

Figure 23. Bacterial 

survival of 14 P. 

distasonis strains to 

gastric stress after 120 

min of incubation. 
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Figure 25. Effect of P. 

distasonis strains on 

Caco-2 monolayer 

TEER. 

Figure 24. Effect of 14 

strains of P. distasonis on 

IL-8 production by 

nonstimulated and LPS-

stimulated (4 h; 1 ng/mL) 

HT-29 cells. 
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Figure 26. Immunomodulation properties of P. distasonis on 

nonstimulated and LPS-stimulated (18 h; 100 ng/mL) PBMCs. 
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4. Discussion  
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Tableau 9. 

Summary of the 

beneficial and 

nondetrimental 

properties of 

the 14 strains of 

P. distasonis 

investigated in 

this study. 
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III.3. Contributions de l’article 

L’ingestion d’un produit biothérapeutique et notamment d’un probiotique, nécessite que 

celui-ci soit en capacité de résister à son passage dans le tractus gastro-intestinal pour arriver 

sur son lieu de colonisation : l’intestin. Parmi les 14 souches de P. distasonis, seulement 4 

souches ne semblent pas en capacité de résister aux conditions gastriques. Ces résultats 

coïncident avec ceux d'études précédentes qui ont mis en évidence la résistance de 2 souches 

de P. distasonis parmi les 5 testées, démontrant ainsi également une variabilité inter-souche 

(Cuffaro et al., 2021, 2020). 

Une fois l’estomac traversé, il faut que les bactéries puissent coloniser l’intestin afin 

d’exercer leurs propriétés bénéfiques. Cette colonisation se fait notamment via l’adhésion à 

l’épithélium intestinal. Cette étude a démontré que les 14 souches de P. distasonis sont capables 

d’adhérer aux cellules Caco-2 utilisées comme modèle de la barrière intestinale.  

Une fois l’épithélium colonisé, il est important de s’assurer que les NPB utilisés 

n’engendrent aucun dommage des jonctions serrées situées entre les cellules épithéliales. Les 

résultats ont montré que seulement une des 14 souches testées impacte négativement la 

résistance transépithéliale des cellules Caco-2. Les 13 autres souches n’ont eu aucun effet sur 

l’intégrité de la barrière épithéliale comme précédemment décrit pour 3 souches de P. distasonis 

(Hiippala et al., 2020). 

L’effet immunomodulateur de P. distasonis a alors été analysé sur cellules HT-29 et 

PBMC non-traitées et stimulées par du LPS d’E. coli. Cette étude a mis en évidence un effet 

anti-inflammatoire de 6 souches de P. distasonis sur HT-29 stimulées mais un effet pro-

inflammatoire de l’ensemble des souches testées sur PBMC. Les résultats obtenus avec les 

PBMC ne correspondent pas aux conclusions de travaux antérieurs réalisés sur des modèles 

murins où P. distasonis semblait atténuer les colites induites via la modulation de l’expression 

de IL-1β, de l’IL-6 et de TNF-α (Cuffaro et al., 2020; Kverka et al., 2011). Les souches testées 

n’étaient cependant pas les mêmes dans ces différents travaux. Cet effet pro-inflammatoire 

semble cependant contrecarré par la surproduction des cytokines anti-inflammatoire IL-1RA et 

IL-10 lors de la stimulation par P. distasonis. L'absence de modification de la production d'IL-

12p70 et la surproduction d'IL-10 induites par P. distasonis coïncident cependant avec des 

résultats obtenus lors de précédentes études (Cuffaro et al., 2021, 2020).  

L’ensemble de ces résultats couplés aux résultats obtenus lors de nos précédents travaux 

ont permis de mettre en évidence 5 souches (CS1, CS7, CS8, CS12 et CS15) combinant 10 des 

12 propriétés biothérapeutiques testées in vitro. Parmi ces souches, la CS7 et la CS8 semblent 

les plus intéressantes de par leur importante capacité d’adhésion et de formation de biofilm, 
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leur effet anti-inflammatoire sur cellules HT-29 stimulées par le LPS, et leur faible effet pro-

inflammatoire sur PBMC. 

Ces données ont confirmé l'utilisation prometteuse de P. distasonis comme produit 

biothérapeutique. Toutefois, des recherches supplémentaires, notamment in vivo, doivent être 

menées afin de mieux comprendre la variabilité inter-souche et de s’assurer de l'absence d'effets 

secondaires tels que des troubles digestifs ou infections notamment chez des individus souffrant 

d’un déficit immunitaire.
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Parabacteroides distasonis est une bactérie aux multiples facettes dont les mécanismes 

régissant son interaction avec son hôte restent inconnus. Cette étude a permis de mettre en 

évidence des propriétés et capacités d’un panel de souches de P. distasonis permettant de mieux 

comprendre comment cette bactérie colonise le MI et interagit avec son hôte. Deux souches ont 

également été identifiées comme potentiel NPB de par les effets bénéfiques qu’elles pourraient 

apporter à leur hôte (Figure 27). Certaines questions relatives à son utilisation en tant que NPB, 

exposées ci-après, restent à élucider. 

Figure 27. Résumé des principaux résultats obtenus dans ce projet.  
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De la colonisation à l’interaction de P. distasonis avec son hôte, quels sont les éléments 

impliqués ? 

Ce travail a permis de démontrer les capacités de P. distasonis à adhérer à un support 

abiotique et biotique et de former un biofilm. Ces capacités lui permettraient ainsi de coloniser 

l’épithélium intestinal et de s’y maintenir. Bien que toutes les souches testées dans cette étude 

possèdent des capacités d’adhésion et de formation de biofilm, l’intensité des propriétés 

observées est souche-dépendante et celle-ci pourrait être influencées par la présence de mucus.  

L’un des paramètres pouvant expliquer cette importante variabilité inter-souche est la 

présence de différentes structures impliquées dans l’adhésion et la formation de biofilm à la 

surface des souches de P. distasonis. Parmi celles-ci, deux types de fimbriae et trois types de 

pili ont été identifiés. 24 souches portent les gènes impliqués dans la synthèse des fimbriae de 

type 1 tandis que seulement 2 portent ceux pour les fimbriae de type 2. Concernant les pili, 

respectivement 8, 5 et 2 souches possèdent les gènes permettant la synthèse des pili de type 1, 

2 et 3. En plus de cette variabilité de structure, la séquence des gènes impliqués dans leur 

synthèse varie également d’un génome à l’autre. Un quatorzième cluster impliqué dans la 

synthèse d’un exopolysaccharide de surface a également été identifié chez la souche de 

référence. Ces données coïncident avec les valeurs de perméabilité et de charge de surface 

obtenues lors de la première étude qui suggéraient la présence d’une capsule chez P. distasonis. 

L’expression de ces clusters, inéquitablement repartis au sein des génomes étudiés, semble de 

plus sujet à des variations de phase. La présence d'insertion de phages dans plusieurs de ces loci 

pourrait également moduler leur expression. L’ensemble de ces paramètres peut ainsi expliquer 

les différences observées en termes d’adhésion et de formation de biofilm. 

Ces appendices protéiques sont également impliqués dans l’interaction des bactéries 

avec leur hôte. Leur identification permet ainsi de faire un premier pas dans l’étude des 

mécanismes sous-jacents à l’interaction hôte-P. distasonis et de mieux comprendre ses effets 

parfois bénéfiques, parfois délétères pour l’hôte. Dans cette étude, la séquence du gène rfbA 

impliqué dans la synthèse de l’antigène-O du LPS a également été analysée dans différents 

génomes de P. distasonis. L’identification des différentes structures de surface couplée à 

l’analyse de la séquence du gène rfbA n’a cependant pas permis d’expliquer la diversité des 

effets observés concernant cette espèce. La notion de pathogénicité de P. distasonis peut 

cependant être discutée de par son appartenance au MI et la localisation de la plupart des 

infections humaines impliquant cette espèce. En effet, sur les 13 souches cliniques isolées dans 

des prélèvements au Centre Hospitalier Régional Universitaire (CHRU) de Nancy, 12 
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pouvaient avoir une porte d’entrée intestinale (bactériémie, péritonite, abcès abdominal, 

infection ostéoarticulaire, infection génitale). La présence d’une bactérie initialement 

commensale de l’intestin dans un site censé en être dépourvu suffit à déclencher un processus 

infectieux, même avec une souche non pathogène. Ceci peut donc expliquer l’impossibilité de 

différencier des souches isolées de fèces de souches isolées de prélèvements infectieux. 

Par ailleurs, ces découvertes restent génomiques et aucunement protéomiques. Il serait 

ainsi intéressant d’étudier le niveau d’expression des gènes impliqués dans la synthèse de ces 

structures et ceci dans différentes conditions. Lors de ce projet, il a en effet été démontré in 

vitro que les hormones et neurotransmetteurs synthétisés habituellement par l’hôte lors d’un 

stress, et libérés dans la lumière intestinale, peuvent impacter les capacités d’adhésion et de 

formation de biofilm de P. distasonis. Ces résultats pourraient ainsi s’expliquer par la variation 

du niveau d’expression de ces gènes en fonction des conditions dans lesquelles P. distasonis se 

développe. En plus du niveau d’expression, les méthodes d’observation microscopique telle 

que la microscopie électronique en transmission permettraient également d’observer 

directement les structures présentes à la surface des bactéries. 

De plus, les structures étudiées pendant ce projet ne reflètent pas entièrement la diversité 

des structures bactériennes impliquées dans leur colonisation et interaction avec l’hôte. Parmi 

celles-ci, des systèmes de sécrétion (SS) de type 1 à 9 ou autres adhésines existent. Les SS de 

type 1 (SST1), 2, 3, 4 et 6, qui font partie des SS inclus dans la membrane interne et externe de 

la paroi bactérienne, sont retrouvés chez les bactéries à Gram négatif. Les SST3, 4 et 6 sont de 

plus capables de traverser la membrane des cellules eucaryotes pour y transporter des molécules 

induisant des modifications physiologiques souvent favorables à la bactérie sécrétrice (Bocian-

Ostrzycka et al., 2017; Costa et al., 2015). Les fimbriae de type chaperone-usher, les pili de 

type IV ou bien d’autres adhésines non-fimbriales (e.g. diversité des exopolysaccharides de 

surface) existent également au sein des bactéries à Gram négatif (Berne et al., 2015). Leur étude 

chez P. distasonis serait ainsi indispensable à une meilleure compréhension des éléments 

impliqués dans son adhésion et dans son interaction avec son hôte. 

De plus, l’épithélium intestinal, in vivo, est recouvert d’une couche de mucus 

représentant la première ligne de défense contre l’invasion des bactéries pathogènes. Les 

cellules HT-29-MTX qui sont différenciées en cellules caliciformes matures à l’aide de 

méthotrexate sont capables de sécréter du mucus. Bien que non décrite comme ayant des 

propriétés mucinolytiques, il serait ainsi intéressant d’étudier les propriétés de colonisation de 

P. distasonis sur ce modèle. Des éléments extrinsèques à l’organisme, tels que les émulsifiants 

retrouvés dans les aliments industriels endommagent cette couche de mucus et réduisent son 
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épaisseur (Chassaing et al., 2015; Lock et al., 2018). Il arrive ainsi que les bactéries 

commensales du MI interagissent directement avec l’épithélium de l’hôte.   

Le stress de l’hôte, une émotion partagée par P. distasonis ? 

De précédents travaux réalisés au laboratoire ont montré que P. distasonis était 

négativement impacté en condition de stress gravitaire et socio-environnemental (Alauzet et 

al., 2020, 2019). Lors de cette thèse, nous nous sommes ainsi intéressés à l’impact des 

molécules produites par l’hôte lors d’un stress sur les capacités de colonisation de P. distasonis.  

Cette étude a permis de mettre en évidence que les catécholamines (adrénaline, 

dopamine, noradrénaline), les glucocorticoïdes (cortisol) et la sérotonine modifient les 

propriétés d’adhésion et de formation de biofilm de P. distasonis. L’impact observé, bien que 

majoritairement négatif, ne semblait pas suivre de schéma particulier et paraissait souche et 

condition-dépendant. Cependant, toutes les souches, à l'exception de la souche type, ont montré 

au moins une réponse (positive ou négative) aux marqueurs de stress sur leurs propriétés 

d’adhésion (35 % des tests) ou de formation de biofilm (23 % des tests). 

Cette réponse pourrait s’expliquer par l’utilisation d’un système type QS par P. 

distasonis. Ce système, qui permet aux bactéries de communiquer entre-elles, utilise parfois 

des récepteurs adrénergiques-like décrits comme pouvant être stimulés par les molécules de 

l’hôte (Freestone and Lyte, 2008; Roberts et al., 2002). Un système de QS a été décrit chez des 

espèces bactériennes proches de P. distasonis dont B. fragilis et P. gingivalis (Burgess et al., 

2002; He et al., 2022; Peixoto et al., 2014; Pumbwe et al., 2008).  

L’exploitation des génomes séquencés de P. distasonis permettra ainsi d’identifier si 

cette bactérie possède la machinerie génomique nécessaire à l’utilisation de ce système. A cette 

fin, des études préliminaires nous ont permis d’identifier un gène présent chez P. distasonis 

ATCC 8503T possédant 39,7 % de similarité avec l’un des 9 luxR orthologues putatifs identifiés 

chez B. fragilis ATCC 25285T (BF0552 ; Figure 28). La comparaison avec un deuxième gène 

luxR (BF3901) n’a cependant donné aucun résultat. 
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Figure 28. Analyse génomique comparative d’un gène luxR de B. fragilis ATCC 25285T chez P. distasonis ATCC 

8503T. Les deux gènes comparés, identifiés comme luxR putatifs, sont encadrés en rouge. Les gènes encadrés en 

noirs, identifiés comme récepteurs TonB putatifs (récepteurs transmembranaires qui permettent la transmission de 

signaux extra-cellulaires entrainant la transcription des gènes cibles), possèdent également une certaine similarité. 

La perte de P. distasonis, un préjudice pour l’hôte ? 

L’abondance de P. distasonis est modifiée en conditions de stress, que celui-ci soit 

gravitaire ou socio-environnemental. Son abondance est également diminuée dans certaines 

pathologies aggravées par le stress. La question de la conséquence de cette perte pour l’hôte se 

pose donc. En effet, plusieurs études ont démontré les effets bénéfiques que P. distasonis peut 

avoir pour son hôte dont des capacités anti-inflammatoires et anti-cancéreuses (Cuffaro et al., 

2020; Koh et al., 2020, 2018). Cependant, d’autres résultats suggèrent que P. distasonis pourrait 

être davantage délétère que bénéfique à l’hôte (Blacher et al., 2019; Dziarski et al., 2016; 

Gomez-Nguyen et al., 2021; Moreno‐Arrones et al., 2020). Si l’on prend l’exemple des travaux 

de Gomez-Nguyen et al. (2021), ils montrent que, malgré sa capacité à produire du GABA, P. 

distasonis induit un comportement dépressif dans un modèle murin de MC. Ces résultats 

contredisent de précédents travaux qui ont notamment montré que le modèle de stress chronique 

« chronic unpredictable mild stress » (CUMS) entraînait des modifications de la composition 

du MI liées au développement d’un phénotype dépressif, phénotype transférable par TMF 

(Siopi et al., 2020). D’autre part, des travaux effectués au laboratoire a montré dans ce même 

modèle de CUMS une baisse de l’abondance relative de P. distasonis dans le MI des souris 

stressées (Alauzet et al., 2020). Cette discordance pourrait s’expliquer soit par le modèle 

d’évaluation de la dépression, soit par la souche de souris qui diffère dans l’étude de Gomez-
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Nguyen et al. (2021). 

Un autre élément pouvant expliquer ces différentes réponses, bénéfiques ou délétères, 

est l’importante variabilité inter-souche observée pour l’ensemble des expériences réalisées sur 

P. distasonis. Ces expériences utilisent en effet bien souvent des souches propres aux 

laboratoires qui les étudient. Dans l’étude de Gomez-Nguyen et al. (2021), l’origine de la 

souche de P. distasonis utilisée en gavage n’est pas identifiée. Pouvoir réaliser ces expériences 

sur un large panel de souches dans des conditions similaires permettrait ainsi de mieux 

comprendre la différence de réponse obtenue. 

Les aspects bénéfiques de P. distasonis semblent cependant prédominants et mieux 

décrits que les aspects néfastes. Deux brevets dont l’un spécifique à deux souches de P. 

distasonis ont d’ailleurs été déposés. Ce dernier concerne le traitement et la prévention des 

maladies gastro-intestinales et des troubles associés à ces maladies via l’utilisation de P. 

distasonis. Le dépôt d’un brevet ne permet cependant pas la commercialisation du produit 

décrit. Il faut notamment s’assurer que ces souches, en plus des aspects bénéfiques qu’elles 

peuvent apporter à leur hôte, respectent le statut GRAS ou QPS. Le statut QPS est accordé par 

l’EFSA. Pour obtenir ce statut, un micro-organisme doit répondre aux critères suivants : 

➢ Son identité taxonomique doit être clairement définie ; 

➢ Le corpus de connaissances disponibles doit être suffisant pour établir sa sécurité ; 

➢ L'absence de propriétés pathogènes doit être établie et justifiée ; 

➢ L’utilisation prévue doit être clairement décrite.  

Si son utilisation requiert qu’il soit vivant, il est également indispensable de s’assurer 

qu’il survive au processus de fabrication du probiotique (lyophilisation, encapsulation, …) et 

au cheminement lui permettant d’atteindre et de coloniser l’épithélium intestinal. Une première 

partie de réponse est déjà accessible étant donné qu’il est possible d’obtenir P. distasonis ATCC 

8503T sous forme de culot lyophilisé (achat commercial auprès des souchotèques). Plusieurs 

études montrent également la résistance de certaines souches aux conditions gastriques 

(Chamarande et al., 2022b; Cuffaro et al., 2020). 

Deux souches cliniques étudié dans ce projet (CS7 et CS8) semblent particulièrement 

prometteuses de par leurs propriétés bénéfiques. Outre leur capacité de résister aux conditions 

gastriques, d’adhérer aux cellules épithéliales et de ne pas modifier leur intégrité, ces souches 

sont en effet capables de réduire l’inflammation induite par le LPS d’E. coli des cellules HT-

29. Il serait intéressant de poursuivre l’analyse des propriétés anti-inflammatoires de ces 

souches in vivo notamment via l’utilisation du modèle murin de colite induite au TNBS 

(Cuffaro et al., 2020; Foligné et al., 2006). L’intensité de l’inflammation de ce modèle peut être 
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mesurée via le score de Wallace. Ce score, allant de 0 à 10, se détermine via l’examen 

macroscopique des lésions du côlon telles que l'hyperémie, l'épaississement de l'intestin, 

l’étendue et le nombre de sites d’inflammation/ulcérations (Wallace et al., 1989). 

L’abondance relative de P. distasonis est notamment réduite en condition de stress 

socio-environnemental et hyper-gravitaire, deux types de stress rencontrés par les astronautes 

lors des vols spatiaux. Durant ces vols, les astronautes subissent en effet des modifications du 

cycle circadien, un isolement social ainsi que des changements gravitaires générant un stress 

pour l’organisme. Il a été démontré que l’ensemble de ces stress avaient des effets délétères 

dont l’augmentation du risque de cancers et des troubles du système immunitaire (Guéguinou 

et al., 2009; Hariom et al., 2021). Les causes peuvent être directement liées au vol spatial 

(microgravité, radiations, ...) ou indirectement via la modification du MI, du métabolisme 

osseux, de la nutrition ou de l’état psychologique (anxiété, dépression) des astronautes (Turroni 

et al., 2020). A l’inverse de l’hypergravité, la microgravité, correspondant à une absence de 

gravité ressentie (gravité inférieure à 0,01 xg mais différant de l’apesanteur où la gravité est 

nulle), fait également partie des changements gravitaires pouvant modifier la physiologie des 

astronautes (Crucian et al., 2018). Il serait ainsi intéressant d’étudier l’impact de la microgravité 

sur les propriétés de colonisation et de croissance de P. distasonis et de voir si ce changement 

de condition environnementale modifie son interaction avec son hôte.  

Pour ce faire, il existe différents modèles d’étude de la microgravité dont certains plus 

accessibles techniquement et financièrement que d’autres. L’un de ces modèles repose sur 

l’utilisation de la « Random Positonning Machine » (RPM), qui permet de simuler une 

microgravité de 10-3 xg in vitro. Son utilisation serait envisageable étant donné que la 

plateforme expérimentale gravitationnelle pour les modèles animaux (GEPAM), crée en 2019 

par le laboratoire SIMPA, comprend une RPM. Un second modèle, cette fois-ci in vivo, requiert 

l’utilisation de rongeurs. Ces rongeurs sont alors suspendus par la queue de façon à ce que seuls 

les membres antérieurs puissent toucher le fond de la cage. Cette position engendre une une 

hypokinésie des membres postérieurs et une redistribution des fluides corporels vers la tête 

comme observés en microgravité. Ce modèle, validé à l’Animalerie du Campus Biologie Santé 

(ACBS) de l’Université de Lorraine, est communément appelé modèle de suspension anti-

orthostatique ou hindlimb unloading (HU). Un dernier modèle également in vivo mais cette 

fois-ci chez l’être humain repose sur le même principe que celui du modèle HU. Dans ce modèle 

dit de Bed Rest, les individus volontaires sont en effet alités pendant 60 à 90 jours avec une 

inclinaison du lit de 6°. Cette position permet alors, comme pour le modèle HU, de redistribuer 

les fluides corporels. Ce modèle bien que très intéressant est cependant bien moins accessible 
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que les deux modèles cités précédemment.  

Il pourrait donc être envisagé à plus long terme de tester dans nos différents modèles de 

stress (socio-environnemental, hyper- et microgravitaire, si ce dernier modèle entraîne 

également une perte de ce taxon), l’effet d’une complémentation en P. distasonis à la fois sur 

la composition du MI, sur le niveau de stress des rongeurs et sur d’éventuels effets délétères. 

Ceci nous permettrait d’évaluer l’intérêt de cette espèce en tant que NPB. Cette utilisation en 

tant que NPB ne concernerait pas que les astronautes car le modèle de stress socio-

environnemental utilisé (CUMS) est un modèle murin mimant un stress chronique engendré 

par les contrariétés de la vie quotidienne et pouvant mener à un phénotype dépressif. Les 

résultats obtenus auront donc une application sociétale plus large que le domaine spatial, avec 

un intérêt pour une grande partie de la société. 

En conclusion, ce travail a permis de caractériser les principales propriétés de surface 

de l’espèce P. distasonis permettant d’appréhender son maintien dans le MI. Il confirme par 

ailleurs que certaines souches de P. distasonis semblent prometteuses en tant que nouveau 

produit biothérapeutique. Cependant leur utilisation nécessite de mieux définir les mécanismes 

sous-jacents à leurs interactions avec l’hôte, de s’assurer de leur survie jusqu’à la colonisation 

de leur lieu d’action et de l’absence d’effet indésirable pour l’hôte. 
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Application de la méthode vapeur pour l’étude des biofilms des bactéries 

anaérobies 

Abstract 

Biofilm is becoming a major topic of interest in many fields including human health. 

Improving methods of biofilm quantification is essential in order to refine the result. To this 

purpose, Tasse et al., developed a new technique using the steam as soft washing method to 

investigate aerobic bacteria biofilm. In this study, we demonstrated the application of this new 

washing method to a broader range of biofilm including anaerobic bacteria and fungi biofilms, 

by comparing it with the classical micropipette method described as an aggressive technique 

leading to a lack of reproducibility.  

Results reveals a method that strongly reduce the detrimental effect of washing on 

measurements for both microorganism types. The steam washing can be coupled with the PBS-

turbidity measurement for further investigation of strong-biofilm forming bacteria but does not 

seems to fit for all bacterial species. In conclusion, the steam-based method, as a soft washing 

method for biofilm study, is a method that can be easily implemented in every laboratory to 

study microorganism biofilms.  

Keywords: biofilm; steam washing; PBS-turbidity; anaerobic bacteria; fungi  

1. Introduction 

 The predominant mechanism for bacteria to colonize an environment is the formation 

of a biofilm. Development of a biofilm requires planktonic cells to reach a biotic or abiotic 

surface on which it can growth. The formation of the biofilm will then start with the adhesion 

of cells to the surface by the weak van der Waals and London dispersion forces and hydrophobic 

interactions. Microorganisms can then anchor to the surface using cell adhesion structure such 

as pili or fimbriae. The biofilm will then grow by cell division, cell recruitment and 

exopolysaccharide (EPS) matrix synthesis. EPS are mainly composed of polysaccharides, 

proteins, lipids, and nucleic acids. They allow the retention of water and nutrients and contribute 

to the overall scaffold and three-dimensional structure of a biofilm. Then, the biofilm enters its 

last stage corresponding to its degradation and dispersion that allow its propagation (Costerson, 

1999; Costerson et al., 1995; Nikolaev & Plakunov, 2007). The most spectacular property of 

biofilms is certainly the astonishing capacity for resistance that it provides to bacteria against 

external aggressions (temperature, pH, oxygen…) compared to organisms in planktonic state 

(Yin et al., 2019). Biofilm is also defined as a virulence factor that provides resistance to 
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antimicrobials agents and to the host's immune system. Nowadays, studying biofilm is a major 

concern in many fields including human health.  

 The conventional technique used to separate planktonic cells from sessile bacteria 

during biofilm investigation is the micropipette-based method. This technique consists on 

washing the biofilm by pipetting in and off several times sterile PBS or physiological water 

from microplates to get rid of non-adherent or non-biofilm forming bacteria.  However, this 

method is considered as an aggressive method leading to a lack of reproducibility (Azeredo et 

al., 2017). Recently, Tasse et al., described a new method using the steam as soft washing 

method to study the bacterial biofilm (Tasse et al., 2018). Succinctly, the microplate on which 

biofilm has been grown are placed upside down above a source of steam and a cooling system 

is placed in contact with the bottom of the plate in order to favor condensation and maintain an 

acceptable temperature for bacteria. The vapor generated by the water-bath will then condensate 

and form water droplets that will accumulate in each well on the biofilm surface before falling 

down by gravity along with planktonic bacteria. 

 Intending to validate this promising method on a larger panel of species and organisms, 

we applied in this short communication the steam-based washing method on biofilm form by 

several species of anaerobic bacteria and fungi: Parabacteroides distasonis DSM 20701T, 

Bacteroides fragilis 638R, Clostridium perfringens CIP 6060 for anaerobic bacteria and 

Aspergillus fumigatus ATCC 3626, Candida albicans ATCC 90028 and Fusarium solani CBS 

124631 for fungi. Staphylococcus aureus SH1000 has been used as control to validate the 

method. 

2. Methods 

 In order to form biofilm, untreated, pyrogenic and polystyrene 96-wells microplates 

were inoculated with 107 CFU/mL of a bacterial suspension in Brain Heart Infusion (BHI) broth 

or 106 CFU/mL of a fungal suspension in Phosphate Buffer Saline (PBS). For bacterial cells, 

the cultures were incubated for 48 hours at 37 °C under anaerobic condition. For fungal cells, 

after a first adhesion step at 37 °C for 90 minutes, the PBS was removed and replaced by RPMI 

1640 (Roswell Park Memorial Institute) complemented with MOPS (3-(N-morpholino) 

propanesulfonic acid).  Plates were then incubated at 37°C for 48 hours. For both type of cells, 

wells were washed, either three times by conventional pipetting method with PBS, or using the 

steam-based washing method for 40 minutes. The plates were then dried at 37 °C for 40 minutes 

and the biofilms stained with crystal violet (CV). A second washing step (pipetting or steam 

washing) and drying were then carried out in order to remove excess of CV. The stained cells 
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were then resuspended using 33 % (v/v) glacial acetic acid and analyzed by OD620nm 

measurement using a plate reader (SpectreMax iD3, Molecular Device, USA). The survivability 

of cells to the heat generated by the steam washing method was also controlled by enumeration 

for bacterial cells or XTT staining (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-

5-carboxanilide) for fungal cells. For XTT assays, 100 µl of XTT and menadione mixture (0.5 

g/l and 1 mM, respectively) were prepared and added to each well. After 1 hour of incubation 

at 37 °C, an OD measurement was performed at 450 nm and 630 nm. The conversion of XTT 

was determined by subtracting the blank and the non-specific absorbance (OD630nm) from the 

sample measurement (OD450nm). Each experiment was repeated at least 30 times in five 

independent experiments (n = 5 × 30). These experiments have also been performed on 

Staphylococcus aureus SH1000 to validate the proper functioning of our installation by 

following the exact same protocol as described in Tasse et al., 2018. 

3. Results and discussion 

 The steam wash installation has been validated by S. aureus SH1000 biofilm 

investigation whose biofilm measurement has been strongly reduced after pipette washing 

compared to steam-based washing method (Figure 1). Concerning anaerobic bacteria, similar 

results have been observed with a significant reduction of biofilm amount after the use of the 

pipetting method compared to steam method for the three species studied. Variations in terms 

of biofilm formation between strains was expected as previously described (Chamarande et al., 

2021; de Sà Almeida et al., 2020). These results confirm the possible use of the steam-washing 

for the study of anaerobic bacteria biofilms. For fungi biofilm, the pipetting method does not 

appear to be more aggressive for the biofilm. However, the steam-based washing method 

considerably reduce the standard deviations of the results that are comprised between 0.16 and 

0.22 compared to 0.72 and 0.81 for the micropipette-based method, showing the benefits of 

using the steam-based washing method for the study of fungi biofilms. 

  



Annexe 

 
 

158 
 

Figure 1. Biofilm quantification by CV (OD620nm) after steam (S) or the pipette based-washing method (P) for S. 

aureus SH1000 (Sa), B. fragilis 638R (Bf), P. distasonis DSM 20701T (Pd), C. perfringens CIP 6060 (Cp), C. 

albicans ATCC 90028 (Ca), F. solani CBS 124631 (Fs) and A. fumigatus ATCC 3626 (Af). *** represents values 

of P < 0.001, after Mann-Whitney U test. 

The survivability of the tested species after the steam-washing was confirmed (Figure 

2). Anaerobic bacteria enumeration follows the CV staining with a higher enumeration for B. 

fragilis, revealing the correlation between biofilm quantification and bacterial survival within 

the biofilm. In the same way, XTT staining for fungi survival revealed an inter-species 

variability with, as expected, a higher survivability for F. solani whose biofilm quantification 

by CV staining was higher. By consequences, steam-based washing can be used as soft washing 

method on anaerobic bacteria and fungi biofilms for further investigations requiring viable 

cells. 

Figure 2. Viable cell quantification by enumeration for bacteria and XTT staining (OD450nm) for fungi after steam-

washing. Data are presented in boxplot form after 5 independent experiments performed in 30 replicas (n = 5 × 

30).  
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The measurement of the turbidity after resuspension of the biofilm in PBS, as an 

alternative to CV staining, was also performed on anaerobic bacteria biofilm. This technique, 

in addition to require less technical time and to reduce the number of wash needed to one, allow 

to continue the quantification by counting viable cells by enumeration and/or by qPCR, unlike 

the dye. This method, although functional, seems more suitable for organisms capable of 

forming important biofilms (Figure 3). Indeed, the turbidity measurement of C. perfrigens 

biofilm appear to be really low compared to P. distasonis whose biofilm quantification was 

equivalent after CV staining and enumeration for both species. Moreover, PBS-turbidity 

measurement seems to increase the standard deviation as shown by the quantification of B. 

fragilis biofilm.  

Figure 3. Biofilm quantification by CV staining (OD620nm) or PBS-turbidity (OD490nm) after steam-washing for B. 

fragilis 638R (Bf), P. distasonis DSM 20701T (Pd) and C. pefringens CIP 6060 (Cp). Data are presented in boxplot 

after 5 independent experiments performed in 30 replicas (n = 5 × 30).  

4. Conclusion  

In conclusion, the steam-based method, as a soft washing method for biofilm study, is 

a technique that can be easily implemented in every laboratory to study microorganism biofilms 

with a better repeatability and reproducibility. Moreover, this method reveals to be fully 

applicable to anaerobic bacteria by reducing detrimental effects of washing on the biofilm and 

to fungi biofilm by reducing the standard deviation of the results.  It can be coupled with PBS-

turbidity measurement for further investigation of strong-biofilm forming bacteria but does not 

seems to be appropriate for weaker-biofilm forming organism.  
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5. Limitations 

While the present study confirms the possible application of the steam-washing method 

to anaerobic bacteria and fungi biofilm, limitations must be addressed. Although the steam-

washing method appear to be fully applicable to the 3 tested bacterial and fungi species, these 

results does not permit to ensure the application of the steam-based washing method to all 

anaerobic bacteria and fungi species. Moreover, as highlighted in this study, the PBS-turbidity 

method seems more suitable for strong-biofilm forming bacteria. Thus, in order to ensure the 

application of the steam-washing and determine either CV staining or PBS-turbidity is better 

for a specific organism, additional experiments should be performed prior to the final trials 
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Résumé/Abstract 

 

Caractérisation des propriétés de surface, d’adhésion et de formation de biofilm de Parabacteroides 

distasonis et étude de son interaction avec son hôte : du potentiel probiotique au pathogène opportuniste 

 
Résumé : 

Parabacteroides distasonis, bactérie à Gram négatif anaérobie stricte faisant partie du microbiote 

intestinal (MI), est décrite pour les propriétés bénéfiques qu’elle semble avoir pour son hôte. Parmi celles-ci, cette 

bactérie présente notamment des capacités anti-inflammatoires via la suppression de la production de cytokines 

pro-inflammatoires et des propriétés anti-cancéreuses via l’induction de l’apoptose des lignées cellulaires 

cancéreuses. Or P. distasonis est négativement impactée dans le MI par un stress chronique de l’hôte. Son 

utilisation en tant que nouveau produit biothérapeutique (NPB) semble être une piste intéressante.  

Cependant, d'autres données expérimentales décrivent P. distasonis davantage comme pathobionte de par 

son implication dans l’aggravation des pathologies inflammatoires telles que la colite chez la souris ou encore dans 

l’intensification des symptômes de la maladie de Charcot. Il semblerait donc que P. distasonis puisse avoir un rôle 

dichotomique dépendant du contexte, de l’environnement et possiblement de la souche. La façon dont cette 

bactérie colonise l’environnement compétitif qu’est l’intestin ainsi que les mécanismes à l'origine de son 

interaction avec son hôte restent cependant à l’heure actuelle mal connus. 

Ce projet a donc porté dans un premier temps sur l’étude des propriétés impliquées dans la colonisation 

et le maintien de P. distasonis au sein du tractus digestif (adhésion, formation de biofilm…). Dans un second 

temps, les structures de surface impliquées dans son interaction avec son hôte et pouvant expliquer son 

comportement bénéfique ou délétère ont été analysées in silico. Dans une troisième et dernière partie, les 

caractéristiques liées à la sélection de NPB d’un large panel de souches de P. distasonis ont été étudiées afin 

d’identifier un ou plusieurs candidats démontrant des effets bénéfiques pour l’hôte. 

Ce travail a permis de caractériser les principales propriétés de surface de P. distasonis impliquées dans 

son maintien au sein du MI et a confirmé que seules certaines souches de P. distasonis semblent prometteuses en 

tant que NBP. Cependant, leur utilisation nécessite de mieux définir les mécanismes sous-jacents à leurs 

interactions avec l’hôte, de s’assurer de leur survie jusqu’à la colonisation de leur lieu d’action et de l’absence 

d’effet indésirable pour l’hôte. 

 

Mots clés : Parabacteroides distasonis, microbiote intestinal, adhésion, biofilm, structures de surface, nouveau 

produit biothérapeutique 
 

 

Characterization of surface, adhesion and biofilm formation properties of Parabacteroides distasonis and 

study of its interaction with its host: from the potential probiotic to the opportunistic pathogen 

 

Abstract: 

Parabacteroides distasonis, a strict anaerobic Gram-negative bacterium that is part of the gut microbiota 

(GM), is described for the beneficial properties it seems to have for its host. Among these properties, this bacterium 

has anti-inflammatory capacities via the suppression of the production of pro-inflammatory cytokines and anti-

cancer properties via the induction of apoptosis of cancerous cell lines. However, P. distasonis is negatively 

impacted in the GM by chronic host stress. Its use as a new biotherapeutic product (NBP) seems to be promising.  

However, other experimental data describe P. distasonis more as a pathobiont because of its involvement 

in the aggravation of inflammatory pathologies such as colitis in mice or in the intensification of the symptoms of 

Lou Gehrig's disease. It would thus seem that P. distasonis may have a dichotomous role depending on the context, 

the environment and possibly the strain. However, the way in which this bacterium colonizes the competitive 

environment that is the intestine as well as the mechanisms at the origin of its interaction with its host remain 

poorly understood at the present time. 

This project focused first on the study of the properties involved in the colonization and maintenance of 

P. distasonis within the digestive tract (adhesion, biofilm formation...). In a second part, the surface structures 

involved in its interaction with its host and which could explain its beneficial or deleterious behaviour were 

analysed in silico. In a third and final part, the characteristics related to the selection of NPB from a large panel of 

P. distasonis strains were studied to identify one or several candidates showing beneficial effects for the host. 

This work allowed to characterize the main surface properties of P. distasonis involved in its maintenance 

within the GM and confirmed that only some strains of P. distasonis seem promising as NBP. However, their use 

requires to better define the mechanisms underlying their interactions with the host, to ensure their survival until 

colonization of their site of action and the absence of adverse effects for the host. 

 

Keywords: Parabacteroides distasonis, gut microbiota, adhesion, biofilm, surface structure, new biotherapeutical 

product 
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