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Avant-propos 
 

Autrefois considérée comme le mal des sociétés riches et opulentes, l’obésité est devenue 

un problème de santé publique majeur à l’échelle de la planète. L’augmentation de sa 

prévalence et de celles de ses comorbidités (diabète de type-2, maladies cardiovasculaires) a un 

coût non négligeable pour notre système de santé, qui a été estimé à 20 milliards d’euros par an 

en 2012 selon la Direction Générale du Trésor (1), soit autant que l’alcool ou le tabac. En 

occident, il y a eu une prise de conscience des problèmes liés à l’obésité et à ses comorbidités 

depuis plusieurs décennies. Néanmoins, les nombreux efforts de santé publique et politiques de 

prévention mis en place pour endiguer le phénomène n’ont pas encore permis de réduire la 

prévalence qui, dans certains pays, continue d’augmenter.  

De nos jours, il y a plus de personnes dans le monde en surpoids et en situation d’obésité 

que de personnes malnutries. Les maladies cardiovasculaires, principales complications de 

l’obésité, sont devenues la première cause de mortalité mondiale. Une autre complication, le 

diabète de type 2, est aussi en croissance constante. Une étude a démontré que 150 millions 

(11%) de Chinois étaient diabétiques, et que près de 500 millions (36%) étaient en situation de 

« prédiabète », c’est-à-dire présentant une hyperglycémie modérée et un risque accru de 

développer un diabète de type 2 (2). Plus de 80% de ces patients en situation de prédiabète 

étaient en surpoids ou obèses (2). Ainsi, près de la moitié de la population de la seconde 

puissance économique mondiale est atteinte ou est à risque de développer une maladie 

chronique dont la prise en charge est extrêmement coûteuse et ses complications spécifiques 

extrêmement morbides. L’obésité étant la conséquence des modifications de notre 

environnement et de nos modes de vie au cours du siècle dernier, sa prévention et sa prise en 

charge représentent donc des enjeux majeurs de santé du 21e siècle. 

La chirurgie de l’obésité (chirurgie bariatrique) dont il existe plusieurs types a démontré 

son efficacité inégalée en matière de réduction du poids. De plus, elle permet la prévention de 

la survenue de complications métaboliques et l’amélioration des complications existantes liées 

à l’obésité, notamment le diabète de type 2, ce qui aboutit à une diminution globale de la 

mortalité des patients opérés. Du fait de ces bénéfices, des comités d’experts proposent 

d’étendre les indications de la chirurgie bariatrique afin de traiter principalement le diabète de 
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type 2 (on parle alors de « chirurgie métabolique »), ce qui présage une augmentation de 

l’emploi de ces chirurgies dans le futur.  

Néanmoins, il est maintenant décrit que les bénéfices induits par la chirurgie bariatrique 

tendent à s’amenuiser au fil des années postopératoires, ce qui explique qu’une proportion non 

négligeable de patients reprennent du poids et/ou se réaggravent sur le plan du diabète de type 

2. Ces observations, couplées aux effets indésirables portés par ces chirurgies (complications 

chirurgicales, nutritionnelles ou médicales) expriment la nécessité d’un suivi régulier et au long 

terme des patients. L’identification précise des patients à risque et la compréhension des 

mécanismes physiopathologiques en jeu dans l’induction puis la perte des bénéfices induits par 

la chirurgie bariatrique représentent des enjeux cliniques centraux. 

Les objectifs de ce travail de thèse de sciences reprennent ces deux enjeux cliniques : 

identification des patients à risque et compréhension des mécanismes en jeu. Nous 

traiterons dans un premier temps de la physiologie et des méthodes de prise en charge de 

l’obésité et du diabète de type 2, en décrivant notamment l’implication du microbiote intestinal 

dans la physiopathologie de ces deux maladies. Ensuite, nous aborderons les chirurgies de 

l’obésité, en discutant notamment leur efficacité, puis aborderons l’intérêt et les limites des 

outils cliniques de prédiction de l’amélioration du diabète après chirurgie de l’obésité. Enfin, 

nous décrirons les changements de composition du microbiote induits par la chirurgie 

bariatrique, et leur implication potentielle dans l’amélioration métabolique observée après 

chirurgie.  

Enfin, nous présenterons les résultats de nos travaux expérimentaux portant : 

(i) sur l’amélioration de la prédiction de la rémission à long terme du diabète de type 2 après 

chirurgie bariatrique 

(ii) sur la démonstration de la participation du microbiote intestinal à l’amélioration 

métabolique postopératoire.  

 

Une partie de ce travail de thèse a déjà été abordée au cours de ma thèse de 

pharmacie (3), qui a été soutenue publiquement à Bordeaux le 22 février 2019. 

Les données déjà présentées ont été mises à jour. 



 

Partie I. Obésité et diabète de type 2  
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I. L’obésité 

1. Généralités 
L’obésité est définie par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme étant une 

accumulation anormale ou excessive de masse graisseuse pouvant nuire à la santé physique et 

psychologique d’un individu, et pouvant causer une mort prématurée (4). En effet, un excès de 

poids est associé à une augmentation nette de la mortalité et de la morbidité (5). Le 

développement et les retentissements de cette expansion adipeuse sont très variables d’un 

individu à l’autre. Par exemple, outre la notion purement quantitative de la masse adipeuse, sa 

localisation est importante, puisqu’il est maintenant largement décrit qu’une adiposité sous-

cutanée a moins d’impacts négatifs sur la santé (notamment métabolique), qu’une adiposité 

intra-abdominale (ou viscérale) (6) ou que la présence d’autres dépôts adipeux ectopiques (par 

exemple le tissu adipeux péricardique (7) ou la stéatose hépatique non alcoolique (8)).  

Afin d’estimer le degré de surpoids ou d’obésité d’une personne et des risques portés sur 

sa santé, différents indicateurs ont été développés. L’indice de masse corporelle (IMC), proposé 

par l’OMS en 1997 (9), est certainement l’outil le plus simple à utiliser et est de loin le plus 

employé au sein de la littérature et la pratique clinique. Il repose sur le quotient du poids (en 

kilogrammes) sur la taille (en mètres) portée au carré. Les valeurs d’IMC peuvent être très 

basses (< 18,5 kg/m2), traduisant une maigreur pathologique, ou au contraire supérieures à la 

normale (≥ 25 kg/m2), dénotant d’abord d’un surpoids puis d’une obésité subdivisée en 

plusieurs classes de sévérité. Ces différents intervalles, présentés Tableau 1, ont été définis en 

se basant sur différentes relations statistiques constatées entre IMC et taux de mortalité (9).  

Tableau 1.  Classification des intervalles d'indice de masse corporelle (IMC) tels que définis 

par l’OMS. (adapté de (9)). 

Classification IMC (kg/m2) Risque de mortalité (5) 
Maigreur < 18.5 Augmenté 

Poids « normal » 18.5 – 24.9 Minimum 

Surpoids / préobésité 25.0 – 29.9 Augmenté 

Obésité 

Classe I 30.0 – 34.9 Élevé 

Classe I 35.0 – 39.9 Très élevé 

Classe III ≥ 40 Extrême 
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Il est important de noter que les normes d’IMC présentées dans le Tableau 1 correspondent 

aux critères européens/caucasiens et ne sont pas adaptées à toutes les populations. Par exemple, 

l’obésité est définie en Chine et au Japon par un IMC ≥ 28 et 25 kg/m2, respectivement (10). 

Par ailleurs, l’IMC ne tient pas compte de la composition corporelle, ce qui fait qu’une personne 

athlétique pourra par exemple présenter un IMC élevé grâce sa masse musculaire plutôt qu’en 

raison d’une surcharge adipeuse.  

D’autre part, l’IMC ne tient pas non plus compte de la répartition (11) ni des altérations 

histologiques du tissu adipeux dont on sait qu’elles sont associées aux comorbidités 

fréquemment présentes dans l’obésité (12). Ainsi, il est indispensable d’associer au calcul de 

l’IMC, la mesure du tour de taille qui permet d’évaluer le risque cardiométabolique d’un 

patient. En effet, la masse grasse est localisée de manière hétérogène chez les individus. 

Certains patients, principalement les femmes, présentent une obésité « gynoïde » avec une 

masse grasse surtout présente en sous-cutané au niveau des hanches et des cuisses, alors que 

d’autres ont une obésité « androïde » abdominale (plutôt retrouvée chez les hommes) (11,13). 

La mesure du tour de taille permet d’estimer cette répartition adipeuse viscérale. Simple à 

mettre en place en routine clinique, le tour de taille est considéré comme pathologique s’il est 

≥ à 80 centimètres chez la femme et ≥ 94 centimètres chez l’homme. Cette mesure est 

importante, puisqu’il est maintenant largement décrit que les individus atteints d’obésité 

androïde ont un risque de mortalité plus élevé que ceux atteints de la forme gynoïde (14). 

2. Épidémiologie 
L’enquête ObEpi de 2012 a estimé que 32,3% des adultes français étaient en surpoids (IMC 

≥ 25kg/m²) et 15% présentaient une obésité (IMC ≥ 30 kg/m²) (15). Cette étude a aussi montré 

qu’il existait un fort gradient social et régional de l’obésité en France (15). L’obésité est plus 

présente au sein des classes défavorisées, et dans le nord et l’est du territoire métropolitain (15). 

L'étude ESTEBAN de 2015 montre que l’obésité a encore progressé et atteint 17 % des adultes 

et 3 à 4% des enfants (16). 

À l’échelle mondiale, plusieurs études ont évalué à 38-39% la part de la population adulte 

– soit entre 1,9 et 2,1 milliards de personnes – en surpoids (17,18) au milieu des années 2010. 

Sur ce total, 650 millions (13%) étaient considérées comme obèses, soit une prévalence trois 

fois plus élevée qu’en 1975 (18). Une étude a estimé que l’obésité avait coûté 2000 milliards 

de dollars à l’échelle de la planète en 2014 (19). Longtemps considérée comme un mal des pays 

développés, l’obésité et le surpoids concernent maintenant l’ensemble de la planète (17), ce qui 
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se traduit par une augmentation de 50% des cas d’obésité en Afrique depuis 2000 (18). Par 

ailleurs, la moitié des enfants en surpoids ou obèses vivaient en Asie en 2016 (18). Des 

projections basées sur l’incidence de l’obésité au début des années 2000 (Figure 1) estiment 

que 40% de la population mondiale sera en surpoids en 2030, et qu’une personne sur cinq sera 

obèse (20). 

Figure 1.  Prévalence standardisée (A) du surpoids et (B) de l’obésité chez les personnes 

de plus de 20 ans en fonction du sexe et de l’état de développement de leur pays. 

(adapté de (17)) 

3. Causes 
Le développement et l’installation d’un surpoids puis d’une obésité ne sauraient être réduits 

à un déséquilibre de la balance énergétique, bien que cet aspect participe indéniablement (21). 

De très nombreux autres paramètres sont impliqués dans ce processus de stockage dans le tissu 

adipeux (Figure 2), comme la génétique, l’épigénétique, la sédentarité et l’environnement au 

sens large (22). Depuis une quinzaine d’années, le microbiote intestinal (MI) s’est illustré 

comme un nouveau facteur étiologique de la prise de poids (23) (voir page 68).  

Chaque aliment que nous consommons est composé de trois macronutriments : de glucides, 

de lipides et de protéines qui apportent une certaine quantité d’énergie à notre organisme ; 4 

kcal/g de protéines et de glucides, et 9 kcal/g de lipides. L’apport énergétique journalier 

correspond donc à la somme des calories apportées par ces trois éléments. À l’inverse, chaque 

mouvement et chaque fonction biologique produite par l’organisme requiert de l’énergie. On 

distingue classiquement trois postes de dépenses énergétiques : (i) le métabolisme basal (60% 

de la dépense énergétique journalière), qui correspond à l’énergie minimale nécessaire pour 
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assurer le fonctionnement de l’organisme au repos ; (ii) l’activité physique (15 à 30% de la 

dépense énergétique journalière selon les individus), qui regroupe tout mouvement volontaire 

ou involontaire du corps produit par les muscles squelettiques et qui entraîne une dépense 

d’énergie au-dessus de la dépense de base ; et enfin (iii) l’effet thermique des aliments (ou 

thermogenèse postprandiale) qui correspond à l’ensemble de l’énergie requise pour la 

métabolisation et le stockage des aliments. 

 

Figure 2. Facteurs génétiques, biologiques, psychologiques, environnementaux et sociaux 

participant au développement et à la chronicisation de l’obésité. (tiré de (22)) 

De nombreux facteurs influent sur la dépense énergétique, qu’ils soient morphologiques 

tels que le poids, la taille, l’âge, le sexe, une situation de grossesse et d’allaitement, mais aussi 

la composition corporelle et le statut hormonal. Aussi, une part importante des dépenses liées 

au métabolisme de base, à la thermogenèse postprandiale et à l’activité physique est expliquée 

par des différences génétiques (24). Lorsque le bilan calorique journalier est positif, c’est-à-

dire que les apports sont supérieurs aux dépenses, l’organisme stocke de manière physiologique 

ce surplus au sein du tissu adipeux, menant dans un premier temps à un surpoids par 

hypertrophie des adipocytes puis à une obésité par expansion de la masse adipeuse (hyperplasie) 

lorsque les capacités d’expansion adipocytaire sont dépassées.  

Ce déséquilibre chronique de la balance énergétique peut être expliqué principalement par 

le changement de nos habitudes alimentaires et environnementales (21,25). Par exemple, au 

cours du siècle dernier, la disponibilité de nourritures denses en calories a augmenté de manière 
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considérable (sucres raffinés, sodas, jus de fruits). Nos comportements ont aussi évolué en 

parallèle, conduisant notamment à une baisse massive des dépenses énergétiques : sédentarité, 

transports automobiles, ascenseurs, chauffage et climatisation et enfin temps passé devant les 

écrans. La synergie de ces deux phénomènes est souvent décrite comme un « environnement 

obésogène ».  

Enfin, il existe différentes formes héréditaires de l’obésité, qui peuvent être divisées en 

plusieurs types : formes monogéniques et polygéniques. Brièvement, en dehors de maladies 

syndromiques dans lesquelles l’obésité peut être un symptôme, les atteintes monogéniques sont 

dues à des mutations sur un faible nombre de gènes et qui peuvent à elles seules entraîner une 

obésité. Plusieurs de ces gènes sont impliqués dans la voie leptine/mélanocortine, un système 

clé de la régulation de la prise alimentaire. Ce type d’obésité est très rare et très sévère dès le 

plus jeune âge. Aujourd’hui, de nouveaux traitements sont proposés à ces patients (26,27) ayant 

une maladie rare. Les obésités polygéniques sont quant à elles dues à l’interaction de plusieurs 

variants génétiques ayant seuls une faible contribution au développement de l’obésité, mais qui 

deviennent significatifs lorsqu’associés aux facteurs environnementaux de l’obésité.  

4. Conséquences 
 De par ses fonctions métaboliques et son rôle endocrine, le tissu adipeux est apparu comme 

un organe central de l’homéostasie énergétique et métabolique. Lorsque les capacités de 

stockage du tissu adipeux sous-cutané sont dépassées, les acides gras sous forme de 

triglycérides se déposent de manière ectopique, au niveau viscéral principalement, mais 

également au niveau de différents organes tels que les muscles dont le cœur, le pancréas, les 

vaisseaux et le foie.  

L’obésité et les dépôts ectopiques de tissus adipeux sont des facteurs de risque importants 

de maladies métaboliques et chroniques telles que la stéatopathie dysmétabolique, les 

dyslipidémies et le diabète de type 2 (DT2 - qui sera abordé dans le chapitre suivant page 37), 

les maladies cardiovasculaires (hypertension artérielle, athérosclérose) et même certains 

cancers (28).  

Les complications peuvent aussi être respiratoires (syndrome d’apnées du sommeil, 

articulaires (arthroses, arthralgies) ou encore hormonales (hypogonadisme, syndrome de 

l’ovaire polykystique). Outre les conséquences biologiques, le surpoids et l’obésité peuvent 
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également conduire à des conséquences psychosociales (dépression, mise à l’écart), souvent 

aggravées par les discriminations dont sont victimes les personnes atteintes d’obésité (29).  

5. Prise en charge 
L’objectif principal de la prise en charge des patients en surpoids et obèses est de limiter 

au maximum la prise de poids et d’atteindre si possible une perte de poids de 5 à 15%, comme 

recommandé par la Haute Autorité de Santé (HAS) (Figure 3 – (30)). Une perte de poids même 

modérée (de l’ordre de 5-10%) a été démontrée comme ayant un bénéfice net sur les 

comorbidités métaboliques (30). Compte tenu de l’aspect multifactoriel de l’obésité, sa prise 

en charge se doit d’être multidisciplinaire. Un suivi médical régulier avec mise en place d’un 

traitement des comorbidités est nécessaire, tout autant qu’un suivi diététique et psychologique 

en fonction de l’évaluation initiale. L’éducation thérapeutique vise à encourager les patients à 

augmenter leur activité physique même s’ils ne perdent pas de poids et à réduire le temps 

consacré à des activités sédentaires. Les modifications de comportement obtenues doivent être 

maintenues sur le long terme. 

Au niveau thérapeutique, seule une molécule a eu pendant de nombreuses années une 

Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) dans le cadre du traitement de l’obésité : l’orlistat 

(31), commercialisée sous les noms de spécialité Xenical® et Alli® et sous forme générique 

Orlistat EG. L’orlistat est un inhibiteur des lipases pancréatiques qui permet de limiter jusqu’à 

30% de l’absorption des graisses alimentaires. Les résultats sur le poids sont modérés (32), mais 

un bénéfice important a été démontré sur la réduction des comorbidités, et notamment une 

baisse de l’incidence du diabète de type 2 (33). Compte tenu de son efficacité modeste, de son 

non-remboursement et de ses nombreuses interactions médicamenteuses et effets indésirables, 

son utilisation reste réservée à un petit nombre de patients, et n’est généralement que de courte 

durée (34). De ce fait, la HAS ne recommande pas sa prescription (30). Le laboratoire 

commercialisant Alli® a retiré la molécule du marché en 2012. Par le passé, de nombreuses 

autres molécules furent indiquées dans le traitement de l’obésité. Compte tenu d’un défaut de 

leur balance bénéfice/risque et de leurs potentiels effets indésirables (notamment 

cardiovasculaires et neuropsychiatriques), elles furent retirées du marché (Tableau 2).  
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Figure 3.  Recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) pour la prise en charge 

du surpoids et de l'obésité. (tiré de (30)) 

Le liraglutide (Saxenda®) a obtenu l’AMM très récemment dans le cadre du contrôle du 

poids chez des patients présentant au moins un facteur de comorbidité (IMC ≥ 30 kg/m2 ou ≥ 

27 kg/m2 lorsque le surpoids est associé à un prédiabète ou DT2, une hypertension, une 

dyslipidémie ou encore un syndrome d’apnée obstructive du sommeil) (35). Le liraglutide (voir 

page 47), un agoniste du récepteur des GLP-1 (glucagon-like peptide 1), aussi appelé 

« incrétino-mimétique » est utilisé depuis des années pour améliorer la sécrétion d’insuline au 

cours du DT2 (voir page 51). 

Rappel sur les incrétines : au nombre de deux, les incrétines sont des hormones produites 

par l’intestin en réponse à l’ingestion d’aliments et l’hyperglycémie postprandiale. Le GLP-1 

et le GIP (peptide insulinotrope dépendant du glucose), normalement produits par les cellules 

intestinales entéro-endocrines, vont stimuler la production d’insuline au niveau du pancréas, et 

le GLP-1 va aussi inhiber la libération de glucagon (hormone hyperglycémiante inhibant la 

libération d’insuline), ralentir la vidange gastrique et augmenter la sensation de satiété au 

niveau du système nerveux central.  

L’action du liraglutide sur le poids est double : d’une part au niveau central, la molécule 

induit une réduction de la prise alimentaire par augmentation de la sensation de satiété, couplée 

à une baisse de la vidange gastrique par stimulation au gastrique, ce qui augmente de surcroît 
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la sensation de satiété. Cette augmentation de la satiété est un effet « désirable » mentionné 

dans les AMM d’autres analogues du GLP-1. En ce qui concerne les effets indésirables du 

liraglutide, on note des troubles gastro-intestinaux (nausées, vomissements, douleurs 

abdominales) avec de rares hypoglycémies. Il existe quelques effets secondaires graves mais 

peu fréquents, comme des pancréatites aigües.  

Face à un échec de la prise en charge diététique, médicale et psychologique des patients 

les plus sévères, une chirurgie de l’obésité peut être recommandée ; on parle alors de 

chirurgie bariatrique (CB). Cette partie de la prise en charge de l’obésité est abordée au cours 

d’un chapitre dédié, disponible page 87. 

Tableau 2.  Liste des molécules utilisées dans le cadre de la prise en charge de l'obésité étant 

disponibles ou retirées du marché. (tableau original) 

(note : @ : l’EMA a donné son accord pour une mise sur le marché (procédure centralisée), mais 

la France s’y oppose depuis 2015, estimant que la sécurité du produit est insuffisamment établie.)

Action Molécules Spécialités Mécanisme(s) Effet(s) indésirable(s) AMM 

Action 
centrale 

Amfépramone 

Anorex®, 
Moderatan®, 
Prefamone®, 

Tenuate Dospan® 
Sympathicomimétisme 

aux effets 
anorexigènes 

Hypertension artérielle 
pulmonaire primitive, accidents 

vasculaires cérébraux et 
dépendance 

Retrait le 31/08/1999 
Fenproporex Fenproporex® 

Méfénorex Incital® 

Clobenzorex Dinintel® 

Naltrexone + 
Bupropion Mysimba® 

Antagonisme opiacé + 
inhibition de la 
recapture des 

catécholamines 

Complications cardiovasculaires 
et troubles neuropsychiatriques 

(dépression et suicide) 

Autorisé par l’EMA, 
interdit par l’ANSM@ 

Sibutramine Sibutral® 

Inhibition de la 
recapture de la 

sérotonine et de la 
noradrénaline 

Augmentation du risque de 
complications cardiovasculaires Retrait le 21/01/2010 

Benfluorex Médiator® Agonisme des 
récepteurs 

sérotoninergiques 5-
HT2C 

Valvulopathies cardiaques et 
hypertension artérielle 

pulmonaire / utilisation hors 
AMM 

Retrait le 30/11/2009 

Fenfluramine Pondéral® 
Retrait le 15/09/1997 

Dexfenfluramine Isoméride® 

Action 
périphérique 

Orlistat 
Alli®, Xenical®, 

Orlistat EG 
(générique) 

Inhibition des lipases 
pancréatiques 

Troubles gastro-intestinaux liés 
à l’élimination des graisses non 
absorbées, exceptionnellement 

insuffisance rénale, pancréatites 
et hépatites. 

Alli® : Retrait le 
17/12/2012 

Xenical® : AMM le 
29/07/1998 

Orlistat EG : AMM 
le 11/01/2012 

Action 
centrale et 

périphérique 
Liraglutide Saxenda® Agonisme GLP-1 

Nausées, vomissements, 
douleurs abdominales, rares 

hypoglycémies 

AMM le 
09/03/2021 

Autres 
actions 

Tiratricol Triacana® Analogue de la 
triiodothyronine 

Non-conformités du produit par 
rapport aux spécifications de 

l’AMM / utilisation hors AMM 
Retrait le 12/04/2001 

Rimonabant Acomplia® 
Agonisme inverse des 

récepteurs 
cannabinoïdes CB1 

Troubles neuropsychiatriques 
(dépression et suicide) 

Retrait le 28/02/2008 
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II. Le diabète de type II 

1. Généralités sur le diabète 
Le diabète dit « sucré » est un désordre métabolique chronique lié à un dysfonctionnement 

de la régulation du taux de glucose sanguin, ce qui conduit à une augmentation de la glycémie. 

En réponse à une hyperglycémie (par exemple, à la suite d'un repas), les cellules β des îlots de 

Langerhans du pancréas sécrètent de l’insuline qui, par liaison sur son récepteur localisé au 

niveau des membranes de pratiquement toutes les cellules du corps, induit une entrée du 

glucose, ce qui permet de diminuer la glycémie.  

Le diabète est la conséquence d’une altération de l’action de l’insuline (on parle alors 

d’insulinorésistance) qui s’associe au cours de la maladie à une dysfonction de sa sécrétion.  

On distingue classiquement trois types de diabète :  

• Le diabète de type 1 est une atteinte en général auto-immune des ilots β de Langerhans 

limitant la production d’insuline ; on parle aussi de diabète « insulino-dépendant ». Le 

diabète de type 1 représente environ 5% des cas de diabète sucré, et est généralement 

diagnostiqué chez le sujet jeune.  

• Le diabète de type 2 (DT2) représente une détérioration de l’action périphérique de 

l’insuline (insulinorésistance), pouvant être couplée à une dysfonction de sa sécrétion. 

Le DT2 représente plus de 90 à 95% des cas de diabète, et fait l’objet de ce travail de 

thèse de science. 

• Le diabète gestationnel qui concerne les femmes développant spontanément une 

hyperglycémie au cours de la grossesse.  

• Néanmoins, il existe aussi des formes plus rares de diabète, comme le diabète MODY 

et le syndrome de Ballinger-Wallace, deux atteintes génétiques induisant un diabète 

sucré chez des sujets jeunes, ou encore le diabète cétosique, dit « diabète africain » à 

l’installation proche du diabète de type I mais sans présence d’anticorps spécifiques.  

Les conséquences de l’hyperglycémie sont pour la plupart communes aux diabètes de type 

1 et 2. Au-delà d’un certain seuil, l’hyperglycémie est responsable d’une polyurie (pour une 

glycémie supérieure à 12 mmol/L) et d’une polydipsie, c’est-à-dire une augmentation du besoin 

d’uriner ainsi que de la sensation de soif, qui sont souvent les symptômes les plus révélateurs 

de diabète. Cependant, ces effets indésirables restent relativement rares chez les patients pris 

en charge. 
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Si non contrôlée, l’hyperglycémie chronique va induire à terme des lésions 

microangiopathiques (néphropathies, rétinopathies, neuropathies périphériques et végétatives) 

et macroangiopathiques (infarctus du myocarde, artérites des membres inférieurs et accident 

vasculaire cérébral). De ce fait, le DT2 est la première cause de cécité et de néphropathies dans 

les pays développés (36), et les personnes diabétiques sont deux à trois fois plus sujettes aux 

infarctus que les personnes non atteintes (37). Enfin, leur risque d’insuffisance cardiaque est 

trois fois supérieur (38). Ce sont les complications chroniques qui font la sévérité de la maladie.  

L’élévation de la glycémie induit un phénomène de glycation, c’est-à-dire une fixation 

d’oses sur les fonctions amines des protéines, ce qui peut altérer la fonction de certaines 

enzymes ou protéines membranaires. En pratique clinique, le dosage de l’hémoglobine glyquée 

(aussi appelée HbA1c) est utile, car il permet d’évaluer l’équilibre glycémique systémique sur 

une durée d’environ trois mois (durée de vie d’une hématie) et de modifier les traitements en 

fonction de son seuil.  

2. Épidémiologie 
En 2015, plus de 435 millions de personnes étaient atteintes d’un diabète dans le monde, 

dont 90 à 95% de DT2, ce qui représente plus de 30% d’augmentation en 10 ans (39). La 

prévalence du diabète chez les adultes de plus de 18 ans est passée de 4,7% en 1980 à 

pratiquement 9% en 2014 (37), et cette augmentation était particulièrement plus accentuée dans 

les pays à revenus modestes (Figure 4). En termes de mortalité, l’OMS a estimé que le diabète 

a été responsable de 1,5 million de décès en 2012 (40). Ce nombre est porté à 3,7 millions si 

l’on inclut le nombre de décès imputables aux maladies cardiovasculaires pouvant être 

provoquées par l’hyperglycémie chronique (40). 
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Figure 4. Évolution de la prévalence du diabète entre 1980 et 2014, par pays regroupés 

selon le revenu. (tiré de (40)) 

En France, la prévalence du diabète traité (données de l’Assurance Maladie) a été estimée 

à 5,5% de la population en 2016, soit environ 3,3 millions de personnes (15,41), dont 92% de 

DT2. Cette estimation est probablement sous-estimée, car elle ne tient compte ni des personnes 

diabétiques non traitées ni des personnes non diagnostiquées. L’Étude Nationale Nutrition 

Santé (ENNS) a estimé le nombre de diabètes non diagnostiqués à 1% de la population 

française, avec 30% des cas de diabète chez les 30-54 ans non diagnostiqués (42). Tout comme 

l’obésité, le diabète est plus prévalant dans les départements d’outre-mer, dans certaines régions 

(Nord, Nord-Est), et de manière générale au sein des communes défavorisées 

socioéconomiquement (43,44). 

De nombreux facteurs de risques sont associés à l’augmentation de la probabilité de 

développer un DT2. Certains de ces facteurs sont de nature constitutive et d’autres sont en lien 

avec le mode de vie et l’environnement. La prise en compte de ces facteurs de risques permet 

d’aider au dépistage et à l’adaptation de la prise en charge des patients concernés (45). 

La génétique joue également un rôle important dans l’étiologie et la susceptibilité de 

développement du DT2. Des études sur des jumeaux monozygotes ont démontré que lorsqu’un 

jumeau était atteint d’un DT2, le second avait plus de 90% de chances de l’être également au 

cours de sa vie (46). La susceptibilité de développer un DT2 augmente aussi nettement si des 

cas sont déjà présents dans l’entourage familial proche, bien que l’héritabilité ne soit pas 

parfaitement définie compte tenu du nombre important de gènes et de loci impliqués comme 

pour l’obésité (46).  
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En outre, à partir de 45 ans, la prévalence du DT2 augmente de manière significative avec 

l’âge, et ce pour les deux sexes, bien que les hommes soient particulièrement plus à risque que 

les femmes (Figure 5). Ainsi en France, un homme sur cinq âgé de 70 à 85 ans et une femme 

sur sept âgée de 75 à 85 ans étaient traités pharmacologiquement pour un DT2 en 2016 (41). 

Enfin, des antécédents de diabète gestationnel ou de la mise au monde d’un enfant à poids de 

naissance élevé (macrosomie fœtale), ou de grossesse avec un retard de croissance intra-utérin 

sont communément observés chez les femmes atteintes d’un DT2 (45). 

Cependant, les plus gros facteurs de risque du DT2 sont le surpoids et l’obésité, notamment 

viscérale. La surcharge pondérale, l’augmentation de l’adiposité qui en découlent et les 

caractéristiques de cette adiposité (localisation, altérations tissulaires) sont intrinsèquement 

liées à la physiopathologie du DT2, et notamment à l’insulinorésistance. La grande majorité 

des personnes vivant avec un DT2 sont concernées, bien que l’association entre DT2 et obésité 

varie selon les ethnies. En effet, entre 60 et 80% des personnes diabétiques vivant en Europe, 

en Amérique ou en Afrique sont en surpoids, et ce chiffre est proche des 100% dans certaines 

îles du Pacifique. Par rapport aux sujets non-diabétiques, la prévalence du DT2 était 2,5 et 3 

fois plus élevée chez les hommes et les femmes en surpoids (respectivement) et 5,5 et 6 fois 

plus élevée chez les hommes et les femmes obèses (44,45).  

 

Figure 5. Répartition par âge et par sexe de la prévalence du diabète traité 

pharmacologiquement, en France et en 2016. (tiré de (41)) 
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3. Diagnostic 
De par son évolution longtemps asymptomatique, le DT2 est souvent diagnostiqué de 

manière fortuite, ou seulement à partir du moment où les premières complications se 

manifestent. Les critères présentés ci-dessous (et dans le Tableau 3) sont ceux utilisés en 

France ; ils ont été proposés par l’OMS (47) et repris par la HAS (45). 

Un DT2 peut être défini en France par (i) une glycémie > 1,26 g/l (7 mmol/L) après un jeûne 

de 8 heures et vérifiée à deux reprises, et/ou (ii) la présence de symptômes de diabète (polyurie, 

polydipsie) associée à une glycémie > 2 g/l (11 mmol/L) au cours de la journée, et/ou (iii) une 

glycémie (sur plasma veineux) > 2 g/l (11 mmol/L) 2 heures après un test de tolérance orale au 

glucose (OGTT). 

Pour les patients présentant une glycémie n’atteignant pas la valeur diagnostique du DT2 

(7 mmol/L) mais supérieure à la normale (5,6 mmol/L), on parle d’un état de « prédiabète » 

(aussi appelé intolérance au glucose), qui augmente considérablement les risques de développer 

un DT2 (Tableau 3). Cependant, ces critères diagnostiques ne tiennent pas compte de l’HbA1c, 

qui est pourtant intéressante puisqu’elle offre un reflet stable et à long terme (3 mois) de 

l’équilibre glycémique d’un patient. C’est d’ailleurs pour cette raison que l’HbA1c est utilisée 

pour le suivi des patients et leur prise en charge (voir ci-dessous). Les recommandations 

américaines publiées par l’ADA incluent cette variable, selon les critères présentés dans 

le Tableau 3 ci-dessous. 

Tableau 3.  Critères permettant de diagnostiquer un DT2 selon l’OMS et l’ADA. (tableau 

original) 

(note : ADA : American Diabetes Association, HAS : Haute Autorité de Santé, OGTT : test 

de tolérance orale au glucose, OMS : Organisation Mondiale de la Santé) 

Réf. Critères Normo-
glycémie Prédiabète Diabète 

de type 2 

OMS (47) 

HAS (45) 

Glycémie à jeun (mmol/L) < 6 [6 ; 7[  ≥ 7 

Glycémie (mmol/L) 

2 heures après un OGTT 
< 7,8 [7,8 ; 11[ ≥ 11 

ADA (48) 

Glycémie à jeun (mmol/L) < 5,6 [5,6 ; 7[ ≥ 7 

HbA1c (%) < 5,7 [5,7 ; 6,5[ ≥ 6,5 

Glycémie (mmol/L) 

2 heures après un OGTT 
< 7,8 [7,8 ; 11[ ≥ 11 
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4. Évolution de la maladie 

Le DT2 commence de manière insidieuse par une diminution de la sensibilité à l’insuline 

des tissus (notamment le foie et le muscle), ce qui induit une augmentation de la sécrétion 

d’insuline par les cellules β pancréatiques afin de maintenir la glycémie à un niveau contrôlé 

(entre 4 et 6 mmol/L à jeun) ; il s’agit d’une phase euglycémique hyperinsulinémique, puisque 

la diminution de la sensibilité à l’insuline est contrebalancée par l’hyperinsulinémie. Cette 

phase d’intolérance au glucose (glycémie à jeun comprise entre 6 et 7 mmol/L) est 

asymptomatique et est communément appelée « prédiabète » (ou simplement « intolérance au 

glucose ») et peut durer entre 10 et 15 années (45,49). 

Par la suite, la poursuite de la résistance à l’insuline ainsi que l’absence de compensation 

pancréatique suffisante provoquent une insulinopénie relative qui fait que l’insulinémie ne 

suffit plus à contenir la glycémie. Il s’agit de la phase de diabète débutant, où les valeurs de 

glycémie peuvent dépasser les limites diagnostiques et induire des complications vasculaires. 

Cette insulinopénie s’aggrave avec l’âge et la durée du diabète, jusqu’à conduire à un diabète 

insulinorequérant, c’est-à-dire nécessitant l’apport d’insuline exogène pour pouvoir réguler la 

glycémie (Figure 6).  

 

Figure 6.  Évolution typique de l’insulinosécrétion et de la glycémie au cours d’un diabète 

de type 2 non traité. (adapté de (50)) 

5. Physiopathologie  
Les phénomènes impliqués dans la mise en place de cette résistance à l’insuline et de la 

dysfonction des cellules β pancréatiques sont complexes, entrecroisés et multifactoriels. La 

représentation schématique de la physiopathologie du DT2 est présentée sur la Figure 7 ci-

dessous. 
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Brièvement, la diminution de la sensibilité à l’insuline est liée à une atteinte de la réponse 

cellulaire à l’insuline, qui peut se faire à plusieurs niveaux : modulation de l’expression de son 

récepteur, de son affinité, et surtout par une modulation de la transduction intracellulaire du 

signal (46). De manière générale, l’expansion notamment viscérale du tissu adipeux a un impact 

négatif sur l’insulinorésistance, et ce pour de nombreuses raisons (51). Par exemple, la sécrétion 

de cytokines inflammatoires (TNF-α, interleukine-6) par les cellules immunes du tissu adipeux 

peut induire une inflammation chronique de bas grade qui module négativement la transduction 

du signal de l’insuline, diminuant son efficacité (51,52). Cette inflammation peut provoquer la 

sécrétion de certaines adipokines par les adipocytes du tissu adipeux (TA), notamment la 

résistine, qui participe à l’entretien de l’insulinorésistance, ce qui a été démontré au moins chez 

l’animal soumis à un régime hyperlipidique (53). 

Aussi, il a été montré plus récemment que le microbiote intestinal (MI) pouvait participer 

à l’établissement de cette inflammation de bas grade, et plus généralement au développement 

et à la maintenance du DT2. La Partie II de ce travail de thèse (page 53) abordera dans le détail 

l’implication du MI notamment dans la physiopathologie du DT2. 

 

Figure 7.  Résumé simplifié de la physiopathologie du diabète de type 2, combinant 

insulinorésistance et baisse de la fonctionnalité du pancréas. (adapté de (54)) 

La résistance musculaire à l’insuline a aussi un effet prépondérant, lié notamment à une 

modulation négative des transporteurs de glucose, de la synthèse de glycogène et de l'activation 

de la glycogène-synthase. De plus, l’insulinorésistance est un phénomène qui s’auto-entretient : 

la diminution de l’entrée de glucose dans le TA induit un changement de la production d’énergie 

vers une augmentation de la lipolyse, ce qui a pour conséquence d’augmenter la quantité 

d’acides gras libres (AGL) dans la circulation. Leur utilisation préférentielle en tant que substrat 

énergétique au niveau des hépatocytes et des cellules musculaires induit une diminution de la 
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glycolyse, et donc de l’utilisation du glucose circulant (Figure 8). Au niveau du pancréas, ces 

AGL altèrent l’insulinosécrétion, d’où le terme « lipotoxicité » (55).  

 

Figure 8.  Rôle résumé des acides gras libres dans la physiopathologie du diabète de type 

2. (figure originale)  

(note : AGL : acide gras libre) 

Le DT2 n’est généralement diagnostiqué qu’à partir du moment où la production d’insuline 

ne permet plus de réguler l’hyperglycémie, ce qui explique que toutes les personnes obèses 

souffrant d’insulinorésistance ne soient pas diabétiques.  

Au niveau de la fonction β-pancréatique, de nombreux phénomènes peuvent expliquer 

l’inhabilité progressive du pancréas à produire suffisamment d’insuline. Par exemple, une 

diminution de la concentration et une résistance à l’action des incrétines (GLP-1 et GIP, voir 

page 34) ont été décrites au cours du DT2, tout comme une baisse de l’inhibition postprandiale 

de la sécrétion de glucagon (56) qui a un effet hyperglycémiant par inhibition de la sécrétion 

d’insuline. Aussi, la mise en place d’un stress oxydant et d’une inflammation intraîlots, 

notamment liés à la lipotoxicité, la glucotoxicité et l’hypersécrétion chronique d’insuline (46) 

a été proposée pour expliquer la dysfonction progressive des cellules β. Enfin, c’est 

principalement à ce niveau que la génétique (voir la partie du l’épidémiologie du DT2 page 38) 

intervient dans le développement du DT2, puisque les gènes associés à une plus forte probabilité 

de développement du DT2 sont majoritairement en lien avec la fonction pancréatique (54).  

6. Prise en charge 
Contrairement à l’obésité, la prise en charge du DT2 peut reposer sur un large panel 

d’options thérapeutiques. Les schémas classiques, proposés par la HAS (57), ont pour but 
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principal de diminuer l’hyperglycémie afin de prévenir à plus long terme les complications 

cardiovasculaires et microangiopathiques qui peuvent devenir invalidantes et augmenter la 

mortalité.  

L’objectif thérapeutique pour la plupart des patients est de faire en sorte que l’HbA1c 

mesurée demeure sous le seuil des 7% (alors que les valeurs physiologiques vont de 4 à 5,7%). 

Cependant, l’objectif pour un patient jeune, nouvellement diagnostiqué et sans antécédent 

cardiovasculaire peut être abaissé à 6,5%, alors qu’à l’inverse, il peut être augmenté à 8% pour 

un patient âgé souffrant depuis longtemps d’un diabète mal équilibré et présentant de 

nombreuses complications. Dans tous les cas, un suivi trimestriel de l’HbA1C est recommandé 

pour réajuster la thérapeutique en fonction de l’équilibre glycémique obtenu (57). 

Tout comme pour la prise en charge de l’obésité, la base de la thérapeutique du diabète 

repose sur l’amélioration des habitudes de vie et doit être poursuivie tout au long de la vie du 

patient. La diminution des apports caloriques, une meilleure qualité de l’alimentation et la 

pratique d’une activité physique en adéquation avec les capacités du patient sont autant d’outils 

nécessaires à l’atteinte des objectifs thérapeutiques.  

Lorsque les mesures hygiénodiététiques ne suffisent plus à induire un contrôle satisfaisant 

de la glycémie, l’introduction de traitements pharmacologiques est nécessaire (57). Un nombre 

important de classes thérapeutiques est disponible, agissant sur différentes voies 

physiopathologiques impliquées dans le DT2 : diminution de la néoglucogenèse hépatique, 

promotion de la sécrétion ou de l’action tissulaire de l’insuline, agonistes des récepteurs aux 

incrétines ou inhibition de leur dégradation, supplémentation insulinique à durée d’action 

rapide et/ou lente (Figure 9). Comme les molécules n’ont pas les mêmes mécanismes d’action, 

certaines peuvent être associées pour obtenir un effet synergique sur le contrôle de la glycémie. 

Le Tableau 4 (page 51) résume l’ensemble des médicaments disponibles dans le cadre du 

traitement du DT2, et la suite de cette partie sera focalisée sur une description de ces différentes 

classes pharmacologiques. 

a. Les agents insulinosensibilisateurs 
Comme leur nom l’indique, les agents insulinosensibilisateurs induisent une diminution de 

la glycémie en modulant la résistance à l’insuline dans différents tissus tels que le foie, le 

muscle et le TA. Comme ils n’ont pas d’action sur la sécrétion d’insuline, les agents 

insulinosensibilisateurs ont pour avantage de ne pas induire d’hypoglycémies, contrairement 

aux agents favorisant la sécrétion d’insuline. 
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La metformine 
La metformine appartient à la classe des biguanides et en est le seul représentant sur le 

marché français. Elle est recommandée en première intention, si elle tolérée et non contre-

indiquée. C’est le médicament antidiabétique le plus utilisé dans le monde. La metformine agit 

principalement en inhibant la néoglucogenèse et la glycogénolyse hépatiques, mais aussi en 

augmentant légèrement la sensibilité à l'insuline musculaire et en retardant l'absorption 

intestinale du glucose (58). D’autres mécanismes d’action ont été proposés, notamment la 

modulation des acides biliaires (59) et du microbiote intestinal (59–61). 

 

Figure 9. Représentation simplifiée des cibles thérapeutiques des différentes classes 

pharmacologiques utilisées dans le traitement du diabète de type 2. (figure 

originale) 

Les principaux effets indésirables sont d’ordre digestif : nausées, vomissements, inconfort 

abdominal et diarrhées. Cependant, ces effets indésirables sont améliorés si la prise de 

metformine se fait au milieu du repas. De manière exceptionnelle, la metformine peut conduire 

à une acidose lactique (accumulation d’acide lactique dans le sang conduisant à une diminution 

du pH sanguin) qui peut se révéler fatale, lorsqu’elle est prescrite chez des patients présentant 

une insuffisance d’organe. Elle est contre-indiquée chez les patients insuffisants rénaux et 

hépatiques, chez ceux ayant récemment fait un infarctus du myocarde, et classiquement pendant 

les 48 heures précédant toute radiographie avec injection de produit de contraste. 

Les glitazones (ou thiazolidinedione) 
Une autre classe d’agents insulinosensibilisateurs était disponible sur le marché français, 

mais a été retirée en raison du risque de cancer de la vessie et du risque cardiovasculaire que 

ces molécules entraînaient. Cependant, plusieurs pays tels que les États-Unis autorisent toujours 
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la commercialisation de molécules de cette classe. Leur mécanisme d'action passe par leur 

liaison aux PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) qui permet l'activation de 

certains gènes impliqués dans le métabolisme des glucides et des lipides. 

b. Les agents insulinosécréteurs 
Les agents insulinosécréteurs, aussi appelés insulino-sécrétagogues, agissent en stimulant 

la production d’insuline au niveau des cellules β pancréatiques. Ces molécules sont le plus 

souvent utilisées en seconde intention en association à la metformine, après l’échec du contrôle 

de l’HbA1C par la metformine seule.  

Les sulfonylurés (aussi appelés sulfamides hypoglycémiants) 
Les sulfonylurés vont agir au niveau de la cellule β en inhibant les canaux potassiques 

ATP-sensibles. La dépolarisation produite par la sortie d’ions K+ va activer les canaux calciques 

voltage-dépendants, ce qui va provoquer un flux entrant d’ions Ca2+ et l'exocytose des vésicules 

contenant l'insuline.  

Outre la triade d’effets indésirables digestifs (nausées, vomissements, diarrhées), les 

sulfonylurés peuvent induire une hypoglycémie favorisée par des activités consommatrices de 

glucose, telles que la consommation d'alcool, le jeûne ou un exercice physique inhabituel. Les 

sulfamides ont pratiquement les mêmes contre-indications que la metformine, bien qu’ils soient 

aussi déconseillés pour les personnes âgées (plus de 75 ans) et les femmes enceintes. Ils sont, 

en outre, conseillés en première intention en cas d’intolérance à la metformine. 

Les glinides 
Les glinides agissent de manière analogue aux sulfonylurés, mais leur site de liaison sur la 

cellule β est différent. Ainsi, ils stimulent principalement le pic précoce de l’insulinosécrétion 

et ont donc une efficacité sur la glycémie postprandiale. Ils sont à prendre avant un repas, et ne 

doivent pas l’être si le repas est sauté, car ils pourraient provoquer une hypoglycémie. 

L’association avec les sulfonylurés n’est pas recommandée, car elle n’apporte pas de bénéfice 

par rapport à l’utilisation séparée des molécules. Les glinides ne sont pas éliminés par les reins, 

ce qui leur permet d’être utilisés en cas d’insuffisance rénale. Cependant, leur métabolisme 

hépatique contre-indique leur utilisation en cas d’insuffisance hépatique.  

c. Les incrétino-mimétiques 
Il existe deux types d’incrétino-mimétiques : les analogues du GLP-1 et les inhibiteurs de 

la Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-IV), l’enzyme de dégradation des incrétines au niveau 
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plasmatique. Ils sont bien tolérés et présentent généralement peu d’effets indésirables et de 

contre-indications en dehors des nausées initialement et de quelques rares cas de pancréatites 

pour les analogues du GLP1. 

Analogues du GLP-1 
Les analogues du GLP-1 sont administrés en sous-cutané en une à deux doses journalières, 

ou bien en injection hebdomadaire et ont pour avantage d’être moins sensibles à la DPP-IV que 

les protéines naturelles (durée d’action augmentée), d’induire une perte de poids et de ne donner 

que rarement des hypoglycémies. Ils sont à utiliser en association avec des hypoglycémiants 

oraux en cas d’échec de la bithérapie. Leurs effets indésirables sont principalement d’ordre 

digestif avec la survenue de nausées et de vomissements en début de traitement. Au début de 

l’année 2018, le sumaglutide, une forme à action prolongée du GLP-1 ne nécessitant qu’une 

seule injection hebdomadaire, a obtenu une autorisation de l’EMA (62), ainsi que de la HAS en 

février 2019 (63). 

Inhibiteurs de la DPP-IV 
Les inhibiteurs de la DPP-IV, aussi appelés gliptines, permettent de rallonger la demi-vie 

des incrétines. Ces médicaments n’entraînent pas d’hypoglycémie et leur utilisation per-os 

facilite la vie des patients. Leur efficacité est moindre que celle des analogues du GLP-1, et que 

la metformine lors d’une utilisation en monothérapie (non recommandée). Ils n’ont pas d’effet 

sur le poids. 

 Tout comme les analogues du GLP-1, les inhibiteurs de la DPP-IV font l’objet d’une 

surveillance rapprochée après que des données de pharmacovigilance aient révélé un nombre 

important de cas de pancréatites et d’autres effets indésirables parfois graves.  

d. Inhibiteurs de l’α-glucosidase 
Ces molécules agissent en inhibant l’α-glucosidase, une enzyme entérique qui clive les 

glucides en monosaccharides, ce qui limite la quantité de glucose luminal et donc son 

absorption après les repas. Ils doivent être pris avant ou pendant le repas, et ne produisent pas 

d’hypoglycémie, bien qu’ils aient un impact digestif important (gaz, nausées, vomissements, 

diarrhées). Leur efficacité est modérée dans le contrôle de la glycémie ; ils sont donc utilisés en 

trithérapie avec la metformine et les sulfamides lorsque le contrôle de l’HbA1c est légèrement 

insuffisant avec la bithérapie. Ils ont aujourd’hui surtout leur place dans le traitement des 

hypoglycémies réactionnelles après chirurgie bariatrique. 
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e. Insulinique exogène 
Lorsque les mesures relatives à l’hygiène de vie et les traitements médicamenteux 

antidiabétiques oraux ou injectables ne suffisent plus pour atteindre un contrôle optimal de 

l’HbA1c ou dans certaines situations particulières contre-indiquant ou limitant l’utilisation des 

thérapies orales (grossesses, intervention chirurgicale), la mise en place d’un apport en insuline 

exogène peut être nécessaire. L’insuline est apportée par injection en sous-cutanée, et sa durée 

d’action varie en fonction du type d’insuline. Il existe différentes classes d’analogues de 

l’insuline actuellement sur le marché (Tableau 4) : 

1. Les analogues lents : lents ou semi-lents (on parle aussi d’insuline NPH pour neutral 

protamine Hagedorn), ils assurent le taux basal d’insuline en un nombre limité 

d’injections (généralement une par jour). Les analogues lents utilisent souvent l’ajout 

de zinc ou de peptides afin d’assurer la formation de cristaux d’insuline insolubles en 

sous-cutanée à diffusion lente dans la circulation. 

2. Les analogues rapides : rapides ou ultrarapides, ces analogues assurent la régulation 

du pic de glycémie postprandiale (trois injections par jour). Les analogues rapides sont 

le résultat de modifications sur la séquence de l’insuline permettant de limiter la 

formation de polymères qui diminuent l’action de l’insuline (puisqu’elle est active sous 

forme monomérique uniquement). 

3. Enfin, les mélanges d’analogues rapides et lents permettent de réduire le nombre total 

d’injections, mais obligent à une rigueur dans le suivi des repas à prendre au moment 

de l’injection. 

Le schéma thérapeutique à mettre en place vise à reproduire le plus possible le 

fonctionnement physiologique du pancréas, que ce soit pour les injections manuelles, ou bien 

par des systèmes de pompes à insuline.  

f. Nouveau traitement : inhibiteurs des sGLT2 
Trois différentes molécules de cette nouvelle classe thérapeutique viennent d’être 

autorisées sur le marché en France, après leur mise sur le marché mondial (Canada, Belgique, 

États-Unis, etc.) (64). Aussi appelées « gliflozines », ces molécules agissent en stimulant la 

glycosurie, c’est-à-dire l’élimination du glucose dans les urines. Les sGLT2 (co-transporteurs 

sodium-glucose type 2) sont responsables d’environ 90% de la réabsorption du glucose dans la 

circulation après filtration glomérulaire. Leur inhibition empêche donc la recapture du glucose 
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et favorise son élimination. C’est pour cette raison que le principal effet secondaire de ces 

molécules est l’infection urinaire. Une méta-analyse récente décrit une diminution importante 

de la mortalité lors de l’utilisation d’inhibiteurs des sGLT2, diminution bien plus importante 

qu’avec les gliptines (65). Cependant, des effets plus rares, mais aussi plus graves ont été 

rapportés, tels que des cas d’acidocétoses, de gangrènes de Fournier et d’amputations (66). 

Trois molécules ont désormais l’AMM en France, formulées seules ou en association avec la 

metformine : la dapagliflozine, l’empagliflozine et la canagliflozine. Selon la Commission de 

la Transparence de la HAS et le positionnement de la Société Francophone du Diabète (SFD), 

les gliflozines sont indiquées en monothérapie (en cas d’intolérance à la metformine), en 

bithérapie, associées à la metformine, ou en trithérapie associée à la metformine et un sulfamide 

hypoglycémiant (67).  

7. Stratégie thérapeutique  
La prise en charge du patient diabétique est résumée par l’algorithme mis à disposition par 

la HAS (57). Les stratégies sont nombreuses et permettent de répondre d’une part à la quasi-

totalité des situations et des contre-indications, mais aussi d’adapter le traitement en fonction 

des volontés et des capacités du patient. Les recommandations parlent d’objectif glycémique 

cible non atteint lorsque la baisse d’HbA1c est ≤ 0,5% malgré une observance irréprochable et 

la prise de la plus forte dose tolérée du traitement pendant au moins 6 mois.  

8. Traitement chirurgical  
Au cours du siècle dernier, différentes observations firent état d’amélioration 

d’hyperglycémie suite à des chirurgies digestives. L’essor des chirurgies de l’obésité à partir 

du milieu du 20e siècle a conduit à l’accumulation d’évidences d’une modulation positive du 

DT2 par intervention au niveau gastrique ou intestinal. Cependant, ce n’est qu’à partir des 

années 2000, que des essais cliniques ont démontré qu’il était possible de traiter le diabète par 

chirurgie bariatrique, conduisant même à l’utilisation du terme « chirurgie métabolique ». Le 

second chapitre de la Partie III (page 96) de ce manuscrit abordera plus en détail le lien entre 

chirurgie bariatrique et DT2, qui fait aussi l’objet de mon travail de thèse.
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Tableau 4.  Traitements indiqués dans la prise en charge du diabète de type 2 actuellement disponibles sur le marché français. (tableau original) 
(note : ↑ : augmentation, ↓ : diminution, CV : cardiovasculaire, NGG : néoglucogenèse, GI : gastro-intestinal, SC : sous-cutané, MI : microbiote intestinal) 

Classes Molécules et noms de spécialités ↓ HbA1c (68)  Mécanismes  Avantages Voie Élim. Contre-indications Effets indésirables 

Biguanides Metformine (Glucophage®) 1,0 – 2,0 

↓↓ NGG hépatique, ↑ 
utilisation du glucose, 

↓ glucose 
postprandial, 

modification du MI  

Plus de 60 ans d’utilisation, 
légère perte de poids, peu 

d’hypoglycémies, 
amélioration du profil 

lipidique, baisse risque CV 

Orale Rénale 
Insuffisance rénale et 
hépatique, infarctus 

récent 

Troubles GI, acidoses 
lactiques 

Sulfonylurés 
Glibanclamide (Daonil®), Glipizide (Glibenese®, 
Ozidia®, Minidiab®), Gliclazide (Diamicron®), 

Glimepiride (Amarel®) 
1,0 – 1,5 ↑↑ sécrétion d’insuline Plus de 50 ans d’utilisation Orale Rénale 

Insuffisance rénale, 
risque d’hypoglycémies, 
âge > 75 ans, grossesse 

Hypoglycémies, prise 
de poids, troubles GI 

Glinides Repaglinide (Novonorm®) 0,5 – 1,0 ↑ sécrétion insuline 
Durée d’action courte, effet 
dépendant de la glycémie 

postprandiale 
Orale Biliaire Insuffisance rénale et 

hépatique, grossesse 

Hypoglycémies 
modérées, troubles 
GI, prise de poids 

Inhibiteurs de 
l’α-glucosidase Acarbose (Glucor®), Miglitol (Diastabol®) 0,5 – 1,0  ↓ glucose postprandial Peu d’hypoglycémies, 

possible protection CV Orale Selles Pas de contre-indication 
particulière Troubles GI 

Gliflozines Dapagliflozine (Forxiga®, Xigduo®), Empagliflozine 
(Jardiance®, Synjardy®), Canagliflozine (Invokana®) 0,5 – 1,0 (69) ↓ réabsorption rénale 

du glucose 

Baisse complications CV et de 
l’atteinte rénale. Faible risque 

d’hypoglycémies 
Orale Rénale Insuffisance rénale 

chronique 

Risque de gangrènes 
de Fournier, risque 

d’acidocétose 

Analogues du 
GLP-1 

Exenatide (Bydureon®, Byetta®), Liraglutide 
(Victoza®), Dalaglutide (Trulicity®), Sémaglutide 

(Ozempic®) 
0,5 – 1,5 ↑↑ sécrétion insuline, 

↓↓ sécrétion glucagon 

Peu d’hypoglycémies, 
peuvent induire une ↓ de 
poids, amélioration CV 

SC - Insuffisance hépatique 
Hypoglycémies, 

nausées et 
vomissements 

Gliptines Stagliptine (Januvia®, Xelevia®), Vildagliptine 
(Galvus®), Saxagliptine (Onglyza®) 0,5 – 0,8 ↑ sécrétion insuline, ↓ 

sécrétion glucagon 
Peu d’hypoglycémies et 

d’effets indésirables SC - Insuffisance hépatique 
Hypoglycémies, 

possibilité de 
pancréatites aiguës 

Insulines 
exogènes 

Action 
rapide 

Insuline humaine (Actrapid®, Insuman®, 
Umuline®), Insuline lispro (Humalog®), 
Insuline asparte (Novorapid®, Fiasp®), 

Insuline glulisine (Apidra®) 

1,0 – 2,5 

↓ NGG hépatique, ↑↑ 
utilisation 

périphérique du 
glucose 

Effet important sur la 
glycémie, et ce chez tous les 

patients 
SC - - 

Hypoglycémies, prise 
de poids, réactions 
cutanées au niveau 
du site d’injection 

Action 
semi-lente 

Insuline humaine (Insulatard®, Umuline 
NPH®) 

Action 
lente 

Insuline glargine (Lantus®, Abasaglar®, 
Toujeo®), Insuline detemir (Levemir®), 

Insuline degludec (Tresiba®) 

Action 
mixte 

Insuline humaine (Mixtard®, Umuline 
profil®), Insuline lispro (Humalog mix®), 

Insuline asparte (Novomix®) 

Associations  

Eucreas® (Metformine+Vildagliptine), Glucovance® (Metformine+Glibanclamide), Janumet® 
(Metformine+Sitagliptine), Komboglyze® (Metformine+Saxagliptine), Velmetia® 

(Metformine+Sitagliptine), Xigduo® (Dapagliflozine+Metformine), Synjardy® 
(Empagliflozine+Metformine) 

Une seule prise / injection Orale Rénale Identiques à celles des 
molécules associées 

Identiques à ceux des 
molécules associées 

Xultophy® (insuline degludec+liraglutide) SC - 
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I. Généralités sur le microbiote intestinal 

1. Structure et composition 
Un microbiote représente l’ensemble des micro-organismes (bactéries, virus, archées, 

champignons et levures) vivants au sein d’un environnement. Au niveau du corps humain, 

chaque site possède son propre microbiote, tel que présenté Figure 10 ci-dessous. On reconnaît 

ainsi le microbiote buccal, le microbiote de la peau, du vagin, etc. De par les caractéristiques 

environnementales de ces sites, la composition de ces différents microbiotes diffère donc 

fortement (Figure 10). Au travers de ce travail de thèse, nous nous intéressons particulièrement 

au microbiote intestinal (MI), c’est-à-dire l’ensemble des micro-organismes vivant au sein des 

différents segments du tractus digestif, allant de l’estomac au colon en passant par le duodénum, 

le jéjunum, et l’iléon. 

 

Figure 10. Abondances des 6 phyla majeurs au niveau de certains des microbiotes du corps 

humain. (adapté de (70)) 
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Les conditions environnementales à ces différents niveaux anatomiques varient très 

fortement, notamment en termes de pH, de la présence de certaines molécules (acides biliaires, 

enzymes) ou encore du potentiel d’oxydoréduction et du taux d’oxygénation (Figure 11). De 

ce fait, la concentration et la composition en bactéries diffère selon la région, et augmente de 

manière continue pour atteindre environ 1012 bactéries par millilitre au niveau colique. Par 

exemple au niveau de l’estomac les bactéries majoritaires font partie des Lactobacilles ou des 

Streptococcus, genres bactériens anaérobies facultatifs et acido-tolérants. Au niveau colique, le 

MI est beaucoup plus riche et diversifié, et est composé majoritairement de bactéries anaérobies 

strictes. D’un point de vue taxonomique, le MI humain compte près de 4500 espèces 

bactériennes selon les dernières études de séquençages (71), réparties pour près de 90-95% 

d’entre elles en 6 phyla majeurs : Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria et Actinobacteria, 

Cyanobacteria et Fusobacteria. 

 

Figure 11. Caractéristiques environnementales de certains des segments du tractus digestif, 

et représentants bactériens principaux. (tiré de (72)) 

Pendant longtemps, il était admis que le fœtus évoluait dans un environnement stérile, et 

que les premiers contacts avec des microbes intervenaient au moment de la naissance. 

Cependant, même si cela reste un sujet de controverse, il est maintenant décrit que le placenta 

contient des bactéries, et que sa composition est distincte d’autres microbiotes de la mère (73). 

Néanmoins, les premiers instants de la vie extra-utérine induisent une exposition majeure du 
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nouveau-né à tout un ensemble de micro-organismes, soit via une exposition aux microbiotes 

vaginal, fécal et mammaire lors de l’accouchement par voie basse, ou bien au microbiote cutané 

ou du lait de la mère lors de l’allaitement (74). Cette exposition au microbiote de la mère et 

surtout la cinétique d’implantation des microbes les premières semaines de la vie a un impact 

important sur le développement du microbiote de l’enfant (75), et potentiellement sur sa santé 

à long terme. Bien que ces résultats soient encore sujets à débats, certaines études suggèrent en 

effet un lien entre prévalence de la césarienne et augmentation de la prévalence de certaines 

pathologies comme l’obésité et le DT2 (76). 

Plus tard dans la vie, d’autres paramètres participent à l’évolution et donc la variation 

interindividuelle forte de composition du MI, comme l’alimentation (77–79), les traitements 

médicamenteux (60,79,80), ou encore les habitudes de vie comme l’activité physique (81).  

Ces observations ont été confirmées en 2016 par une large étude belge (« Flemish study ») 

évaluant la contribution de différents marqueurs environnementaux à la composition du MI 

(82). Sur une population de près de 4000 individus en bonne santé, ils ont montré que les 

traitements, les paramètres sanguins (taux d’hémoglobine, numérotation de la formule 

sanguine, etc.), les marqueurs de transit intestinal, l’alimentation, l’état de santé et des 

variations de mode de vie et de variables anthropométriques expliquaient près de 16% de la 

variation de composition du MI (Figure 12A). De manière intrigante, l’alimentation n’est que 

le 4e facteur le plus contributif dans cette étude, et explique 2 fois moins de variance globale 

que les traitements médicamenteux (82). Ces résultats ont été en partie confirmés par une étude 

israélienne (79), qui montre néanmoins un impact moindre des traitements sur la composition 

du MI que les composantes alimentaires (Figure 12B). 

Au niveau des traitements, de nombreuses molécules ont montré un impact sur la 

composition du MI, comme la metformine (59,60), les statines (80), les antibiotiques (83) ou 

encore les inhibiteurs de la pompe à proton (84). L’étude de Falony et al., a aussi montré un 

impact des laxatifs, des anti-inflammatoires, des supplémentations hormonales gonadiques 

(œstrogène, progestérone) et des anxiolytiques (82). Une étude plus récente sur la TwinUK 

cohorte, qui regroupe des données de composition du MI chez plus de 2700 sujets sains, a 

montré un impact sur le MI de 19 traitements différents (85). Ces analyses démontrent donc 

que de très nombreux facteurs participent à la composition du MI d’un individu à un temps t, 

ce qui implique que leur considération est cruciale lors du design et de l’analyse des résultats 

d’études humaines portant sur le MI.  
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Figure 12. Contribution de variables cliniques et environnementales à la variance de 

composition du MI, basée sur une analyse de redondance basée sur la distance 

(dbRDA) incluant 7 groupements de variables au sein de (A) la « Flemish 

study » et (B) d’une cohorte israélienne. (tiré de (82) et (79)) 

Il est possible, et ce malgré cette forte variabilité interindividuelle de composition du MI, 

de classifier chaque individu dans un « groupe de composition bactérienne » aussi appelé 

« entérotype ». Ces entérotypes ont été pour la première fois décrits en 2011 (86) en utilisant 

une méthode de regroupement (dit « clustering ») hiérarchique basée sur les genres bactériens 

d’individus de 3 cohortes différentes. À l’époque, les auteurs avaient démontré la présence de 

3 clusters, caractérisés par l’abondance importante d’un genre bactérien particulier : 
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Bacteroides, Prevotella et Ruminococcaceae, et ce indépendamment de l’origine, du sexe ou 

de l’âge des individus (86). Les entérotypes sont néanmoins associés aux habitudes 

alimentaires sur le long terme : une alimentation riche en protéines et en graisses animales 

favorise l’entérotype Bacteroides, alors qu’une alimentation riche en fibres oriente plutôt vers 

un entérotype Prevotella (77). Une étude comparant la composition du MI d’enfants du Burkina 

Faso et d’enfants d’Europe a montré que 53% des enfants burkinabés (qui ont une alimentation 

deux fois plus riche en fibres) avaient un entérotype Prevotella, alors que ce dernier n’était 

retrouvé chez aucun enfant européen (78). En parallèle, ils ont montré qu’en lien avec les 

habitudes alimentaires et la composition de leur MI, les enfants burkinabés excrétaient deux 

fois plus d’acides gras à chaîne courte (issus de la digestion microbienne des fibres 

alimentaires). Des travaux plus récents ont proposé de diviser l’entérotype Bacteroides en 2, 

l’un présentant une richesse du microbiote similaire aux autres entérotypes (87), et l’autre un 

appauvrissement associé à des altérations métaboliques (80,88) et inflammatoires (87,89). 

2. Importances physiologiques 

a. Fonction barrière  

Premièrement, le MI lui-même joue un rôle dans le maintien de sa composition, assurant 

donc une « fonction barrière » permettant une résistance à la colonisation par des bactéries 

potentiellement pathogènes. Une des premières observations de cet effet protecteur du MI 

remonte aux années 50. Un traitement antibiotique chez des souris les rendait beaucoup plus 

sensibles à l’infection par des salmonelles que des souris non traitées. Les premières mourraient 

après l’inoculation d’une centaine de salmonelles, alors que les souris non traitées résistaient à 

une inoculation jusqu’à 106 bactéries (90). Cet effet est d’ailleurs confirmé par l’induction 

d’infections intestinales graves telles que par Clostridioides difficile chez des patients traités 

par antibiotiques (91). Les mécanismes impliqués dans la fonction barrière sont nombreux et 

vont d’une compétition entre bactéries pour l’accès aux nutriments, à la production par les 

bactéries commensales de substances délétères comme les bactériocines ou les peptides 

antimicrobiens qui permettent d’induire un environnement hostile pour les bactéries non-

commensales. Certaines bactéries comme Bacteroides thetaiotaomicron peuvent aussi induire 

la sécrétion de ce type de molécules par les cellules de l’hôte, comme l’angiogénine (puissant 

stimulateur de la voie de l’angiogenèse) produite par les cellules de Paneth (92). Les bactéries 

commensales assurent aussi un « effet souche » permettant d’éviter l’implantation d’espèces 

déjà présentes au sein du MI, mais de souches différentes ayant potentiellement des propriétés 

différentes et potentiellement pathogènes (93).  
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b. Maturation du système immunitaire 

L’objectif du système immunitaire au niveau intestinal est d’assurer une réponse 

immunitaire forte à l’encontre des micro-organismes pathogènes, tout en assurant une tolérance 

vis-à-vis des bactéries commensales. Cette double fonction mobilise l’immunité innée (cellules 

lymphoïdes innées, phagocytes), et l’immunité adaptative dans un second temps, faisant suite 

à la présentation d’antigènes aux cellules dendritiques, aux macrophages et aux lymphocytes B 

présentent dans la lamina propria (tissu subépithélial). Cette induction de l’immunité 

adaptative induit la production de cytokines et de molécules effectrices comme les IgA et les 

peptides antimicrobiens, qui peuvent traverser l’épithélium intestinal et ainsi moduler la 

composition du MI. Toutefois, les métabolites peuvent aussi induire une réponse immunitaire, 

comme le butyrate, qui permet une diminution de la stimulation de la voie NFkB induisant un 

tarissement de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-8 ou TNF-α - (94)).  

L’impact du MI sur la physiologie du système immunitaire est particulièrement visible 

chez les animaux axéniques. En effet, ces derniers présentent de nombreuses altérations 

immunes, qui ne sont pas forcément normalisées lors de l’introduction d’un MI. Par exemple, 

les animaux anciennement axéniques présentent plus d’IgE (x 1000 à x10 000) (95), plus de 

lymphocytes natural killer et de lymphocytes T natural killer, ainsi qu’une production 

cytokinique plus importante (TNF-α, TGF-β, IF-γ, IL-6, IL-10, IL-12) (96,97). Toutes ces 

altérations rendent les souris conventionnalisées plus sensibles aux infections et aux colites 

provoquées (98). 

Ces altérations immunes résistantes à la colonisation représentent un souci majeur pour des 

études à l’interface entre immunité, inflammation et métabolisme. De ce fait, une partie de ce 

travail de thèse a été de développer et caractériser un modèle murin non axénique permettant 

de réaliser des transferts de MI (voir page 178).  

c. Fonctions métaboliques 
Le métabolisme du MI est une de ses fonctions primordiales, et correspond à la capacité 

des bactéries commensales de transformer les composés alimentaires non digestibles par l’hôte 

en molécules assimilables. Les principaux substrats de ces bactéries commensales sont les 

glucides, les protéines et les lipides apportés par l’alimentation et qui arrivent au niveau colique, 

lieu principal de la fermentation bactérienne. Ces données ont été parfaitement synthétisées au 

sein d’une revue récente de la littérature publiée par Fan et al., tel que présenté Figure 13 ci-

dessous. 
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Figure 13. Impact et conséquences du métabolisme du MI sur la physiologie de l’hôte – 

comparaison entre une alimentation riche en fibres végétales et une alimentation 

riche en graisses et protéines animales. (adapté de (99))  

Une alimentation dite « saine », riche en fibres végétales et faible en graisses et protéines 

animales est liée à la présence de nombreux polysaccharides non digestibles par l’hôte, mais 

fermentables par les bactéries du MI. De nombreux genres très différents possèdent des 

capacités de fermentation de ces polysaccharides non digestibles, tels que Bacteroides, 



 62 

Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia (100). La fermentation (principalement 

glycolytique) de ces polysaccharides induit la formation de pyruvate, qui est à son tour 

métabolisé en différents métabolites (molécules issues du métabolisme) comme les acides gras 

à chaîne courte (AGCC) comme le propionate, l’acétate ou le butyrate. Ces AGCC sont des 

molécules fondamentales rapidement absorbées par l’hôte et impliquées dans de nombreuses 

fonctions biologiques de l’hôte, comme la sécrétion de mucus, l’augmentation de la dépense 

énergétique, la régulation de la prise alimentaire, ou dans un contexte de pathologies 

métaboliques, l’augmentation de la sécrétion d’insuline induisant une diminution du taux de 

glucose sanguin (99). De plus, le butyrate induit la stimulation de la β oxydation au niveau de 

la muqueuse intestinale par action sur les récepteurs au PPARγ, ce qui permet un maintien de 

l’anaérobiose par consommation de l’oxygène luminal, limitant l’implantation de pathogènes 

tels que Escherichia coli ou Salmonella enterica (101). 

À l’inverse, une alimentation plutôt riche en graisses et protéines animales et faible en 

fibres végétales permet le métabolisme de protéines par des peptidases, protéases et 

endopeptidases bactériennes libérant des acides aminés et des oligopeptides pouvant entrer dans 

des cycles de fermentation bactérienne (102). La fermentation protéique peut mener à la 

libération d’acides gras branchés, de triméthylamine, de dérivés d’acides aminés comme 

l’imidazole propionate ou le triméthylamine N-oxyde qui ont des effets délétères sur l’hôte 

(103,104). L’ensemble de ce « shift » métabolique peut induire une augmentation de la 

perméabilité intestinale (notamment liée à des changements du transit intestinal) ce qui peut 

conduire au passage systémique de molécules bactériennes comme les lipopolysaccharides 

(LPS), qui vont avoir une activité délétère sur l’inflammation systémique et la résistance à 

l’insuline. Nous aborderons plus en détail ces aspects page 68. 

d. Synthèse vitaminique 

Le MI participe aussi à la synthèse de nombreuses vitamines, comme la vitamine K et de 

nombreuses vitamines B (B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9, B12). La part du MI dans les apports 

journaliers de ces vitamines varie, pouvant atteindre près de 90% (105). Au cours de ma thèse, 

j’ai participé à une étude métagénomique humaine et murine démontrant un lien entre sévérité 

de l’obésité et déficience en biotine (vitamine B8). Cette déficience était liée à la baisse de 

l’abondance de bactéries productrices et transportrices de biotine, et aux altérations 

métaboliques et inflammatoires de l’hôte. Ce travail est en cours de révision chez Nature, et est 

disponible en annexe page 350. 
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3. Analyse du microbiote – aspects méthodologiques 
Pendant des décennies, la méthode de référence pour explorer la composition de 

communauté bactérienne était l’isolation et la culture bactérienne à partir d’un échantillon de 

selle (Figure 14). Cependant, les conditions nécessaires pour la mise en cultures de bactéries 

du MI n’ont été décrites que pour environ 30% des espèces (106), ce qui limite l’utilisation de 

cette technique de façon non ciblée. De plus, les conditions de survie très particulières des 

bactéries du MI (qui sont pour la majorité, anaérobies strictes) nécessitent un lourd équipement, 

tel qu’une chambre de Freter afin pour maintenir les cultures en anaérobiose. 

 

Figure 14. Organigramme des différentes techniques d’exploration de la composition du 

microbiote intestinal. (adapté de (106)) 

L’avènement à la fin du 20e siècle des techniques de qualification indépendante de la 

culture a révolutionné l’étude du MI, et a contribué à l’explosion de l’intérêt de la communauté 

scientifique (107). La majorité de ces techniques permettant une caractérisation de la 

composition du MI reposent sur une particularité de la séquence génique de la sous-unité 16S 

du ribosome 70S bactérien : l’ARN ribosomique 16S (16S rRNA). Cette séquence est 

composée d’environ 1500 nucléotides, parmi lesquels sont réparties des zones extrêmement 

conservées au travers de la phylogénie bactérienne, mais aussi 9 zones au contraire 

hypervariables (V1-V9), et qui permettent donc une différenciation précise des espèces (Figure 

15). Ainsi, la détermination de la séquence de ce 16S rRNA dans ces régions hypervariables 

permet une identification précise des espèces présentes dans un échantillon. 
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Cependant, il est nécessaire d’extraire l’ADN bactérien des échantillons étudiés avant de 

pouvoir analyser le 16S rRNA. En effet, la culture bactérienne et la FISH (hybridation in situ 

en fluorescence) sont les seules méthodes réalisables sur selles totales (Figure 14). De 

nombreux protocoles et kits commerciaux basés sur différentes méthodes d’extractions et de 

purifications ont été proposés pour cela. 

 

Figure 15. Structure du gène codant pour la sous-unité 16S du ribosome 70S bactérien. 

(adapté de (106)).  

(note : les régions hypervariables sont représentées par les rectangles orange) 

La création de bases de données de séquences 16S rRNA a permis le développement de 

techniques de ciblage spécifique d’espèces d’intérêt. Ces techniques ciblées reposent sur des 

sondes fluorescentes spécifiques (FISH) ou des amorces (ou primers) spécifiques (PCR 

quantitative) pour évaluer la présence et l’abondance d’espèces. Bien que précises et 

relativement simples à mettre en place, ces techniques ne permettent pas l’identification de 

nouvelles espèces puisque les sondes et les primers sont façonnés de façon à être spécifiques. 

De ce fait, ces techniques ne sont pas adaptées à une exploration large de la composition du MI.  

Pour une exploration non ciblée, la plupart des techniques reposent sur l’amplification par 

PCR du 16S rRNA avant identification. Cette étape a pour désavantage d’induire un biais 

d’amplification, puisque les fragments les plus abondants sont amplifiés plus fréquemment que 

ceux qui le sont moins (doublage du nombre de fragments par cycles). Les techniques basées 

sur l’amplification du 16S rRNA nécessitent ensuite soit (i) une séparation sur gel (DGGE, 

TGGE, RFLP), une hybridation sur puce commerciale prédesignée (microarray) ou bien (iii) 
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du séquençage direct (Sanger (108)) ou par des techniques de nouvelle génération (next-

generation sequencing ou NGS) comme le pyrosequençage (Figure 14).  

Enfin, il existe aussi des techniques de séquençage non biaisées ne nécessitant pas 

d’amplification du 16S rRNA. On parle alors de « séquençage métagénomique », puisque 

l’ensemble des génomes est potentiellement identifié et analysé. Ces techniques reposent soit 

sur du séquençage « shotgun » (par fragmentation des séquences en brins courts de l’ordre de 

100-500 b) ou par nanopores (qui permet le séquençage direct de brins d’ADN plus longs, allant 

jusqu’à plusieurs Mb).  

Le séquençage par nanopore, développé par l’entreprise Oxford Nanopore Technologies 

(ONT), est basé sur l’utilisation de pores protéiques disposés à la surface d’une membrane de 

polymères. Le passage d’un brin d’ADN au travers du pore protéique induit une différence de 

potentiel qui est enregistrée puis traduite par le logiciel Guppy (Figure 16). La suite de 

l’analyse se fait ensuite de manière analogue aux autres techniques de séquençage. Un des 

avantages de cette technique est qu’elle permet le séquençage de longs fragments d’ADN, 

pouvant aller de plusieurs kilobases à plusieurs megabases, ce qui permet l’assemblage de-novo 

et donc la reconstruction de génomes complets (109). Cependant, cette technique présente aussi 

un taux d’erreurs élevé, bien que s’améliorant au fil des développements d’ONT.  

 

Figure 16. Principe du séquençage par nanopores d’Oxford Nanopore Technologies. 

(adapté de (110,111)) 

Néanmoins, il est maintenant largement décrit que chaque choix méthodologique pour 

l’exploration du MI impacte le résultat final (112), ce qui vient s’ajouter aux variations 



 66 

interindividuelles présentées précédemment. Chaque choix méthodologique induit des 

variations non négligeables aux résultats finaux : la méthode de collection de l’échantillon 

biologique (113), l’extraction de l’ADN (114,115), la préparation de la librairie (112), la 

méthode de séquençage (116) et enfin l’analyse bio-informatique (116,117). Des efforts de 

standardisation des techniques d’analyse du MI ont été proposés (118), et des protocoles 

standardisés sont disponibles en libre accès (http://www.human-microbiome.org/). 

4. Terminologie  
L’analyse des données de composition du MI fait appel à des notions d’écologies qui 

permettent de décrire des notions globales de composition. Ces notions sont présentées Figure 

17 et décrites ci-après : 

Métagénome 

Dans le contexte du MI, le métagénome représente l’ensemble des gènes des microbes 

présents au sein d’un échantillon (par exemple au sein d’un échantillon de selle). 

Richesse  

La richesse représente le nombre d’espèces ou de gènes détectés au sein d’un échantillon. 

On parle alors de richesse bactérienne (nombre d’espèces) ou génique (nombre de gènes). 

Homogénéité 

L’homogénéité (en anglais evenness) représente la similitude de proportion ou de 

répartition de chaque espèce au sein d’un environnement. 

Diversité 

La diversité est une notion analogue à la richesse, mais qui prend en compte aussi 

l’homogénéité de la répartition de ces espèces ou gènes. Un environnement très riche peut-être 

peu divers ou inversement. On distingue typiquement 2 types de diversités :  

- La diversité α est une mesure quantifiable de la diversité de composition du MI au sein 

d’un individu. Différents estimateurs de la diversité α sont couramment utilisés, comme 

l’indice de Chao1, de Shannon, de Simpson, etc.  

- La diversité β est une comparaison de la diversité entre deux ou plusieurs individus, 

on parle aussi de « distance » de composition. Là encore, de nombreux indicateurs 

existent, comme la distance de Bray-Curtis (basée uniquement sur les abondances), la 

distance de Jaccard ou les distances d’UniFrac. 
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Figure 17. Représentation des notions de richesse, homogénéité et diversité du MI. (figure 

originale) 

Les apports de ces techniques d’identification de la composition et de la fonctionnalité du 

MI ont permis d’augmenter considérablement la compréhension de l’activité 

physiopathologique du MI sur l’hôte. Nous allons aborder dans le II de cette partie, 

l’implication du MI au cours de l’obésité et du DT2.  
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II. Altérations du microbiote intestinal au cours 

de l’obésité et du diabète de type 2 

1. Microbiote intestinal et obésité 
Les premières preuves de l’implication du MI dans la régulation du poids et donc la 

physiopathologie de l’obésité ont été apportées par l’étude de modèles animaux axéniques (ou 

sans germe).  

Au début des années 80, une équipe américaine a mis en évidence que les animaux 

axéniques présentaient une augmentation de la prise alimentaire de 33% pour maintenir un 

poids similaire à celui de souris conventionnelles (donc ayant un MI), suggérant la participation 

du MI dans l’extraction calorique des aliments (119). Par la suite, l’équipe de Jeffrey Gordon a 

été pionnière, et a démontré dès le début des années 2000 que le MI était impliqué dans la 

régulation de la masse adipeuse (120). Pour ce faire, ils ont mis sous régime hyperlipique des 

animaux axéniques et conventionnels, et ont montré que (i) les animaux sans germes étaient 

résistants à la prise de poids et de masse adipeuse, et (ii) que leur conventionalisation, c’était à 

dire le transfert d’un MI, induisait une restauration de la prise de poids et de masse grasse chez 

les animaux anciennement axéniques. Une observation similaire a été faite 2 ans plus tard dans 

un modèle différent d’obésité : l’obésité génétique (121). Les auteurs ont démontré que le MI 

de souris obèses déficientes en leptine (Lep-/-) avait des capacités d’extraction énergétique de 

la nourriture plus importante, que MI d’animaux hétérozygotes de la fratrie (Lep+/-). Par 

ailleurs, l’obésité était associée à un profil de composition particulier du MI, et qu’il pouvait 

induire une augmentation importante de la masse adipeuse par transfert chez des souris 

axéniques par rapport au MI d’animaux hétérozygotes de la fratrie (Lep+/-).  

Ensuite, des études sur des paires de jumeaux dont seul un est en surpoids ou obèse ont 

révélé des modifications de la composition du MI, associés à un shift des capacités 

fermentatrices du MI (122). Aussi, des transferts homme-souris à partir de paires de jumeaux 

ont permis de confirmer que le MI associé à l’obésité était impliqué dans la régulation de la 

masse adipeuse, mais ont néanmoins montré l’importance de la qualité nutritionnelle dans les 

phénotypes transmis (123).  

D’un point de vue de la composition du MI, des études de métagénomique ont mis en 

évidence de profonds changements phylogénétiques, ainsi que de la richesse bactérienne et 
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génique (nombre total de bactéries ou de gènes présents au sein du métagénome). Une des 

premières altérations phylogéniques observées au cours de l’obésité est le ratio 

Firmicutes/Bacteroidetes. Initialement démontré au sein de l’étude murine chez la souris Lep-/-

, ces résultats ont été confirmés aussi bien chez l’Homme que l’animal (121,124), mais sont 

remis en question compte tenu d’un nombre croissant d’observations contradictoires (125–

127), suggérant qu’une vision large de la phylogénie par regroupement de phyla ne soit pas 

suffisamment précise. À un niveau plus bas dans la taxonomie, l’abondance de différentes 

espèces a été associée positivement ou négativement à l’obésité, comme Roseburia intestinalis 

(122), augmenté chez les patients en situation d’obésité, ou encore Faecalibacterium 

prausnitzii (128) ou Bacteroides thetaiotaomicron (129), au contraire diminués chez ces 

patients. Ce dernier, Bacteroides thetaiotaomicron, a d’ailleurs démontré un impact bénéfique 

sur l’adiposité lorsqu’administré à des animaux axéniques, suggérant une action sur la 

régulation de l’adiposité et donc une perspective thérapeutique (129).  

Une autre composante du MI altéré pendant l’obésité révélée par les études de 

métagénomique humaine est la richesse du MI, qui diminue en fonction de la sévérité de 

l’obésité (88,130,131). La cohorte MetaHIT, composée de 292 sujets normopondéraux, en 

surpoids ou obèses de grade I a en effet montré que le nombre de gènes du métagénome suivait 

une distribution bimodale, et que plus la corpulence était élevée, plus la prévalence de faible 

richesse génique était élevée (Figure 18A). Au sein de la cohorte Micro-Obese étudiée par 

notre groupe et qui comporte 49 sujets en surpoids ou obèses, la proportion des patients à faible 

richesse (ou LGC pour low gene count) est de 40% (alors qu’elle était de 23% pour la cohorte 

MetaHIT – Figure 18B), et ce chiffre monte à 75% au sein de la cohorte MicroBaria, qui 

regroupe des femmes sévèrement obèses candidates à la chirurgie bariatrique (Figure 18C). 

Dans toutes ces études comportant des populations indépendantes, la faible richesse du 

métagénome a été associée à un profil clinique plutôt inflammatoire, dyslipidémique, 

d’adiposité tronculaire et d’insulinorésistance, traduisant un lien entre altération de la 

composition du MI et pathologies métaboliques (88,130,131), et ce même à IMC équivalents 

(88).  

D’un point de vue compositionnel, cette baisse de la richesse est associée à un profil de 

composition du MI particulier, avec notamment un enrichissement de plusieurs espèces de 

Clostridia (Firmicutes) et une baisse d’espèces comme Faecalibacterium prausnitzii 

(Firmicutes) ayant des propriétés anti-inflammatoires et associée à l’obésité (129,132). 
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Figure 18. Évolution de la richesse métagénomique au sein de trois cohortes présentant des 

niveaux de surpoids et d’obésité croissants : (A) MetaHIT (n=292), (B) 

MicroObese (n=49) et (C) MicroBaria (n=61). (D) Abondances de différentes 

espèces métagénomiques associées à une faible ou forte richesse du MI. (adapté 

de (88,130,131)) 

(note : pour les 4 figures du panel, le seuil (barres verticales) permettant de définir faible 

richesse (LGC) ou richesse élevée (HGC) a été fixé à 480 000 gènes) 

2. Microbiote intestinal et diabète de type 2 
À nouveau, l’essentiel des connaissances du lien entre MI et altérations métaboliques a été 

apporté par des modèles murins. Le Pr Patrice Cani a démontré que l’utilisation d’un régime 

hyperlipidique induisait chez la souris une modification de la composition du microbiote 

intestinal, ainsi que le passage dans la circulation (via une augmentation de la perméabilité 

intestinale) d’une molécule de la membrane des bactéries Gram négatif, le lipopolysaccharide 

(LPS), un phénomène appelé « endotoxémie métabolique » (133,134). Ces travaux ont montré 

que la liaison du LPS avec le complexe CD14/TLR4 de certaines cellules immunes pouvait 

induire une intense réponse pro-inflammatoire, conduisant à une baisse de la sensibilité à 
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l’insuline (133,134). De plus, l’ensemble de ces effets étaient reproduits par simple infusion 

sous-cutanée du LPS, confirmant la participation de cette molécule issue du MI dans l’altération 

métabolique des animaux. L’équipe de Remy Burcelin a aussi confirmé la contribution du MI 

par démonstration inverse : l’utilisation d’antibiotiques chez des souris induit une protection 

totale vis-à-vis du développement des altérations métaboliques induites par le régime 

hyperlipidique (133).  

Plus récemment, des études humaines ont montré que la composition du MI différait entre 

les patients atteints de prédiabète ou de DT2 par rapport à des sujets contrôles (135) et que le 

MI des patients DT2 et intolérants au glucose présentaient un shift de ses capacités 

fermentatrices, et notamment de la production d’acides gras à chaîne courte (AGCC) ou 

butyrate. L’équipe de Vrieze et al., a étudié les effets de transfert de MI provenant de personnes 

contrôle « métaboliquement saines » directement dans le duodénum de patients obèses ayant 

un syndrome métabolique. Cette transplantation a permis d’améliorer transitoirement (pendant 

environ 6 semaines) leur sensibilité à l’insuline mesurée par clamp euglycémique 

hyperinsulinémique sans action sur le poids, suggérant que le MI pouvait avoir des effets 

bénéfiques sur le profil glycémique des patients indépendamment de la perte de poids 

(136,137). Néanmoins, cette amélioration de la sensibilité à l’insuline ne survenait que chez les 

patients ayant une richesse bactérienne diminuée (137), en lien probablement avec une 

meilleure implantation du MI transplanté (138). Au niveau global, la diminution de la richesse 

métagénomique est aussi associée à l’inflammation et à l’insulinorésistance, comme mentionné 

ci-dessus (88,130,131).  

Un changement dans la composition bactérienne n’est pas le seul phénomène à avoir été 

associé aux altérations métaboliques. Des perturbations de l'activité métabolique du MI ont en 

effet été démontrées au cours du DT2, avec par exemple une diminution de la production de 

butyrate, comme évoqué plus haut (135), un AGCC associé positivement à la sensibilité à 

l’insuline et à la dépense énergétique chez la souris (139). Aussi, l’équipe du Pr Bäckhed a 

démontré que seul le MI des patients DT2 était capable d’induire la production de propionate 

d’imidazole (ImP) à partir d’histidine (via notamment un enrichissement en bactéries 

produisant de l’urocanate réductase (103)) (Figure 19A-B). La supplémentation de souris avec 

de l’ImP induit une altération de la tolérance au glucose des animaux par altérations de la voie 

de signalisation de l’insuline par activation de la voie mTORC1 (103) (Figure 19C). 

Récemment, nous avons mis en évidence au sein de la cohorte européenne Métacardis que 

l’élévation d’ImP chez les patients DT2 (par rapport aux patients prédiabétiques et 



 72 

normoglycémiques) était associée à l’entérotype Bacteroides 2, ainsi qu’à une moindre qualité 

alimentaire plus qu’à une augmentation des apports en histidine, ce qui suggère le lien entre 

qualité alimentaire et un MI délétère (140).  

 

Figure 19. Production d’imidazole propionate et impact métabolique de sa supplémentation 

chez la souris. (tiré de (103)) 

(note : (A et B) Production d’ImP en intestin in vitro inoculé par MI de patients DT2 ou 

non DT2. (C) Impact sur la tolérance au glucose de la supplémentation en ImP chez la 

souris.) 

Les altérations de composition et de fonction du MI au cours de l’obésité et du DT2 sont 

donc marquées comme évoquées par des études d’associations chez l’Homme. L’exploration 

au sein de modèles murins a permis en outre de démontrer leur participation causale à la 

physiopathologie de ces 2 maladies. Mais beaucoup reste à faire pour examiner les relations 

causales entre les changements du microbiote et les phénotypes métaboliques. Néanmoins, ces 

résultats offrent des perspectives cliniques intéressantes : est-il possible de moduler le MI, voire 

de corriger certaines de ces altérations, afin améliorer ces pathologies ? 

 

 



 73 

III. Agir sur le microbiote intestinal pour améliorer 

l’obésité et le diabète de type 2 ? 

La description de l’implication du MI à la physiopathologie du DT2 et de l’obésité a éveillé 

l’intérêt de sa modulation pour traiter ou améliorer ces pathologies. Ainsi, plusieurs types 

d’interventions ciblant notamment le MI ont été décrites comme permettant de moduler les 

paramètres pondéraux et métaboliques. 

1. Pré-, pro- et postbiotiques 

a. Prébiotiques 

Les prébiotiques sont des substrats (habituellement du type oligo- ou polysaccharides) non 

digestibles par l’Homme, mais fermentables par certains micro-organismes, et ayant des effets 

bénéfiques sur l’hôte (141). Ces prébiotiques sont retrouvés dans de nombreux aliments comme 

les légumes, les légumineuses ou encore les céréales (142). 

Les études murines ont démontré que ces composés pouvaient améliorer de façon nette le 

métabolisme du glucose, le poids et l’adiposité ainsi que la prise alimentaire des animaux 

traités. Par exemple, le laboratoire du Pr Patrice Cani a démontré qu’une supplémentation par 

oligofructose permettait d’induire une amélioration très importante de la tolérance au glucose, 

une diminution de l’adiposité, de la prise alimentaire et du taux circulant de LPS chez des souris 

obèses déficientes en leptine (143) (Figure 20A).  

Face à ces résultats très encourageants, des essais cliniques chez l’homme ont été réalisés, 

et ont démontré des résultats assez décevants (144). Le groupe du Pr Nathalie Delzenne a réalisé 

une étude clinique randomisée chez 30 femmes obèses, en supplémentant un bras de l’étude en 

oligofructose et inuline (deux types de prébiotiques), et l’autre en maltodextrose (placébo) 

(Figure 20B). Bien que le traitement ait induit une variation de la composition du MI associée 

aux paramètres cliniques, l’impact clinique était très faible (145). Un autre essai chez des sujets 

obèses et prédiabétiques supplémentés en galactooligosaccharides n’a montré aucun résultat 

clinique malgré des changements de composition du MI (146). 
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Figure 20. Résultats précliniques et cliniques de la supplémentation en prébiotiques. (tiré 

de (139,147)) 

(note : (A) Différence de composition corporelle, de tolérance au glucose et de prise 

alimentaire chez des souris Lep-/- supplémentées ou non en oligofructose. (B) Évolution de 

l’insulinorésistance, de l’IMC et de la composition du MI chez 44 sujets en surpoids ou 

obèses et insulinorésistants, après 12 semaines de supplémentation (vs placébo) par galacto-

oligosaccharides) 

La même année, une étude chez des enfants en surpoids a montré un effet d’oligofructose 

et d’inuline sur la diminution de l’adiposité ainsi qu’une légère amélioration métabolique de 

quelques sujets traités (148), un bénéfice métabolique confirmé par l’étude de Zhao et al. qui 

montre une nette diminution de l’HbA1C des sujets DT2 traités par acarbose (inhibiteurs de 

l’α-glucosidase, voir page 48) et recevant une alimentation enrichie en fibres et en prébiotiques 

par rapport à des sujets traités uniquement par acarbose (149). Les auteurs ont aussi confirmé 

la participation du MI à l’amélioration métabolique. Ils ont en effet transplanté chez des souris 

axéniques le MI avant et après intervention de patients traités par acarbose et supplémentés en 

fibres et prébiotiques ou juste traités par acarbose, et ont observé que l’amélioration de la 

tolérance au glucose était plus importante chez les souris receveuses du groupe supplémenté 

(149). 

Les réponses cliniques obtenues par traitement prébiotique chez l’Homme sont donc très 

variables, ce qui suggère que des facteurs non contrôlés participent à la réponse aux 

prébiotiques. Néanmoins, tous les essais randomisés ont montré un impact des prébiotiques sur 

la composition du MI. 
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b. Probiotiques 

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui permettent, lorsque administré à 

des doses adéquates, d’induire un bénéfice sur la santé à l’hôte (150). Dans le cadre du 

traitement de l’obésité ou de désordre métabolique, l’utilisation de probiotiques a été largement 

étudiée, et plusieurs méta-analyses récentes ont démontré un effet modéré, mais notable de 

plusieurs de ces organismes sur l’amélioration de facteurs de risques comme l’IMC, l’HbA1C 

ou encore la glycémie et l’insulinémie à jeun (151–154).  

La bactérie sans doute la plus connue pour ses effets sur le poids ou les altérations de 

l’homéostasie du glucose est Akkermansia muciniphila. Décrite comme étant diminuée au cours 

de l’obésité et du DT2 (130,155), cette bactérie est capable de contrecarrer (lorsqu’administrée 

chez la souris) la prise de masse adipeuse, l’augmentation de LPS et l’hyperglycémie à jeun 

induite par un régime hyperlipidique chez la souris (156). L’une des particularités 

d’Akkermansia muciniphila est que son effet bénéfique sur l’hôte est conservé (voir augmenté) 

lorsque la bactérie est inactivée par pasteurisation (156) (Figure 21A). En effet, afin de faciliter 

l’utilisation thérapeutique de cette bactérie et d’explorer les mécanismes en jeu dans son action, 

l’équipe du Pr Cani a testé l’effet sur l’hôte d’Akkermansia muciniphila pasteurisée, et a 

démontré un effet tout aussi bon qu’avec la bactérie vivante.  

De plus, des études de protéomiques leur ont permis de mettre en évidence une protéine 

membranaire thermostable, appelée Amuc_1100, qui induisait la même réponse que la bactérie 

totale sur le récepteur TLR2. La supplémentation d’animaux sous régime hyperlipidique avec 

cette protéine permet d’induire un effet bénéfique sur le poids et le métabolisme encore plus 

important que la bactérie vivante ou pasteurisée (Figure 21A).  

Un essai clinique de supplémentation de cette bactérie chez des patients obèses et en 

surpoids a montré des effets très intéressants sur le plan métabolique (157). En effet, les patients 

présentaient après 3 mois de supplémentation et par rapport au placébo, une diminution de 

l’insulinémie (-34%), de la glycémie à jeun (-6%), une baisse de l’HOMA-IR et une 

amélioration de la sensibilité à l’insuline de 30%, ainsi qu’une diminution du poids (environ -

2 kg), de la masse adipeuse (-1.3 kg) ainsi qu’une amélioration du tour de taille (-2.6 cm) 

(Figure 21B). De surcroît, ces résultats étaient associés à une très bonne tolérance de la 

supplémentation, et à l’absence d’effets indésirables notables (Figure 21B). À noter que le 

traitement par Akkermansia muciniphila n’a pas entraîné de modulation de la composition du 

MI, ce qui avait déjà été décrit chez l’animal (155,157). 
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Figure 21. Résultats précliniques et cliniques de la supplémentation en probiotiques (ici 

Akkermansia muciniphila). (tiré de (156,157)) 

(note : (A) Différence de poids, de masse adipeuse et de tolérance au glucose de souris sous 

régime standard (ND – blanc) ou sous régime hyperlipidique (HFD – noir, bleu, orange et 

violet) et supplémentées en 1010 A. muciniphila vivantes (bleu), en A. muciniphila 

pasteurisées (orange) et en Amuc_1100, protéine membranaire d’A. muciniphila (violet). 

(B) Évolution de l’HOMA-IR chez 32 patients en surpoids ou obèses avant et après 3 mois 

de supplémentation en 1010 A. muciniphila vivantes (bleu) ou pasteurisées (orange) vs 

placébo (noir)) 

c. Synbiotiques 
L’administration simultanée d’un probiotique et d’un prébiotique est appelée 

« synbiotique » (à ne pas confondre avec « symbiotique »). L’intérêt de cette double 

administration est l’orientation du métabolisme du probiotique, qui peut induire la production 

de molécules bénéfiques. Par exemple, Lactobacillus acidophilus induit une production de 

butyrate 14 fois plus élevée lorsque mis en présence d’inuline ou de pectine qu’en présence de 

glucose (158). Aussi, l’administration de Lactobacillus salivarius a induit plus d’effets sur les 

lipides sériques, l’insulinosensibilité de l’hôte lorsque associé à un prébiotique que seul (159). 

Plus récemment, une revue de 2018 de la littérature sur les synbiotiques a permis de mettre en 
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évidence au travers de 12 études un bénéfice de l’administration concomitante de pré- et 

probiotiques notamment sur la glycémie et l’insulinémie à jeun, l’HOMA-IR (144).  

d. Postbiotiques 

Les postbiotiques sont des métabolites ou des fragments de micro-organismes qui peuvent 

avoir un effet bénéfique sur l’hôte. La protéine Amuc_1100 d’Akkermansia muciniphila peut 

être considérée comme un postbiotique, puisqu’elle représente un fragment membranaire de 

cette espèce (156). Les postbiotiques sont de nature très variée (molécules présentes au sein du 

surnageant de cultures bactériennes, lysats bactériens, acides gras à chaîne courte, fragments 

membranaires, enzymes, polysaccharides, métabolites, vitamines produites par des bactéries) 

et ont des actions très diverses (160).  

 

Figure 22. Résultats précliniques et cliniques d’une supplémentation en postbiotiques. (tiré 

de (139,147)) 

(note : (A) Différences de dépense énergétique, de prise de poids, de sensibilité à l’insuline 

chez des souris supplémentées en butyrates. (B) Différences de sécrétion de PYY et de GLP-

1 et de prise de poids chez des patients en surpoids supplémentés en propionate après 24 

semaines de traitement.) 

Des essais de supplémentation en AGCC comme le butyrate et le propionate ont été 

réalisés. Lorsque supplémenté à la souris, le butyrate permet de limiter complètement la prise 

de poids et l’altération de la sensibilité à l’insuline induite par un régime hyperlipidique, 

notamment via une augmentation majeure de la dépense énergétique (139) (Figure 22A). Ce 
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résultat est aussi observé chez des souris déjà rendues obèses par ce même régime, ce qui 

évoque des aspects translationnels plus qu’intéressants dans le cadre du traitement de l’obésité.  

En ce sens, un essai clinique chez l’homme a évalué l’impact d’une libération uniquement 

au niveau du colon de propionate sur le poids et la régulation de l’appétit de patients en surpoids. 

Les résultats montrent une augmentation considérable de la production de peptide YY et de 

GLP-1 à distance des repas, ce qui se traduit par une diminution de la prise alimentaire et une 

limitation de prise de poids au bout de 24 semaines de traitements (4 sujets du groupe traité ont 

pris ≥ 3% de poids, alors que les sujets non exposés au propionate ont tous pris plus de 3% et 

la majorité d’entre eux ≥ 5% (147) (Figure 22B). 

2. Interventions nutritionnelles  
Une amélioration de l’hygiène de vie et donc de la qualité de l’alimentation représente la 

première ligne de prise en charge du DT2 et de l’obésité, et a montré des effets bénéfiques sur 

le poids et la sensibilité à l’insuline (161,162). De par l’impact de l’alimentation sur la 

variabilité de composition du MI et de ses capacités fermentatrices (voir pages 55 et 60), 

l’association de changements du MI à ces effets bénéfiques a été démontrée grâce à de 

nombreux essais cliniques, tel que résumé dans une récente revue de la littérature (163).  

Néanmoins, la réponse sur le poids et la sensibilité à l’insuline est très variable selon les 

patients, et la compréhension des mécanismes en jeu est nécessaire. L’intégration de données 

variées (cliniques, omiques) semble être une méthode efficace pour mettre en évidence des liens 

entre des composantes liées aux patients (aussi bien avant qu’après l’intervention) et sa réponse 

à l’intervention (164). Par exemple, au sein de la cohorte Micro-Obese étudiée par notre groupe 

et qui comporte 49 sujets en surpoids ou obèses (subissant une restriction calorique pendant 6 

semaines puis un régime de maintenance pendant 6 semaines), les sujets qui présentaient une 

diminution de la richesse génique de leur MI au début de l’étude s’amélioraient moins sur le 

plan métabolique (baisse d’HOMA-IR, des triglycérides et de la CRP) que les patients qui 

avaient une forte richesse génique du MI initiale (Figure 23A-B). Néanmoins, l’intervention 

diététique leur a permis d’améliorer leur profil métabolique alors que la perte de poids totale 

était très faible, sans doute par l’augmentation significative de la richesse de leur MI, sans pour 

autant atteindre le niveau des patients à MI riche (131) (Figure 23A). D’autres études ont 

démontré que la composition préintervention du MI pouvait influencer la réponse des patients 

à cette intervention (165), suggérant donc la possibilité d’une personnalisation nutritionnelle 

pour favoriser les bénéfices. En ce sens, une étude israélienne sur plus de 800 sujets phénotypés 
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cliniquement et biologiquement a permis de mettre en place un système de prédiction de la 

réponse à une intervention nutritionnelle sur la base de facteurs préintervention (dont le MI), 

favorisant la réponse métabolique des sujets (166).

Figure 23. Évolution (A) de la richesse génique du MI au cours d’une intervention 

nutritionnelle de 6 semaines (avec phase de maintien de 6 semaines) et (B) 

comparaison du profil métabolique pré- et post-intervention selon la richesse 

génique initiale du MI. (adapté de (131)) 

3. Transplantations de matières fécales 
La transplantation de matières fécales (TMF) représente le fait de transférer de la selle (et 

donc l’ensemble des microbes qu’elle contient) préparée de manière standardisée d’un sujet 

« sain » à un patient afin de traiter une pathologie liée à une altération du MI. Pour l’heure, la 

seule application reconnue de la TMF en pratique clinique est l’infection à Clostridioides 

difficile récidivant après plusieurs traitements antibiotiques. 

Le succès de la TMF dans le cadre du traitement des infections à Clostridioides difficile a 

ouvert la voie de son utilisant pour d’autres pathologies possédant une composante d’altération 

du MI, comme par exemple les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI). Dans 

le contexte de l’obésité et/ou du DT2 a été étudiée au sein de 5 études humaines.   

a. Impact sur le poids 

Sur le poids, bien que plusieurs études murines aient prouvé un impact de la TMF sur la 

régulation du poids et de l’adiposité (120,123,167,168), d’autres n’ont pas montré d’effet 
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(169,170). Chez l’Homme, aucune des 5 études de TMF réalisée chez des patients atteints 

d’obésité ou de surpoids n’a montré d’impact sur le poids (136,137,171–173). Cette absence 

d’impact de la TMF sur le poids de receveurs souligne la nécessité d’étudier les facteurs 

déterminant l’efficacité de la TMF. 

b. Impact métabolique 
L’étude princeps, publiée par l’équipe de Vrieze et al., a démontré une augmentation 

significative de la sensibilité périphérique à l’insuline, ainsi qu’une tendance à l’augmentation 

de la sensibilité hépatique à l’insuline, par transfert allogénique de MI par infusion duodénale, 

alors que le transfert autologue n’a eu aucun impact (136). Cette étude a aussi démontré une 

importante variabilité de réponse parmi les receveurs, puisque 4 ont bien répondu 

(augmentation ≥ 10% de la vitesse de captation périphérique du glucose, traduisant une 

amélioration de la sensibilité à l’insuline) et 4 n’ont pas réellement répondu (augmentation < 

10% de la vitesse de captation du glucose). Deux études plus récentes ont fait une observation 

analogue : environ 50% de répondeurs et de non-répondeurs (137,171), suggérant donc des 

paramètres liés aux donneurs et aux receveurs dans l’efficacité de l’induction de la réponse 

Figure 24). De plus, la persistance de l’effet bénéfique est de courte durée, puisque les résultats 

de l’étude de Kootte et al., ont démontré une perte des bénéfices sur la sensibilité périphérique 

à l’insuline au bout de 18 semaines (137). 

a. Facteurs déterminants l’efficacité 

Plusieurs facteurs méthodologiques ou inhérents aux donneurs et aux receveurs ont été 

étudiés afin d’expliquer cette variabilité de réponse à la TMF. Un travail de 2016 faisant suite 

à l’étude de Vrieze et al., a évalué l’implantation du MI des donneurs chez les receveurs 

plusieurs jours après la TMF, ce qui a permis de démontrer deux éléments : d’une part, qu’il 

existait une résilience forte du MI des receveurs, bien qu’une proportion non négligeable du MI 

des donneurs persiste même après 84 jours (174), et d’autre part que l’implantation initiale du 

MI du donneur était très variable d’un patient à l’autre (allant de 80% du MI du receveur en 

provenance du donneur pour à patients, à seulement 10%). Cette étude a aussi démontré que 

certaines espèces bactériennes s’implantaient durablement suite à la TMF, comme Roseburia 

hominis ou Akkermansia muciniphila, alors que pour d’autres espèces, l’implantation ne se 

réalisait pas, même à très court terme, comme pour Eubacterium rectale ou Faecalibacterium 

prausnitzii (174) (Figure 25).  
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Figure 24. Amélioration de la sensibilité périphérique à l’insuline avant et (A-B) 6 semaines 

ou (C) 2 semaines après TMF. (adapté de (136,137,171)) 

(note : Un point bleu représente une amélioration de la vitesse de captation périphérique du 

glucose ≥ 10%, un point gris une amélioration <10%, et un point rouge une détérioration de 

cette vitesse. Les études A et B ne considéraient pas la détérioration de la vitesse de captation 

périphérique du glucose) 

Pour expliquer cette variabilité globale d’implantation, plusieurs études de TMF dont celle 

de Kootte et al., ont prouvé que la diversité bactérienne du MI du donneur conditionnait la 

réponse à la TMF : les donneurs à MI hautement diversifiés induisaient plus de réponses 

positives après TMF que les donneurs à faible diversité (175,176), une observation déjà 

démontrée chez la souris (138). De façon plus spécifique, la préparation de l’inoculum semble 

aussi jouer un rôle dans les capacités de colonisation du MI du donneur. En effet, l’exposition 

à l’oxygène au cours de la préparation impacte fortement la viabilité bactérienne, puisque 

certains genres bactériens comme Faecalibacterium ou Subdoligranulum sont extrêmement 

sensibles à l’O2, alors que d’autres beaucoup moins, comme Escherichia ou Alistipes (177). Le 

solvant utilisé pour la dilution de la selle du donneur a un impact non négligeable sur la survie 

bactérienne après congélation, allant de 75% de viabilité après dilution dans des solutions 
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contenant des cryoprotectants comme du maltodextrose ou tréhalose, à 24% lors de préparation 

dans du NaCl 0.9% (178,179). 

De fait, l’anaérobiose et la présence de cryoprotectants semblent donc être des conditions 

permettant d’assurer la viabilité des bactéries de l’inoculum. Néanmoins, les conséquences de 

ces aspects méthodologiques sur la capacité du MI du donneur à coloniser et à induire une 

amélioration du phénotype du receveur restent à démontrer. 

Aussi, l’étude murine de Ridaura et al., a prouvé que le transfert de MI de sujets non obèses 

n’induisait pas de prise de poids des animaux comparativement au transfert du MI de sujets 

obèses (123). Les auteurs ont aussi réalisé une expérience de co-housing, et ont donc mélangé 

les animaux receveurs obèses et les animaux receveurs maigres. L’échange de MI entre les deux 

groupes par coprophagie a montré que l’exposition des receveurs obèses au MI des receveurs 

non obèses annulait la prise de poids des receveurs obèses, traduisant un effet bénéfique du MI 

de sujet mince. Néanmoins, cette dernière observation n’était plus observée lorsque le contenu 

lipidique de l’alimentation des animaux augmentait, démontrant donc la participation de 

l’alimentation à l’induction du phénotype par transfert de MI (123).  

Au niveau des modalités d’administration et de la tolérance, des méta-analyses évaluant la 

tolérance et la performance de la TMF dans le cadre des infections à Clostridium difficile et des 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin ont démontré que l’inoculation était bien très 

tolérée et ne présentait que peu d’effets indésirables, qu’elle était plus efficace lorsque réalisée 

par voie basse et de façon répétée plutôt qu’une seule fois (180,181). De façon intéressante, ces 

méta-analyses n’ont pas permis de montrer la supériorité d’un inoculum frais par rapport à un 

inoculum congelé. Néanmoins, ces observations ne sont pas forcément transposables au 

contexte de l’obésité et des maladies métaboliques, et restent donc à confirmer.  

Pour l’heure, l’intérêt de la TMF dans le cadre des maladies métaboliques semble donc être 

partiellement établi, mais la variabilité importante de l’efficacité requiert la réalisation d’études 

permettant d’identifier la méthodologie optimale à mettre en place, puisqu’à ce jour, l’impact 

du protocole de préparation de l’inoculum, du nombre et des modalités de son administration, 

de caractéristiques du receveur ainsi que du donneur et du potentiel bénéfice apporté par une 

intervention nutritionnelle concomitante à la TMF restent inexplorés. 
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Figure 25. Évaluation de l’implantation et de la persistance du MI des donneurs au sein du 

MI des receveurs de 2 à 84 jours après la TMF. (tiré et adapté de (174)) 

(note : les barres oranges représentent les bactéries du donneur, les barres jaunes les 

bactéries communes entre les donneurs et les receveurs, les barres bleues les bactéries 

retrouvées uniquement chez les receveurs. (A) proportion du MI du receveur provenant du 

donneur au fil des semaines suivant l’inoculation. (B) Évaluation de l’implantation de 

certaines des espèces des donneurs chez les receveurs) 

4. Futurs développements : symbiontes génétiquement modifiés 
Plutôt que de modifier la composition bactérienne du MI, des groupes de recherche ont 

évalué la pertinence de modifier le génome de ces bactéries, afin d’ajouter des fonctions 

nouvelles. Par exemple, une équipe a introduit une machinerie génétique capable d’induire la 

production de N-acylphosphatidylethanolamine (ayant un effet satiétogène) au sein 

d’Escherichia coli. Lorsqu’administré à des souris, cette souche mutante a permis de diminuer 
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la prise de poids et de masse adipeuse, ainsi que d’améliorer les altérations du métabolisme des 

animaux induites par un régime hyperlipidique (182). 

De la même façon, Duan et al., ont administré à des rats traités par streptozotocine 

(induisant une destruction d’îlots β de Langerhans et donc d’une diminution de la sécrétion 

d’insuline) une souche de Lactobacillus gasseri pouvant sécréter du GLP-1 dans la lumière 

intestinale. L’inoculation de cette souche mutante a induit le développement de cellules 

intestinales capables de produire de l’insuline (via reprogrammation de cellules souches), ce 

qui permit de restaurer des niveaux d’insuline circulante comparables aux animaux non exposés 

à la streptozotocine et donc de diminuer la glycémie des animaux inoculés (183).  

Bien que ces techniques de biologie synthétique appliquées au MI offrent des perspectives 

scientifiques, thérapeutiques et cliniques indéniables, elles comportent aussi de nombreuses 

questions éthiques qu’il faudra aborder afin de favoriser l’essor de ces outils (184). 

5. Chirurgies de l’obésité  
La chirurgie bariatrique est un modèle très particulier de changement de la physiologie 

intestinale (185). Notre équipe et d’autres ont démontré une action forte de ces interventions 

sur la composition et la fonctionnalité du MI.  

Les relations entre évolution du MI après chirurgie bariatrique et amélioration métabolique 

seront discutées au sein de la partie suivante, et plus particulièrement à partir de la page 122.  



 
 

Partie III. De la chirurgie bariatrique à la 
chirurgie métabolique 
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I. Traitement chirurgical de l’obésité  

1. Histoire et techniques 
Les procédures regroupées sous le terme de « chirurgie bariatrique » reposent sur 

l’induction chirurgicale d’une restriction alimentaire associée ou non à une malabsorption pour 

induire une perte de poids. La première preuve écrite de l’utilisation d’un acte invasif pour 

traiter une surcharge pondérale remonte au 10ème siècle (186). Alors roi, Sanche Ier de León fut 

évincé du trône d’Espagne en raison de son obésité. Il consulta Hisdaï ibn Shaprut, alors 

médecin à Cordoue, qui proposa de lui suturer les lèvres afin qu’il ne puisse ingérer, par un 

tube placé dans sa bouche, qu’une concoction à base de plantes (dont de l’opium) : la thériaque 

(187). Perdant près de la moitié de son poids, Sanche Ier retourna à León et remonta sur son 

trône.  

Ce n’est qu’au milieu du 20ème siècle que la question d’une prise en charge chirurgicale se 

posa pour répondre à l’« épidémie d’obésité » (188). En 1954 à l’Université du Minnesota, le 

Dr John H. Linnear développa une chirurgie appelée « bypass jéjuno-iléal » (189). Le montage 

consistait à exclure la quasi-totalité de l’intestin grêle du tractus alimentaire, sauf une petite 

portion de 30 à 45 cm, ce qui entraînait une malabsorption massive. Bien que très utilisé dans 

les années 60 et 70 et qu’efficace pour induire une perte de poids importante et stable dans le 

temps, ses nombreux effets indésirables (tels que des diarrhées, des problèmes rénaux avec un 

déséquilibre électrolytique et des insuffisances hépatiques sévères) menèrent à l’abandon de 

cette chirurgie (190). Un autre type de montage proche du bypass jéjuno-iléal, appelé bypass 

jéjuno-colique fut proposé en 1963 par Robert R. Commons (191) mais fut aussi rapidement 

abandonné en raison de ses nombreux effets indésirables, malgré de nombreuses modulations 

du montage (192,193). Au milieu des années 60, les Dr Edward Mason et Chikashi Ito de 

l’Université d’Iowa observèrent que les patients ayant recours à une résection gastrique pour 

traiter leurs ulcères perdaient beaucoup de poids. Ils proposèrent ainsi le premier bypass 

gastrique (194) combinant malabsorption et restriction qui consistait en une transsection 

horizontale de l’estomac avec anastomose entre la partie proximale de l’estomac et l’iléon. Par 

la suite, le montage fut optimisé (195) puis modifié afin de réduire les reflux biliaires (196), 

aboutissant au bypass « Roux-en-Y » (RYGB) qui est toujours utilisé aujourd’hui (Figure 

26A). Le RYGB a pour avantage d’induire moins de diarrhées, d’insuffisances hépatiques et de 

problèmes rénaux que le bypass jéjuno-iléal (196). Il existe une variante du RYGB, appelée 
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mini-bypass (MGB), qui présente des résultats légèrement meilleurs que le RYGB sur le poids 

(197). Néanmoins, ce montage présente de nombreux effets indésirables, poussant la HAS à ne 

pas le rembourser et à réaliser de plus amples études évaluant notamment avec la variation de 

la longueur de l’anse par rapport au RYGB, avant de la recommander en pratique courante 

(198).  

 

Figure 26.  Représentation schématique de 4 types de chirurgies bariatriques les plus 

communément employés en France et dans le monde. (adapté de (199)) 

(note : (A) Bypass Roux-en-Y (RYGB), (B) Dérivation biliopancréatique (DBP), (C) 

Anneau gastrique ajustable (AGA) et (D) Gastrectomie longitudinale (ou sleeve 

gastrectomy – SG)) 

Pour essayer de limiter les effets indésirables majeurs des bypass jéjuno-iléaux, le Pr 

Nicola Scopinaro de l’Université de Gênes en Italie proposa la dérivation biliopancréatique 

(DBP) d’abord chez le chien (200) puis chez l’Homme (201). Cette chirurgie consiste en une 

gastrectomie distale avec anastomose d’une portion d’environ 2,50m de l’intestin grêle à la 

poche gastrique (Figure 26B). La portion distale du reste de l’intestin (comprenant le 

duodénum, le jéjunum et la partie proximale de l’iléon et recueillant les sucs biliaires) est 

anastomosée environ 50 cm avant la valve iléo-caecale (202). Cette « chirurgie de Scopinaro » 

induit une perte de poids massive et durable jusqu’à 25 ans (202) mais aussi des complications 

importantes (anémies, malabsorption protidique et vitaminique et ulcérations au niveau de la 

poche gastrique). Ici encore, le montage fut repris par d’autres équipes, ce qui aboutit par 

exemple à la dérivation biliopancréatique avec switch duodénal (203,204) qui permet la même 

perte de poids en diminuant les taux de complications (203). Ces techniques sont toujours 
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employées aujourd’hui, mais à des taux d’utilisation très inférieurs à ceux du RYGB (205), 

compte tenu des effets secondaires non négligeables. 

En parallèle, des techniques purement restrictives furent proposées grâce au 

développement des agrafes chirurgicales. Ces techniques ont pour but de diminuer les quantités 

de nourriture ingérées en réduisant le volume de l’estomac (réversiblement ou non), ce qui 

conduit à une augmentation forte de la sensation de satiété précoce (206). La quantité de 

calories ingérées quotidiennement diminue, conduisant de fait à la perte de poids escomptée. 

L’une des première techniques purement restrictives fut proposée par le Pr Mason en 1982 

(207). Cette technique, appelée « gastroplastie verticale calibrée », consistait à agrafer toute la 

partie supérieure de l’estomac afin de former une petite poche gastrique se terminant par un 

anneau métallique non ajustable. La gastroplastie verticale présente des résultats intéressants 

sur la perte de poids, mais qui ne sont pas maintenus sur le long cours, notamment à cause du 

risque de reperméabilisation des agrafes conduisant à un regain de poids (208,209). Le Dr 

MacLean proposa en 1993 de sectionner la partie agrafée afin d’empêcher sa reperméabilisation 

(210), mais les résultats ne sont que légèrement meilleurs (50% d’échecs thérapeutiques à 10 

ans). De plus, de nombreux effets indésirables (reflux gastro-œsophagiens, dilatation de la 

poche gastrique) conduisirent à une baisse de l’utilisation de la gastroplastie calibrée au profit 

de techniques plus modernes, telles que la gastroplastie par anneau ajustable. L’anneau 

gastrique ajustable (AGA) a été proposé à la fin des années 80 par le Dr Lubomyr Kuzmak 

(211). L’AGA fonctionne par placement d’un anneau en silicone au niveau de l’estomac 

(environ 2 ou 3 cm sous la jonction gastro-œsophagienne) relié à une chambre d’injection 

placée en sous-cutané, généralement au niveau du flanc gauche, permettant de serrer plus ou 

moins l’anneau par ajout de liquide inerte (Figure 26C). L’avantage principal de cette 

technique est que l’anneau peut être ajusté sans besoin de réopérer et qu’elle est complètement 

réversible. Bien que sûr, l’AGA est de moins en moins utilisé compte tenu de son inefficacité 

relative à induire une perte de poids maintenue dans le temps par rapport aux autres techniques, 

et de ses effets secondaires nombreux qui conduisent actuellement au retrait de plus de 50% 

des anneaux posés.  

Au début des années 2000, il fut proposé par l’équipe du Dr Joseph P. Regan pour les 

patients « super-obèses » (IMC ≥ 60 kg/m2) présentant des risques chirurgicaux supérieurs 

d’effectuer le RYGB en deux étapes : dans un premier temps réaliser la gastrectomie verticale 

(Figure 26C) aussi appelée sleeve gastrectomy (SG) suivie environ 1 an plus tard du montage 
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intestinal du RYGB (212). L’observation d’une perte de poids massive à la suite de la première 

chirurgie suggéra l’utilisation de la SG seule pour traiter l’obésité. A ce jour, la SG est la 

technique la plus employée devant le RYGB ; elle est jugée sûre (205), efficace et convertible 

en RYGB. Néanmoins les données récentes montrent que certains patients développent des 

reflux importants après SG, et la SOciété Française et Francophone de Chirurgie de l'Obésité 

et des Maladies Métaboliques (SOFFCO-MM) recommande maintenant de réaliser des 

fibroscopies systématiques de contrôle à 1, 3, 5 et 10 ans post-opératoire (213). Ceci induira 

peut-être une réduction de l’engouement pour cette technique dans les années à venir et un 

retour vers le RYGB. 

2. Épidémiologie chirurgicale 
Une étude de 2017 a révélé que près de 600 000 CB avaient eu lieu en 2014 à l’échelle de 

la planète (205). Les deux principales opérations sont la SG et le RYGB (Tableau 5). Outre le 

nombre total de CB qui semble être en augmentation constante, c’est surtout l’usage des 

différents types de CB qui a changé. Ainsi entre 2011 et 2014, la part de la SG est passé de 10% 

du total à plus de 58% en Amérique du Nord, au dépend du nombre d’AGA posé. En Europe et 

en Asie, la part de la SG a aussi augmenté de manière constante. L’AGA est de moins en moins 

utilisé, représentant moins de 8% du total des chirurgies en 2014. Le RYGB est aussi en 

diminution, bien que son utilisation reste très importante (205). 

Tableau 5. Utilisation de la chirurgie bariatrique dans le monde, en 2014. (traduit de (205)) 

Type Nombre 

Sleeve gastrectomy (SG) 265 898 45,9% 

Bypass Roux-en-Y (RYGB) 229 455 39,6% 

Anneau gastrique ajustable (AGB) 42 388 7,4% 

Mini-gastric bypass (MGB) 10 403 1,8% 

Dérivation biliopancréatique (DBP) 6 123 1,1% 

Autres 2 525 4,3% 

Total 579 517 100% 

La France est en troisième position mondiale en termes de nombres d’intervention de CB 

(après ajustement sur la densité de population), et le nombre total est en constante augmentation 

(214). En termes de choix du montage, la France se compte de façon analogue à l’Europe : la 

sleeve est majoritaire, le RYGB arrive second, et l’anneau est de moins en moins employé 

(Figure 27). 
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Figure 27. Évolution du nombre de chirurgies bariatriques effectuées en France au cours de 

la période 2005 – 2014. (traduit de (214)) 

3. Indications et contre-indications  
La CB est recommandée en France (215–217) pour les patients âgés de 18 à 60 ans 

présentant un IMC ≥ 40 kg/m2 ou ≥ 35 kg/m2 associé à au moins une comorbidité de l’obésité 

potentiellement améliorée par la chirurgie (DT2, hypertension artérielle, apnée du sommeil 

etc.). Selon les recommandations, la CB doit intervenir en seconde intention après prise en 

charge médicale spécialisée d’au moins 6 à 12 mois et échec du traitement conventionnel (218). 

Exceptionnellement, la CB peut être indiquée chez les adolescents ayant moins de 18 ans (219). 

La préparation préopératoire du patient candidat à la chirurgie, réalisée par une équipe 

multidisciplinaire (endocrinologues, nutritionnistes, chirurgiens, anesthésistes, diététiciens, 

éducateurs en activité physique adaptée et psychologues/psychiatres) permet de détecter de 

potentiels troubles de l’humeur et du comportement alimentaire qui, s’ils sont graves et non 

stabilisés, représentent une contre-indication. Cette préparation doit évaluer la capacité ou 

l’incapacité du patient à participer à un suivi médical prolongé, et rechercher une dépendance 

à l’alcool et aux substances psychoactives licites et illicites qui sont autant de facteurs qui 

contre-indiquent l’emploi de la CB. 

4. Résultats sur le poids 
Plusieurs études (220–223), essais cliniques randomisés (224–232) (RCT) et méta-analyses 

(233–235) ont démontré la forte supériorité de la CB à induire une perte de poids par rapport à 

toute autre intervention non chirurgicale. Les études à très long terme (jusqu’à 15 ans) 
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(220,224) ont prouvé que cette perte de poids était maintenue dans le temps, bien qu’une reprise 

d’environ 10% était observée après la première année post-opératoire.  

Les résultats les plus connus sont sans doutes ceux de la « SOS Study » (Swedish Obese 

Subjects) (220), une étude prospective à très long terme, certes non randomisée mais comparant 

n=2010 patients ayant eu une CB à n=2037 patients pris en charge médicalement (Figure 28). 

Ces résultats, sans équivoque, de la CB sur la perte poids en font le traitement de référence de 

l’obésité sévère, et démontrent aussi l’échec de la prise en charge médicale et thérapeutique de 

l’obésité à induire une perte de poids majeure et durable. 

Les CB associant malabsorption et restriction étaient longtemps considérées comme 

induisant une perte de poids plus importante que les CB purement restrictives, le gradient se 

faisant de la façon suivante : DBP > RYGB > SG > AGA (233). Néanmoins, une dernière étude 

randomisée a démontré que la perte de poids à 5 ans n’était pas différente entre SG et RYGB 

(236), ce qui a d’ailleurs été confirmé par une récente méta-analyse ayant démontré des effets 

similaires de perte de poids après SG et RYGB sur 18 études (237).  

Il existe néanmoins une variabilité dans la réponse pondérale après CB. Des facteurs 

intrinsèques aux patients peuvent expliquer l’amplitude de la perte de poids, comme par 

exemple le sexe, le poids initial, ou encore la sévérité des comorbidités liées à l’obésité comme 

le DT2 (224). De surcroit, la résistance générale à la perte de poids et la disposition à en 

reprendre pourraient potentiellement être les conséquences d’une plasticité amoindrie du tissu 

adipeux de ces patients. En effet, il a été montré par notre équipe que la fibrose péricellulaire 

du tissu adipeux, c’est-à-dire le dépôt de fibres de la matrice extracellulaire entre les adipocytes, 

était associée à une résistance à la perte de poids suite à la CB (238) et à l’insulinorésistance et 

au DT2 (239,240), en lien notamment avec l’accumulation conjointe de macrophages M1 au 

profil pro-inflammatoire (241). 

La reprise de poids après quelques années a été associée à différents facteurs liés à la 

personne (non suivi des recommandations alimentaires, sédentarité, désordres métaboliques)  

mais aussi à la chirurgie (dilatation de la poche gastrique) (242). Ainsi, un suivi régulier des 

patients est crucial pour prévenir l’apparition de ce type de troubles et donc la reprise de poids.  
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Figure 28.  Cinétique sur 15 ans de la perte de poids après prise en charge non-chirurgicale 

(bleu), anneau gastrique (orange), gastroplastie verticale (violet), Roux-en-Y 

gastric bypass (vert). (tiré de (220)) 
(note : le nombre de patient à chaque temps est présenté pour chacune des interventions au 

sein de la table sous la figure) 

5. Influence sur la mortalité et les comorbidités 
Compte tenu de la nature invasive des CB (intervention viscérale, patients à risques de 

complications supérieurs), le suivi de la mortalité péri-chirurgicale (≤ 30 jours) et au-delà est 

primordial afin d’établir le rapport bénéfice / risque de ce type d’intervention. En 2014, une 

méta-analyse publiée dans JAMA par Chang et al. a recensé l’ensemble des études (37 RCT et 

127 études observationnelles) alors publiées et détermina des taux de mortalité à court et long 

terme, ainsi que les taux de complications suite au RYGB, à la SG et à l’AGA. Ces résultats, 

résumés Tableau 6, confirment que ces techniques sont sûres (taux de mortalité peropératoire 

de 0,08% pour le RYGB, donc proche de celui de l’appendicectomie non compliquée (243)).  

Outre la sûreté chirurgicale, les principaux résultats de l’évolution de la mortalité après 

chirurgie bariatrique viennent à nouveau de la SOS (220,244–246). Le suivi à très long terme 
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(>16 ans) des 2000 patients ayant eu une CB a montré une nette diminution du risque de 

mortalité notamment cardiovasculaire après chirurgie bariatrique, d’environ 30% après 

ajustement sur âge, sexe et facteurs de risques (Figure 29). Cette étude et d’autres ont prouvé 

que la mortalité à plus long terme était de l’ordre de 3 à 4‰ et était croissante selon le type de 

CB de la façon suivante : AGA < SG < RYGB (233,235,237,244,247–249). En comparaison, 

le taux de mortalité annuel (toutes causes) pour des patients non opérés mais appariés sur l’âge, 

le sexe et l’IMC était de l’ordre de 6‰ (248).  

 

Figure 29. Mortalité cumulative au fil des années suivant après une CB ou une prise en 

charge médicale (étude SOS). (adapté de (244)) 

Cette diminution de la mortalité est certainement liée à une amélioration des comorbidités 

ou à la prévention de leur apparition. Les études sur le très long terme ont décrit que la CB était 

associée à une très nette amélioration de l’hypertension (235,250), une diminution de 

l’incidence du DT2 chez les patients opérés non diabétiques (251), ainsi qu’un fort taux de 

rémission chez les patients qui étaient diabétiques avant leur opération (cf. la partie de ce 

manuscrit de thèse dédiée à l’amélioration post-CB du DT2, page 96), de l’apnée du sommeil 

(252), de la stéatose hépatique (253–255), ainsi qu’à une diminution importante du risque 

cardiovasculaire (225,256) et de l’incidence de cancers notamment chez les femmes (257,258). 

Une étude récente a confirmé cette diminution de l’incidence de cancer chez les patients opérés, 
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et a démontré que la CB était protectrice contre tous les types de cancers étudiés, surtout ceux 

associés à l’obésité (cancer du sein post-ménopause, de l’endomètre ou du colon), sans toutefois 

démontrer de différences majeures en hommes et femmes (259).  

Cependant, ces bénéfices majeurs ne doivent pas faire occulter le fait qu’environ 15% des 

patients (Tableau 6) connaissent des complications plus ou moins sévères suite à leur chirurgie. 

Les troubles sont variables selon le type de procédure (et donc des modifications du tractus 

digestif) et peuvent apparaître à plus ou moins long terme : reflux gastro-œsophagien, nausées, 

vomissements, dysphagie, dumping syndrome, hypoglycémies réactionnelles, diarrhée, 

constipation, alors que d’autres sont liés à l’acte chirurgical : hémorragies, ouverture de la ligne 

d’agrafes, fistules, occlusions et hernies internes (260,261).  

Ce taux de complications explique le taux important de réadmission (20% des patients la 

première année après RYGB aux USA, en 2005 (262)), tout comme celui des ré-opérations 

pour cause de complications (environ 6% (235)). Malgré tout, ces effets indésirables ne 

semblent pas altérer les résultats bénéfiques de la CB (notamment sur la perte de poids) (263), 

bien que la charge sur la qualité de vie puisse être importante. 

Tableau 6. Méta-analyse du risque de mortalité et de complications après chirurgie 

bariatrique. (adapté de (235)) 
(note : Les données présentées représentent les taux moyens (%) déterminés à partir 

d’inférences bayésiennes, avec l’intervalle de confiance à 95% entre parenthèses. a. nombre 

faible de patients inclus dans l’analyse ; RCT : essai clinique randomisé ; Obs : étude 

observationnelle ; RYGB : Bypass Roux-en-Y ; AGA : anneau gastrique ajustable ; SG : 

sleeve gastrectomy).

  Taux de mortalité estimé (% (95%CI)) 
 Études RYGB AGA SG Total 

Taux de mortalité  
≤ 30 jours 

RCT 0,08 
(0,01-0,30) 

0,11 
(0,01-0,50) 

0,50 
(0,01-3,88) 

0,08 
(0,01-0,24) 

Obs  
0,38 

(0,22-0,59) 
0,07 

(0,02-0,12) 
0,29 

(0,11-0,63) 
0,22 

(0,14-0,31) 

Taux de mortalité  
> 30 jours 

RCT  0,39 
(0,01-0,86) 

0,14 
(0,00-0,55) 

6,00a 

(0,00-100,00) 
0,31 

(0,01-0,75) 

Obs 0,72 
(0,28-1,30) 

0,21 
(0,08-0,37) 

0,34 
(0,14-0,60) 

0,35 
(0,20-0,52) 

Taux de complications 
RCT 

21,00 
(12,00-33,00) 

13,00 
(5,20-26,00) 

13,00 
(0,70-44,00) 

17,00 
(11,00-23,00) 

Obs 12,00 
(7,30-17,00) 

7,80 
(3,90-13,00) 

8,90 
(5,60-13,00) 

9,80 
(7,40-13,00) 
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6. Choix du montage 
Le rapport bénéfice / risque des différentes techniques ne permet pas d’affirmer la 

supériorité d’une technique par rapport à une autre, ce qui explique que la HAS ne recommande 

pas un montage plus qu’un autre (215). Le choix de la technique chirurgicale doit donc se faire 

conjointement entre l’équipe pluridisciplinaire et le patient, et doit tenir compte de différents 

paramètres tels que l’expérience de l’équipe chirurgicale, des facteurs de risques liés au patient 

(IMC élevé, antécédents médicaux et chirurgicaux, pathologies associées, etc.). Dans certains 

cas (présence d’une pathologie concomitante, DT2, présence d’un reflux), le choix de la 

technique pourra être orienté par l’équipe médico-chirurgicale vers une technique plus qu’une 

autre. 

 

II. Impact de la chirurgie bariatrique sur le DT2 

1. Premières observations 
La première observation de l’amélioration de l’hyperglycémie par traitement chirurgical 

date d’il y a bientôt un siècle. Un article publié en 1925 dans la revue The Lancet fait état d’une 

résolution extrêmement rapide de glycosurie (l’un des symptômes les plus révélateurs de 

diabète à l’époque) après chirurgie gastrique (264). L’avènement des chirurgies digestives dans 

le cadre du traitement de l’obésité au milieu du 20ème siècle a aussi mené à des observations 

similaires (265). Les publications de Walter Pories (266,267) à la fin des années 80 marquèrent 

le début de l’engouement autour de l’utilisation de la chirurgie bariatrique comme traitement 

du DT2.  

2. Définition de la rémission du diabète 
Avant de parler des bénéfices de la CB sur le DT2, il est important de définir cette 

amélioration. En effet, la méta-analyse de Buchwald et al. de 2009 a révélé que les définitions 

de la rémission utilisées étaient variables entre les études, ce qui pouvait participer la variabilité 

observée de prévalence d’obtention de la rémission entre les études (233), compliquant leur 

comparaison.  

Afin de pallier cela, un groupe d’experts mené par l’ADA proposa en 2009 de définir la 

rémission (268) comme étant une normalisation ou une quasi-normalisation des paramètres de 

l’homéostasie glucidique (glycémie à jeun et HbA1c) en l’absence de traitement antidiabétique 
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pendant au minimum un an (Figure 30). Cette nouvelle définition étant plus stricte que celles 

précédemment utilisées (glycémie < 5.6 mmol/L ou HbA1C < 6% sans traitement anti-DT2), 

les nouveaux taux de rémission calculés selon cette définition sont donc plus faibles que les 

anciens (233,269) : 41% vs 58% pour le RYGB, 26 vs 32% pour la SG, et 7 vs 17% pour l’AGB 

(269). 

 

Figure 30.  Définition de la rémission du DT2, telle que proposée par l'ADA en 2009 (268). 

(figure originale)  

Cependant, cette définition est souvent remise en question, comme parfaitement illustré 

par Kalra et al., début 2021 (270). Par exemple, l’utilisation de la glycémie comme facteur de 

non-rémission peut induire des erreurs : par exemple la classification d’un patient comme en 

non-rémission s’il présente une hyperglycémie liée au stress (syndrome « blouse-blanche » par 

exemple (271)), ou encore on pourrait considérer qu’un patient ayant conservé la metformine 

pour prévenir la récidive (comme dans le Diabetes Prevention Program (DPP)) soit en non-

rémission, (272), bien que cela soit recommandé par exemple par l’ADA (273).  

Face à cela, de nouvelles propositions de définition moins strictes ont été établies. En 2019, 

deux associations anglaises ont défini la rémission du DT2 comme étant une normalisation de 

l’HbA1C sans traitement pendant au moins 6 mois (274). Cette définition est semblable à celle 

proposée bien plus tôt par Ramos-Levi et al., qui proposait d’utiliser la définition de l’ADA 

(Figure 30) sans prendre en compte la glycémie à jeun (275). Néanmoins, nous utiliserons dans 

le reste de ce manuscrit les critères de l’ADA de 2009 (268) pour définir la rémission du DT2, 

en raison de son utilisation quasi-généralisée au travers de la littérature actuelle. De façon 

importante, cette définition ne tient pas compte de la gravité du DT2 persistant après la CB en 

cas de non rémission. Cette question est abordée dans mon travail de thèse 
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3. Résultats de la CB sur le DT2 
Bien que complexes à mettre en œuvre, les études cliniques randomisées restent le la 

méthode de référence pour démontrer la supériorité d’une thérapeutique sur une autre. Plus de 

20 RCT ont été publiés et ont évalué l’aptitude de la CB à induire une rémission du DT2 par 

rapport aux thérapies usuelles. Les résultats ont été intégrés dans la méta-analyse de Rubino et 

al., en 2016 (199) : bien que la réponse soit variable entre les études, 100% des études analysées 

démontrent que la CB est supérieure au traitement médical pour induire la rémission (Figure 

31), et ce, quel que soit l’IMC initial (199,276). A noter toutefois que peu d’études avaient 

inclus des patients <35kg/m². 

Figure 31. Diagramme en forêt présentant la probabilité d’atteindre l’objectif glycémique 

fixé pour chacune des 11 études (seuil d’HbA1c présenté entre crochets []) entre 

la CB par rapport à aux interventions usuelles. (tiré de (199)) 

En outre, les bénéfices en matière d’atteinte de l’objectif d’HbA1C apportés par la CB ne 

dépendent pas de la durée du suivi post-opératoire (allant de 6 à 60 mois – Figure 31) soulignant 

donc la durabilité des bénéfices offerts par la CB (199). De plus, alors que les interventions sur 

les habitudes de vie et/ou sur la prise en charge médicamenteuse ne permettent de réduire 

l’HbA1c « que » de 0,4 points environ, la CB induit une diminution de plus de 2 points (199). 

Pour la quasi-totalité des 11 RCT présentés Figure 31, la CB a permis de descendre l’HbA1c 

sous la barre des 6,5% et ce, indépendamment de l’HbA1c initiale (Figure 32A et (199)). Ce 

bénéfice en faveur de l’amélioration du contrôle glycémique se traduit d’ailleurs à long terme 

au niveau des complications chroniques du DT2 avec une réduction des altérations vasculaires 

ainsi que des complications microangiopathiques chez les patients diabétiques (Figure 32BC).
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Figure 32.  Évolution de l’HbA1c et de l’incidence des complications vasculaires et 

microangiopathiques après CB. (adapté de (199) et (246)) 
 (note : (A). Nuage de points comparant l’évolution de l’HbA1C préopératoire (puces colorées) 

à l’HbA1c post-opératoire (triangles violets) pour chacun des 11 RCT présentés Figure 31. (B) 

et (C). Comparaison de l’incidence à très long terme de l’apparition de complications 

microvasculaires et macrovasculaires entre patients ayant eu recours à une CB et patients pris en 

charge médicalement) 

Néanmoins, malgré ces bénéfices majeurs observés sur de larges cohortes, il existe des 

variabilités interindividuelles, qui font que tous les patients n’entrent pas en rémission (226) ou 

que certains rechutent et redeviennent DT2 à plus long terme (229). Le terme « rémission » a 

été choisi par analogie avec la cancérologie, puisque « rémission » sous-entendant un risque de 

récidive (268). C’est d’ailleurs ce que prouvent les RCT ainsi que les études cliniques 

prospectives et rétrospectives ayant étudié les effets à plus long terme de la CB sur le DT2 : 

passé la première année, le taux de rémission diminue et varie selon le type de chirurgie et la 

sévérité initiale du DT2 (Tableau 7). On parle alors de « récidive » ou de « rechute » du DT2. 
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Tableau 7. Ensemble des études décrivant l’évolution du taux de rémission du DT2 à moyen 

terme (≥ 5 ans de suivi) et utilisant comme définition de la rémission celle 

proposée par l’ADA. (tableau original)  
(note : N.r. : non-reporté ; Prosp : prospective ; Random : randomisée ; Rétro. : 

rétrospective).

Étude 
Type 

d’étude 
Type de 

CB 
Nombre de 

patients 
Taux de 

rémission 
Taux de 
rechute  

Adams et al., 2012 & 
2017 (223,277) Prosp. RYGB 

2 ans : n=88 
6 ans : n=87 
12 ans : n=84 

2 ans : 75% 
6 ans : 62% 
12 ans : 51% 

17% à 6 ans 
32% à 12 ans 

Arterburn et al., 2013 
(278) Rétro. RYGB n=4434 

<5 ans : 
51% 

>5 ans : 
40% 

22% 

Brethauer et al., 2013 
(229) Rétro. 

AGA n=32 2 ans : 9% 
5 ans : 9% 0% 

SG n=23 2 ans : 35% 
5 ans : 31% 11% 

RYGB n=162 2 ans : 71% 
5 ans : 61% 14% 

Sjöström et al., 2014 
(246)  Prosp. 

AGA 
2 ans : n=58 
10 ans : n=38 
15 ans : n=27 

2 ans : 72% 
10 ans : 45% 
15 ans : 44% 

38% à 10 ans 
39% à 15 ans 

SG 

2 ans : n=198 
10 ans : 
n=165 

15 ans : n=76 

2 ans : 69% 
10 ans : 33% 
15 ans : 24% 

52% à 10 ans 
65% à 15 ans 

RYGB 
2 ans : n=47 
10 ans : n=33 
15 ans : n=12 

2 ans : 81% 
10 ans : 58% 
15 ans : 35% 

28% à 10 ans 
57% à 15 ans 

Schauer et al., 2014 & 
2017 (226,279) Random 

RYGB 3 ans : n=48 
5 ans : n=49 

3 ans : 46% 
5 ans : 31% 33% 

SG 3 ans : n=49 
5 ans : n=47 

3 ans : 29% 
5 ans : 23% 21% 

Mingrone et al., 2015 & 
2021 (225,280) Random 

RYGB 
2 ans, n=20 
5 ans, n=19 
10 ans, n=20 

2 ans : 78% 
5 ans : 35% 
10 ans : 25% 

55% à 5 ans 
67% à 10 ans 

DBP 
2 ans, n=20 
5 ans, n=19 
10 ans, n=20 

2 ans : 95% 
5 ans : 63% 
10 ans : 50% 

34% à 5 ans 
53% à 10 ans 

Courcoulas et al., 2017 
(224) Prosp. RYGB 1 an : n=379 

5 ans : n=345 
1 an : 71% 
5 ans : 65% 8% 

Ikramuddin et al., 2018 
(281) Random RYGB 2 ans : n=61 

5 ans : n=36 
2 ans : 36% 
5 ans : 16% 56% 
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Étude 
Type 

d’étude 
Type de 

CB 
Nombre de 

patients 
Taux de 

rémission 
Taux de 
rechute  

Souteiro et al., 2019 
(282) Rétro. 

AGB, 
RYGB, 

SG 
5 ans : n=110 5 ans : 

n=52% 16% 

Ciudin et al., 2019 (283) Rétro. RYGB 5 ans, n=47 n.r.  25% 

Jans et al., 2019 (284) Rétro. RYGB, 
SG 

2 ans, n=3594 
5 ans, n=1460 

2 ans : 70% 
5 ans : 59% 16%  

Madsen et al., 2019 (285) Cohorte RYGB 1 an, n=1061 
5 ans, n=635 1 an : 74% 27% à 5 ans 

Aminian et al., 2020 
(286) Prosp. RYGB 

SG 8 ans : n=736 n.r.  32% 

Lee et al., 2020 (287) Rétro. RYGB, 
SG 5 ans, n=224 1 an : 80% 

5 ans : 60% 25% 

Sjöholm et al., 2020 
(288) Prosp. 

AGB, 
RYGB, 

SG 

2 ans, n=307 
10 ans, n=249 

2 ans : 72% 
10 ans : 35% 61% 

McTigue et al., 2020 
(289) 

(note : fréquences de 
rémission et de rechute 
estimées par analyses 

multivariées) 

n.r. 

RYGB 
1 an, n=2825 
3 ans, n=3593 
5 ans, n=3620 

1 an : 59% 
3 ans : 84% 
5 ans : 86% 

21% à 3 ans 
33% à 5 ans 

SG 
1 an, n=1519 
3 ans, n=1880 
5 ans, n=1889 

1 an : 56% 
3 ans : 82% 
5 ans : 84% 

27% à 3 ans 
42% à 5 ans 

Courcoulas et al., 2020 
(290) Props. 

RYGB n=20 
1 an : 60% 
3 ans : 40% 
5 ans : 30% 

33% à 3 ans 
50% à 5 ans 

AGB n=21 
1 an : 29% 
3 ans : 29% 
5 ans : 19% 

0% à 3 ans 
33% à 5 ans 

Mohammed Elshaer et 
al., 2020 (291) Prosp. RYGB n=99 2 ans : 69% 

12 ans : 36% 47% à 12 ans 

 
Cependant, la notion de récidive du DT2 peut porter à confusion ; elle ne constitue pas 

pour autant un échec de la chirurgie. En effet, toutes les études montrent que la grande majorité 

des patients bénéficient d’une nette amélioration de leur DT2 (que les patients entrent ou non 

en rémission) et ce même à très long terme (≥ 15 ans). La perte de poids (224–226,229), la 

correction des comorbidités (292) et des complications notamment vasculaires (246) entraînent 

une baisse de la mortalité (244,247,248), la diminution des valeurs d’HbA1c et de glycémie 

(229,292) malgré la diminution des besoins médicamenteux (225,226,279,292) sont autant de 

bénéfices induits par la chirurgie qui ne doivent être occultés par une non-rémission.  

La notion de potentielle récidive du DT2 chez les patients opérés démontre là encore la 

nécessité du maintien d’un suivi régulier et à vie des patients afin de pouvoir adapter leur 

traitement à l’évolution de leurs comorbidités. De nouveau rapports montrent un bénéfice des 

chirurgies révisionnelles (conversions) pour les patients sans rémission ou ayant rechuté, 

permettant de ré-améliorer le DT2 (293). 
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4. Indication de la CB pour traiter le DT2  

a. Recommandations actuelles 

Au cours du 2nd Diabetes Surgery Summit (DSS-II), un groupe d’experts composé de 

cliniciens, chirurgiens et universitaires ainsi que des représentants des sociétés de diabétologie 

internationales a proposé d’inclure la CB dans l’algorithme de prise en charge du DT2 (199). 

Ces nouvelles recommandations sont présentées Figure 33. La nouveauté de ces 

recommandations est qu’il est maintenant proposé de suggérer la CB à un patient ayant un IMC 

compris entre 30 et 35 kg/m2 (27,5 et 32,4 pour un patient asiatique) lorsque l’obésité est 

associée à un DT2 mal contrôlé. Néanmoins, cette proposition n’a pas encore été validée dans 

les recommandations françaises de l’HAS et un groupe de travail est actuellement constitué 

pour répondre à cette question. 

 

Figure 33. Algorithme de prise en charge du DT2, tel que proposé par le 2nd Diabetes 

Surgery Summit. (tiré de (199)) 
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Les seuils d’IMC ont donc été abaissés par ces réseaux d’experts en réponse aux bénéfices 

majeurs apportés par la CB. Bien évidemment, elle reste recommandée pour tout patient ayant 

un IMC ≥ 40 kg/m2 (≥ 37,5 pour les patients asiatiques) ou compris entre 35 et 40 kg/m2 (32,5 

et 37,4 pour les patients asiatiques) ayant un DT2. L’étendue de l’indication de la CB 

présagerait donc une augmentation drastique du nombre d’opérations. 

b. Choix du montage 

Concernant le choix du montage, il n’y a pas encore de recommandations particulières, à 

l’instar de la prise en charge de l’obésité (294). Cependant, un score développé par Aminian et 

al. en 2017, appelé l’Individualized Metabolic Surgery Score (IMS), propose de recommander 

la SG ou le RYGB selon la sévérité préopératoire du DT2 du patient qui prédit les bénéfices 

attendus par les différents types de chirurgie sur le DT2 (295). 

 

Figure 34. Algorithme permettant de calculer le score IMS et d’orienter le choix de la 

chirurgie le plus adapté pour les patients diabétiques. (tiré de (295))  

(note : le score est déterminé en additionnant les points correspondant aux valeurs des 4 

variables, à savoir le nombre de traitements anti-DT2 préopératoires, l’utilisation d’insuline, la 

durée du DT2, ainsi qu’une HbA1c < 7% ou non. Ainsi, un patient présentant un DT2 depuis 3 

ans sous metformine seule et ayant une HbA1c à 6,5% aura un IMS d’environ 30 (donc classifié 

en catégorie « moderate »). La chirurgie qui lui est recommandée est donc un RYGB. 

Ainsi, un patient ayant un score faible pourrait bénéficier aussi bien de la SG et du RYGB 

(les deux induisant un taux de rémission élevé pour les patients à diabète peu compliqué), alors 

qu’un patient présentant un DT2 plus complexe profiterait plus du RYGB compte tenu de ses 
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effets supérieurs à la SG (Figure 34). Enfin, les auteurs recommandent la SG pour les patients 

à DT2 très sévère (longue durée, utilisation d’insuline et de nombreux traitements), puisqu’ils 

considèrent le bénéfice attendu sur le DT2 faible quelle que soit la chirurgie employée, et 

préfèrent donc favoriser la sureté chirurgicale. Cependant, le bénéfice de cet outil d’aide à la 

décision n’a pas été évalué, et reste donc purement indicatif. 

Dans tous les cas, le choix du type chirurgical ne saurait se résumer à l’action potentielle 

sur le DT2, mais doit correspondre au patient dans sa globalité : les pathologies associées à 

l’obésité et le DT2 (maladies chroniques de l’intestin ou reflux gastro-œsophagien par 

exemple), ou les risques encourus par le patient sont autant d’éléments qui peuvent orienter 

vers un type chirurgical plutôt qu’un autre (296).  

Comme nous l’avons vu, la CB est une méthode efficace et relativement sûre pour induire 

une perte de poids massive et une amélioration de presque toutes les comorbidités associées à 

l’obésité. Cependant, la littérature montre qu’il existe une variabilité de réponse, notamment au 

niveau de l’amélioration métabolique.  

Dans un contexte de médecine personnalisée et d’individualisation du suivi, pouvoir 

prédire le potentiel d’un patient à entrer ou maintenir la rémission de son DT2 avant son 

intervention peut avoir plusieurs bénéfices. Une information précise quant au bénéfice induit 

par la chirurgie peut (i) être un facteur important par rapport à la décision d’opérer ou non un 

patient, (ii) permettre de moduler le suivi post-opératoire du patient afin de prévenir le plus tôt 

possible la réapparition de symptômes nécessitant une prise en charge médicale (297). 

Différents outils prédictifs du potentiel de rémission du DT2 après CB ont été proposés, et font 

l’objet de la prochaine partie de ce chapitre.  

Je résumerai en français les résultats principaux de ces travaux, avant d’insérer chacun des 

articles.   
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5. Mécanismes de l’amélioration du profil glycémique 
Outre ses bénéfices cliniques, la chirurgie bariatrique représente un bon modèle d’étude du 

changement de la physiologie intestinale, et de l’amélioration du métabolisme du glucose. De 

très nombreux facteurs sont impliqués dans l’amélioration du métabolisme et la rémission du 

DT2, et peuvent différer en fonction de type de chirurgie.  

Bien que la perte de poids et la restriction calorique induites par la CB jouent un rôle 

majeur, la normalisation de la glycémie intervient très rapidement, de l’ordre de quelques 

heures après la chirurgie, et donc avant toute perte de poids significative. De surcroît, la 

restriction calorique aigüe (ici péri- et post-opératoire) a été décrite comme induisant plutôt une 

dégradation de la sensibilité à l’insuline chez l’obèse, et même une insulinorésistance chez les 

sujets sains (298). Ces observations suggèrent donc que d’autres mécanismes 

d’amélioration de la tolérance au glucose entrent en jeu (Figure 35). Dans cette partie, 

j’insèrerai mes revues de la littérature réalisées sur ces questions. 

Figure 35. Résumé simplifié des différents mécanismes décrits comme participant à 

l’amélioration de la tolérance au glucose après CB. (tiré de (299)) 

(note : CCK, cholécystokinine ; BA, acide biliaires ; GLP-2, glucagon-like peptine 2 ; 

GLUT1, glucose transporter 1 ; GUDCA, acide glycoursodeoxycholique ; OXM, 

oxyntomoduline ; SGLT1, sodium-glucose linked transporter 1 ; TβMCA, acide tauro-β-

muricholique ; VSG, vertical sleeve gastrectomy) 
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Plusieurs mécanismes ont d’ailleurs été décrits dans la littérature comme pouvant participer 

conjointement à la rémission du DT2, et sont résumé dans la revue que nous avons publiée en 

juin 2019 dans la revue Seminars in Immunopathology, et que je signe en co-premier auteur 

aux côtés du Dr Chloé Amouyal. 

 Article 1 Debédat Jean*, Amouyal Chloé*, Aron-Wisnewsky Judith, Clément 

Karine. Impact of bariatric surgery on type 2 diabetes: contribution of 

inflammation and gut microbiome? Semin Immunopathol 2019. (299) 

  



REVIEW

Impact of bariatric surgery on type 2 diabetes: contribution
of inflammation and gut microbiome?

Jean Debédat1 & Chloé Amouyal1 & Judith Aron-Wisnewsky1,2 & Karine Clément1,2

Received: 5 March 2019 /Accepted: 15 March 2019
# Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2019

Abstract

Obesity is a chronic low-grade inflammatory disease (both at the systemic and adipose tissue level) that continues to rise
worldwide. It is associatedwith an abundance of comorbidities, including type 2 diabetes (T2D). Bariatric surgery, which induces
modifications of the intestinal tract, is to date the most successful treatment for obesity. Its use has dramatically increased in
number as it enables both weight reduction and metabolic improvements, with 60% of patients even achieving diabetes remis-
sion. Several mechanisms are actually demonstrated to be involved in those clinical improvements. Importantly, both obesity and
T2D share many phenotypic characteristics, including increased systemic and adipose tissue inflammation, as well as gut
microbiota dysbiosis. These characteristics are deeply modulated after bariatric surgery. This review will address the host
metabolic changes observed after bariatric surgery, focusing on the induced gut architectural changes, as well as on the modi-
fications of the inflammatory tone and the gut microbiota.

Keywords Bariatric surgery . Gut microbiota . Inflammation . Type 2 diabetes . Obesity .Microbiome

Introduction

The obesity epidemic and its related comorbidities, including
metabolic alterations, type 2 diabetes (T2D), cardiovascular
diseases, and some cancers, continue to rise unabated [1].
Obesity is a low-grade inflammatory disease, in part due to
inflammatory injuries in the adipose tissue (AT) contributing
eventually to moderate but chronic systemic inflammation

(i.e., cytokines and circulating immune cells). Obesity-
associated low-grade inflammation has a critical role in
obesity-related complication development [2]. Major pro-
gresses have been made in understanding the timeline of
events leading to the onset and maintenance of adipose tissue
inflammation and its links with AT structural alterations and
systemic metabolism, which this has been frequently explored
on mouse models. Briefly, adipocyte size increases during
weight gain and participates to inflammatory cytokine produc-
tion (such as tumor necrosis factor alpha (TNFα)) and
chemokines (as the monocyte chemoattractant protein 1
(MCP-1)) [3, 4], which recruit inflammatory cells within the
AT.Macrophages [5, 6] probably account for the vast majority
of AT inflammatory cells (as reviewed previously [7]) and
display a mixed surface marker phenotype (M1 and M2) in
human obese subjects [8]. Yet, they produce a myriad of pro-
and anti-inflammatory cytokines [9, 10]. Among the overall
infiltrating AT macrophage, those organized in crown-like
structures, which are also increased in obesity, are resolutely
pro-inflammatory [11]. These cellular alterations in subcuta-
neous AT (scAT) are exacerbated in obese individuals with
impaired glucose tolerance or T2D [6, 11, 12]. Visceral AT
(vAT), an adipose depot critically related to T2D and nonal-
coholic fatty liver disease (NAFLD) [13], is more inflamma-
tory than scAT [5]. Perturbations of adipose cellular cross talk
further contribute to maintain low-grade inflammation and
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altered metabolism. As such, adipocytes-macrophages cross
talks increase the inflammatory tone via (1) interleukin (IL)
1β production by macrophages and inflammasome activation
in the adipocytes [14] and (2) macrophages toll-like receptor 4
(TLR-4) activation by adipocyte-released saturated free-fatty
acids [4]. IL1β production contributes to adipocyte insulin
resistance.

In addition to macrophages, other inflammatory cell types,
including lymphocytes [15], mastocytes [16], and neutrophils
[17], contribute to a perpetual inflammatory cycle and related
perturbed adipose tissue metabolism in obesity. This includes,
for example, an increased ratio of helper T cells 1/helper T
cells 2 (Th1/Th2) that is associated with increased markers of
insulin resistance [18]. Adipose tissue lymphocytes also pro-
duce IL-22 and IL-17, two interleukins that enhance macro-
phage IL-1β secretion in obese T2D patients [15]. Through
IL-1β secretion, macrophages, in return, induce the upregula-
tion of IL-22 and IL-17 surface receptors on lymphocytes [4].
The order of events has been suggested to be as follows: T
cells are recruited and activated within the AT, inducing mac-
rophage accumulation, and this pro-inflammatory activation
contributes to insulin resistance development [19]. This se-
quence is nevertheless debated as reviewed in [20].

Recently, the gut microbiota (GM) has emerged as a new
contributor to weight gain and immune/inflammatory system
imbalances. This concept has been demonstrated through fe-
cal transfer experiments using mice [21] or human [22] donors
and germ-free mice recipients and suggests that fecal GMmay
impact energy metabolism and immune cell activation in the
AT (reviewed in [23]). An increasing number of studies has
further demonstrated that a non-negligible proportion of obese
subjects exhibit GM dysbiosis. This fecal GM phenotype is
characterized by (1) decreased microbial gene richness
(MGR) [24, 25] that worsens with the severity of obesity
and metabolic alterations [26] and (2) a switch in bacterial
composition with a respective increase and decrease of species
with pro-inflammatory and anti-inflammatory properties [25].
Moreover, in genetically or high-fat diet-induced obese mice,
an increased intestinal permeability and subsequent transloca-
tion of bacteria and bacterial components into the systemic
compartment was found to lead to increased circulating lipo-
polysaccharide (LPS) (termed Bmetabolic endotoxemia^) and
accumulation of AT macrophages. Both dysbiosis and altered
intestinal barrier may thus contribute to the inflammatory tone
and related metabolic alterations [27–29]. In human obesity,
however, this concept is still challenged as intestinal perme-
ability is only subtly altered in fasting conditions, but it ap-
pears to worsen dramatically after a lipid challenge and asso-
ciates with increased systemic inflammation and T2D [30].

Bariatric surgery (BS) represents a relevant model of rapid
weight reduction combined with metabolic and inflammatory
improvements. Recent data has also shown some improve-
ments of GM dysbiosis, although only partial [26].

However, whether bariatric surgery-induced improved metab-
olism is firmly related to the changes of systemic and tissue
inflammatory tone, as well as GM dysbiosis rescue, need de-
tailed examination. In the current review, we focus on the
effects of BS on T2D, GM, and inflammation modifications
and address whether these events can be connected.

Bariatric surgery and type 2 diabetes
improvement

Lifestyle modifications and/or dietary intervention are in gen-
eral not sufficient to induce major and sustainable weight loss
and often result in weight regain [31, 32]. The increasing
prevalence of severe forms of obesity [33] has been accompa-
nied by a surge in BS interventions, with the number of sur-
geries increasing twofold worldwide over the last 8 years [34].
Bariatric surgery is reserved for patients with a BMI > 40 kg/
m2 or a BMI > 35 kg/m2when associated with obesity-related
diseases [35]. However, metabolic surgery has recently been
proposed to T2D individual with BMI > 30 kg/m2, yet this has
not been implemented in every country’s national guidelines
[36]. Currently, BS can be divided into two main procedures:
(1) either purely restrictive, with laparoscopic adjustable gas-
tric banding (AGB) and vertical sleeve gastrectomy (VSG) or
(2) using both restrictive and malabsorptive mechanisms, with
Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) and biliopancreatic diver-
sion [37]. RYGB and VSG are the most widely performed
types of BS worldwide [34] and as such, we will focus on
these procedures, whereas LAGB constitute a good weight
loss control model. Although VSG and RYGB display low
and similar rates of complications, mortality [38], and compa-
rable short term weight loss [39], RYGB tends to achieve
greater weight loss and metabolic improvement in the long-
term [39].

An abundance of literature demonstrates the major benefi-
cial effects of BS in inducing major and durable weight reduc-
tion [40–42], in decreasing mortality [43] and improving
many obesity-related comorbidities. As T2D improves rapidly
and more significantly following BS than with intensive med-
ical therapy [44], a new clinical concept has emerged: diabetes
remission (DR), which is defined as the normalization of gly-
cemic parameters in the absence of glucose-lowering agents
1 year post-BS [45]. DR occurs in around 60% of T2D 1 year
post-BS, yet this percentage varies according to type of sur-
gery [46]. Randomized controlled trials have demonstrated
that, compared to intensive medical care, RYGB and VSG
both improve glucose control, as seen by the number of pa-
tients reaching their HbA1c target. However, post-RYGB,
more patients are able to remain free of glucose-lowering
drugs (i.e., achieving DR) as compared to post-VSG patients
[47]. Even in patients not reaching DR, a significant improve-
ment of glycemic control is nevertheless observed, as
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evidenced by the reduction in HbA1c [48, 49] or the number
of glucose-lowering agents needed to reach the HbA1c target
[50]. Despite these glucose metabolism improvements, how-
ever, T2D relapse occurs in the longer-term follow-up in 30 to
50% of the patients [47, 48, 51, 52] who had experienced DR
at 1 year. Nevertheless, these patients still display improved
glycemic control as compared to their metabolic status prior to
BS. Poor weight loss at 1 year [48], weight regain during the
follow-up [48, 53], and T2D severity (represented by duration
and number of glucose-lowering agents) and duration prior to
BS [54, 55] are among the different factors involved in T2D
relapse.

Since DR following BS is not universal, there has
been progress in developing scoring systems (DiaRem
[56] , ABCD score [57] , Ad-DiaRem [58] and
DiaBetter [59]) to predict patients’ likelihood to achieve
DR 1 year following surgery. These scores use several
routine clinical parameters demonstrated to be involved
with DR or non-DR. This includes age, T2D severity,
and the quality of glycemic control assessed by HbA1c
values. Studies have compared the predictive value of
these scores [58–60] and confirmed that whereas the
DiaRem predicts well DR following surgery in certain
individuals [60], the Ad-DiaRem [58] performed better
for short term prediction (more individuals accurately

predicted), but neither were sufficient to accurately pre-
dict longer-term outcomes [54, 61–63]. A new score
(5y-Ad-DiaRem) including weight loss during the first
year post-BS has recently been shown to perform better
than both the DiaRem and Ad-DiaRem to predict 5 years
outcomes [48]. These clinical scores will be useful to
select and propose different patient follow-ups or even
future synergic therapies according to the different pre-
dicted outcomes.

Proposed mechanisms of type 2 diabetes
remission

Several mechanisms have been suggested to participate in
the beneficial metabolic outcomes post-BS. Le Roux et al.
have summarized these as the BBRAVE effect,^ for Bile
flow diversion, gastric size Reduction, Anatomical gut re-
arrangement, Vagal manipulation, and Enteric gut hormone
modulation [64]. Whereas those mechanisms are all ob-
served post-RYGB, only some of them occur in VSG.
Figure 1 condenses the different mechanisms currently de-
scribed as implicated in the metabolic improvements which
are discussed below.

Fig. 1 Mechanisms involved in type-2 diabetes remission after bariatric
surgery. CCK, Cholecystokinin; BA, bile acids; GLP-1, glucagon-like
peptide 1; GLP-2, glucagon-like peptine 2; GLUT1, glucose transporter
1; GUDCA, glycoursodeoxycholic acid; LPS, lipopolysaccharide; Na+,

sodium; OXM, oxyntomodulin; PYY, peptide YY; RYGB, Roux-en-Y
gastric bypass; SGLT1, sodium-glucose linked transporter 1; TβMCA,
tauro-β-muricholic acid; VSG, vertical sleeve gastrectomy

Semin Immunopathol

109



Caloric restriction and weight loss

Glucose levels improve within days post-RYGB [65], sug-
gesting that immediate post-surgery caloric restriction, inde-
pendently of weight loss, is critical in T2D improvement.
Energy intake is drastically reduced post-RYGB or VSG
[66–68], due to concomitant gastric pouch reduction [69]
and enhanced satiety following rapid changes in gut hormone
secretion post-BS before any significant weight loss [70, 71].
This includes the increase in anorexic hormone such as cho-
lecystokinin (CCK) [72], peptide YY (PYY) [73], glucagon-
like peptide 1 (GLP-1) [74], oxyntomodulin (OXM) [75], and
eventually the decrease in the orexigenic hormone ghrelin
[76].

Despite these findings in the absence of weight loss, the
amount of weight loss per se also seems to explain post-BS
improvements in glucose homeostasis. While a 10% weight
loss induced either by RYGB [74, 77], LAGB [77], or a diet
restriction [74] improves glucose metabolism, RYGB im-
provesβ-cell function better than LAGB or dietary restriction,
which is probably linked to the BRAVE effect. However, a
more substantial weight loss (20% of initial body weight)
similarly improved β-cell function after both RYGB and
LAGB [77]. The amount of weight loss also appears impor-
tant in explaining DR after different surgical procedures, as
individuals with poor weight loss display reduced rates of DR
[51]. However, mechanisms other than energy restriction or
weight loss cannot be excluded when examining diabetes im-
provement post-BS [65], and among them, early improvement
of insulin sensitivity, specifically post-RYGB as compared to
LAGB or a restrictive diet [78], has been proposed.

Changes in hormones and beta cell function

In addition to their role in the control of food intake, the
impact of gut hormones on insulin secretion and insulin resis-
tance have been abundantly described in the literature
[79–81]. The hindgut hypotheses (i.e., rapid emptying of the
gastric pouch thus enabling the direct delivery of nutrients into
the ileum) may explain the modulation of the gut endocrine
system post-BS [82–84]. GLP-1, synthetized by the intestinal
L cells, remains the most explored of the gut hormones fol-
lowing BS. T2D patients display an altered incretin effect due
to reduced post-prandial GLP-1 secretion [85, 86]. The spe-
cific effects of GLP-1 on the pancreas include (1) preventing
β-cell death, (2) stimulating glucose-induced insulin secretion
(GSIS), and (3) the expansion of β-cell mass [87]. Early fol-
lowing BS, post-prandial GLP-1 secretion is enhanced and
may participate to improve insulin secretion [74]. However,
the role of GLP-1 in explaining glucose metabolism improve-
ments post-BS has been challenged. Indeed, blocking the
GLP-1 receptor with the pharmacologist antagonist exendin
9-39 amide in patients post-RYGB alters insulin secretion, but

does not significantly modify glucose levels in either the
fasting or fed state nor does it impact the subjects’ glucose
tolerance during OGTT [88, 89]. Similarly, the beneficial met-
abolic effects of BS are not altered in mice with genetic inval-
idation of the GLP-1 receptor [90, 91]. Recent evidence pro-
poses a more complex mechanism of GLP-1 mediating post-
BP improvements in glucose metabolism. Inmicewith knock-
out (KO) for the GLP-1 receptor specifically in β-cells, glu-
cose metabolism is not rescued after VSG, whereas it was
normal in the WT counterpart. This observation suggests a
contribution specifically localized GLP-1 receptors in
explaining the metabolic effects of GLP-1 post-BS [92]. An
alternative hypothesis proposes that GLP-1 stimulation of
GSIS depends mostly on the α-cells paracrine GLP-1 secre-
tion rather than that of intestinal L cells. α-Cells can indeed
secrete GLP-1 by switching the expression of their
prohormone convertase (PC) (i.e., favoring PC 1/3 instead of
PC 2) [93, 94], thus probably explaining, in part, the results
obtained in specific β-cells GLP-1 receptor KO undergoing
VSG [92]. Concordantly, VSG increases the α-cells paracrine
production of GLP-1, yet it still requires β-cells GLP-1 recep-
tor presence [95].

Literature on adaptive changes of pancreatic insulin
secretion post-BS started with the exploration of subjects
with hyperinsulinemic hypoglycemia complications post-
RYGB. Service et al. described an increased β-cell mass
(i.e., nesidioblastose) upon resecting the pancreas in six
patients suffering from neuroglucopenic symptoms of
post-prandial hypoglycemia post-RYGB [96]. Since then,
whereas some studies confirmed this first finding [97],
others observed no change in pancreatic β-cell mass [98,
99] post-BS. These diverging results might originate from
the difficulty in directly assessing pancreatic tissue in
humans. Some groups have thus evaluated β-cell mass
or function using tomography or magnetic resonance im-
aging to assess pancreatic triglyceride content [100]
coupled with funct ional explorat ion (C-pept ide
production and insulin sensibility) [99]. Rather than in-
crease observed previously, a decrease in pancreatic β-
cell mass was shown due to the reduction in pancreatic
steatosis and decreased pancreatic insulin content, a phe-
nomenon suggested to be linked to pancreas adaptation
following weight loss. Similarly to heterogeneous find-
ings in humans, animal model studies report either en-
hanced [101, 102] or decreased [95, 103, 104] β-cell mass
post-BS. Differences in insulin resistance status may ex-
plain such variability with decreased β-cell mass observed
solely in humans or mice who predominantly improved
their insulin sensibility. Nevertheless, despite the major
improvement in glucose homeostasis, β-cell function is
not rescued by BS and remains dysfunctional as compared
to lean normoglycemic subjects [105]. Along with weight
regain [48], persistent β-cell dysfunction could participate
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in T2D relapse observed during follow-up, in agreement
with findings demonstrating that T2D severity and dura-
tion [48] contribute to diabetes non-remission.

Interestingly, glucagon-like peptide-2 (GLP-2) is also pro-
posed to be involved in the metabolic improvements. GLP-2,
co-expressed with GLP-1 in intestinal L cells and released
upon nutrient ingestion, has a beneficial trophic role on the
small intestine with stimulation of crypt cell proliferation, in-
creased bowel weight, and villus growth of both the jejunum
and the ileum [106, 107]. Plasma GLP-2 significantly in-
creases post-RYGB, concomitantly with increased crypt cell
proliferation [108, 109]; thus, GLP-2 may participate to the
gut hypertrophy induced by BS. GLP-2 also displays a pro-
tective effect on gut barrier function and inflammation [28].
Using prebiotics in obese mice induces higher GLP-2 circu-
lating concentration, lower plasma LPS, and decreased sys-
temic and hepatic inflammation together with metabolic im-
provements [28]. Pharmacologic agonist GLP-2 treatment
reproduced the beneficial effect of the prebiotic treatment
[28]. In humans, the therapeutic injection of GLP-2 in small
bowel disease also results in significantly improved nutrient
absorption, which is probably due to improvements in gut
function and reduced inflammation [110]. Since GLP-1 and
GLP-2 are co-secreted, one could wonder whether the physi-
ological response to the anatomic changes induced by BS
could be explained by enhanced GLP-2 secretion to restore
the gut anatomy with GLP-1 secretion being merely driven by
this adaptive effect.

Enteroplasticity and gut remodeling

Each section of the intestine is highly and functionally spe-
cialized, with nutrient absorption occurring generally in the
proximal to mid-intestine (i.e., duodenum/jejunum) whereas
the gut barrier and gut peptide secretion are likely more im-
portant along the distal intestine. The intestinal mucosa is
organized into a stratified inner and a larger outer layer, which
is where most commensal bacteria are hosted, thus enabling
the cross talk between the host and the environment. The
intestine is highly plastic, as it has been shown that large
surgical ileal removal [111] induces an increased cellular pro-
liferation to increase glucose uptake. Both RYGB and VSG
modify the gut anatomy, and various mouse studies using
different BS techniques have described an intestinal adapta-
tion post-BS. Whereas the non-alimentary bypassed limb
tends to atrophy [112], both the alimentary and common limb
show signs of hyperplasia (up to 40% weight gain, higher
villus height and crypt depth, signs of proliferation, increased
L cell number without changes in L cell density) post-RYGB
[108, 112–114]. By contrast, whereas VSG does not induce
gut hypertrophy, it results in increased number and density of
enteroendocrine L cells [115].

The increased number of intestinal proglucagon-derived
peptide secreting cells post-BS agrees with the above de-
scribed increase of gut hormones secretion post-BS. Despite
hormonal changes, modifications of nutrient sensing by the
remodeled gut are also suggested to be involved in the im-
provement of glucose metabolism post-RYGB. Troy et al.
suggested that duodenojejunal bypass enhanced intestinal
neoglucogenesis and portal glucose sensing thus resulting in
improved insulin sensitivity [116]. More recently, it was dem-
onstrated that BS-induced gut remodeling is different accord-
ing to the BS techniques. RYGB induces intestinal hyperpla-
sia and increased glucose uptake through increased glucose
transporter 1 (GLUT-1) at the basolateral membrane of
enterocytes [115] to support tissue growth [117]. By contrast,
VSG is not associated with intestinal hyperplasia yet VSG
mice display delayed glucose absorption. Finally, recent evi-
dence demonstrates that bile diversion also plays a role in the
decrease of intestinal glucose uptake post-RYGB [118].
Finally, since endogenous sodium contained in bile acids is
necessary for glucose uptake by sodium glucose cotransporter
1 (SGLT1), it was recently demonstrated that glucose uptake
(via SGLT1) occurred only in the common limb post-RYGB,
thus reducing the total intestine glucose uptake and therefore
improving plasma glucose.

Bile acids

Bile acids (BA) are synthetized in the liver, stored in the gall-
bladder, and delivered to the duodenum in response to nutri-
ents. BA act as surfactants and play a critical role in lipid
absorption. Furthermore, BA have a positive impact on pan-
creatic function since they are able to trigger GLP-1 secretion,
through their action as natural ligands on the Takeda G
protein-coupled membrane receptor (TGR5) receptor
expressed in intestinal L cells [119]. Both RYGB and VSG
induce modifications of fasting and post-prandial BA serum
concentration and composition [103, 120–123], whereas
LAGB solely reduces serumBA [120]. Although endoluminal
concentration of BA post-BS does not seem to be modified in
animal models [124], this needs to be evaluated in humans,
especially because the BA composition differs between ro-
dents and human. Interestingly, intrajejunal bile infusion of
taurocholic acid can experimentally lower blood glucose con-
centration and enhance GLP-1 secretion and C-peptide/glu-
cose ratio [125] in healthy men.

Indirect proof of the involvement of BA on weight loss and
improved glucose tolerance has been demonstrated using
TGR5 and farnesoid X receptor (FXR) KO mice submitted
to VSG, BA being another natural ligand for FXR [119]. In
TGR5−/− mice, VSG fails to induce improvements in body
weight, fasting glycemia, and glucose tolerance [103], thus
suggesting the importance of the TGR5 signaling pathway
in the improvement of glucose homeostasis post-BS. The
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proposed mechanism of BA underlying BS-induced improve-
ments in body weight and metabolism includes the reduction
of systemic and hepatic inflammation, which would improve
insulin signaling, but not the increase of GLP-1 nor that of
insulin secretion [103]. Furthermore, FXR−/− mice undergo-
ing VSG display impaired reduction of fasting glycemia and
glucose tolerance [122]. This further suggests the importance
of FXR in the improvement of glucose homeostasis post-BS.
However, the complete physiological mechanisms are
clouded by pharmacological studies administering agonists
and antagonists of intestinal FXR displaying similar clinical
effects. Indeed, both the inhibition of the intestinal FXR with
either tauro-beta-muricholate (T-beta-MCA) [126] or
glycoursodeoxycholic acid (GUDCA) [127], or the selective
intestinal FXR agonist using fexaramine [128] improve met-
abolic disorders in mice fed a HFD [126–128]. Notably, the
improvement of glucose homeostasis in these pharmacologi-
cal studies could merely originate from the induced weight
loss or at least reduced weight gain and reduction of systemic
inflammation [128]. While BA are ligands for FXR and
TGR5, ultimately, the pool of bile acids (secondary vs. prima-
ry) are largely important for how BA affect these signaling
pathways. Most importantly, BA can influence microbiota
composition, and microbiota reciprocally influence the BA
pool through FXR [122, 129]; thus, it is important to examine
BA in parallel with the gut microbiota.

Change of gut microbiota after bariatric
surgery

Gut microbiota compositional modifications

Remarkable shifts in the gut microbiota (GM) composition
have been consistently described post-BS in both short-term
[130–133] or long-term (> 5 years) studies [26, 134]; howev-
er, there is a major inter-individual variability [135]. There is
no doubt that those modifications might be partly driven by
the drastic modulation of the gut architecture [136] as well as
food intake reduction [24], hormonal and bile acid modifica-
tion, and eventually low-grade inflammation changes.
Importantly, because drugs impact microbiota composition
[137], their change or even cessation due to BS-induced met-
abolic improvement might also account for major GM modi-
fications post-BS. Yet, this has, to date, never been examined
in BS studies. For example, metformin has largely been
shown to influence GM composition in both mice [138] and
humans [139]. As some patients experience DR post-BS, they
are able to discontinue their glucose-lowering agents follow-
ing BS [48], which could account for differences in GM pro-
files as compared to patients not achieving DR. Likewise,
proton pump inhibitors (PPIs), systematically prescribed dur-
ing the first months post-BS, induce GM modifications [140,

141] by increasing oral bacteria [142], a modification already
observed post-BS [131, 143].

A recent meta-analysis [132] summarized the changes in
GM composition post-BS and showed that among the
plethora of bacterial changes, two genera, Escherichia
and Akkermansia, have been consistently reported to
s t rongly increased post -BS [132] . Akkermansia

muciniphila abundance is associated with insulin sensitiv-
ity and decreased inflammation in several studies [144,
145] exploring obese subjects. Metformin is also known
to increase the abundance of both Akkermansia and
Escherichia [138, 139, 146], thus suggesting that BS could
mimic some of the glucose-lowering effects metformin ef-
f e c t s v i a t h e m i c r o b i ome . Ano t h e r b a c t e r i a ,
Faecalibacterium prausnitzii, increase solely in T2D obese
individuals post-RYGB, and this augmentation is correlat-
ed with the improvement of systemic inflammation [130].
However, whether the increase in the proportional abun-
dance of these bacteria species in the GM is causally linked
to improved glucose metabolism is unknown. Unpublished
data from our team revealed that the marked increase in
Akkermansia muciniphila seen after RYGB, but not
LAGB, is not related to improved insulin sensitivity
markers (Dao et al., in revision), albeit in severely obese
subjects with marked dysbiosis that only partially im-
proves after BS. In this context, a hallmark of GM modi-
fications post-BS is the increase in microbial gene richness
(MGR) [26, 131] with drastic amelioration of insulin sen-
sitivity, adiposity, BMI, and systemic inflammation [24,
26, 131]. However, morbidly obese patients post-BS do
not normalize their bacterial richness in proportion to their
metabolic improvements [26].

In the context of T2D remission, only one study has
focused on the comparison of microbial changes between
patients experiencing or not experiencing DR post-BS
[147]. Even though only 14 patients were examined (7
RYGB, 7 VSG), Murphy et al. showed that pre-surgical
GM composition differed between patients who eventually
experienced DR as compared to those who did not. Post-
surgery, individuals experiencing DR had increasing levels
of the genera Faecalibacterium (only RYGB) and the spe-
cies Roseburia intestinalis (both RYGB and VSG), both of
which have already been associated with decreased low-
grade inflammation and improved glucose homeostasis in
both humans and rodents [122, 130].

Although there is no doubt that GM composition is sig-
nificantly changing post-BS, this association does not (1)
confirm the involvement of GM in metabolic improve-
ments found post-BS nor (2) provide insights into the po-
tential mechanisms involved. To decipher the relationship
between the host metabolic improvements, BS, and GM,
fecal microbiota transplantation (FMT) appears a relevant
tool to explore causality.
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Fecal transplantations effects

FMT has been scarcely studied post-BS [134, 148, 149], and
only two studies provide information related to glucose ho-
meostasis improvement [148, 149]. FMT from either post-
RYGB or sham-operated obese mice into germ-free mice
leads to decreased adiposity in the animals receiving post-
RYGB feces. A recent study performing FMT from human
to mice confirmed this effect [134]. Germ-free mice receiving
FMT from patients who had undergone BS up to 9 years be-
fore gained less adiposity than those receiving FMT from non-
operated obese individuals [134]. Additionally, RYGB recip-
ients displayed decreased circulating insulin levels and
HOMA-IR, while the opposite could be observed for the
Sham-recipient [148], suggesting that post-BS GM could rep-
licate some metabolic benefits of the surgery. Finally, Arora
et al. performed two different FMT experiments from BS or
sham-operated obese fa/fa rats (which are severely obese due
to genetic alterations on the leptin receptor) into germ-free
mice, transferring either the ileum or the cecum content as
inoculum [149]. They showed that the ileal FMT (from
RYGB) increased both the α-diversity and fat mass,
yet altered their glucose tolerance as compared to that of ileal
sham controls. By contrast, cecal FMT post-RYGB induced a
significant decrease in post-prandial glucose excursion, yet
there was no significant effect on weight as compared to the
cecal sham control FMT. This apparent discrepancy between
these observations and those previously reported by Liou et al.
could also originate from the differences in the models (mice
vs. rats and diet-induced obesity vs. genetic obesity and T2D)
[148]. These promising yet conflicting results underline the
need for replicative studies, and while further research is need-
ed to fully determine the factors affecting GM composition
following surgery, the switch in GM functionality may be a
more important factor that impacts clinical outcomes post-BS.

Gut microbiota functional modifications

Metabolic endotoxemia and gut barrier improvements

As previously described, obesity and T2D are associated with
increased gut permeability [27–29] in both mice and humans.
For the latter, this occurs mostly after a lipid challenge [30].
This phenomenon is mainly driven by lipopolysaccharides
(LPS), an outer membrane molecule of gram negative bacte-
ria, which triggers inflammation via the TLR4/CD14 complex
[27–29]. Literature has repeatedly reported the decrease of
systemic LPS post-BS [150–154], which has even been asso-
ciated with improvements in insulin resistance and glucose
control [151, 153]. A recent murine study demonstrated that
RYGB induced the improvement of tight-junction integrity
and improved in vivo intestinal permeability together with
the reduction of metabolic endotoxemia and systemic

inflammation [155]. This improved intestinal permeability
could originate from (1) the observed reduction of fat intake
post-BS [156] as fat intake indeed alters the gut barrier [27,
30] or (2) the increased Akkermansia muciniphila observed
post-BS. While this latter factor needs to be further explored,
supplementing mice with alive or pasteurized A. muciniphila

is able to reduce plasma LPS and is associated with improve-
ments of the gut barrier as well as glucose metabolism [138,
144]. Whether this is a possible mechanism in BS-induced
metabolic improvement remains unknown.

Bile acids

As mentioned above, BA have an impact on glucose homeo-
stasis post-BS and are strongly connected to GM composition.
Experiments using germ-free or antibiotic-treated mice dem-
onstrated the obligatory role of the GM to ensure the physio-
logical production of unconjugated and secondary BA [129,
157]. As GM dysbiosis contributes to altered BA metabolism
in inflammatory bowel diseases (IBD), one could wonder
whether the same is also occurring in other diseases presenting
with GM dysbiosis, such as obesity [145] or T2D [158].
Importantly, BS induces an increase in circulating conjugated
BA in humans and rodents [103, 120–123] which acts partly
through FXR to improve glucose tolerance post-BS [122].
FXR KO mice submitted to VSG displayed differences in
GM composition such as lower levels of Roseburia spp.
[122] as compared to their wild-type counterpart. Most impor-
tantly, GM functionality linked to BA metabolism was dem-
onstrated to significantly differ between RYGB and obese
individuals without surgery. Specifically, they observed an
increased abundance of microbial genes involved in the pro-
duction of secondary BA, concomitantly with increased post-
prandial levels of BA and fibroblast-growth factor 19 (FGF-
19) post-RYGB, the latter of which is an intestinal hormone
that regulates BA pools via FXR [134]. However, the link
between the modifications of BA and GM had not been eval-
uated in this study. More recently, GUDCA has been demon-
strated to be an intestinal FXR antagonist and is increased
upon metformin treatment and improves glucose tolerance.
Importantly, it was recently demonstrated that metformin im-
proves glucose tolerance via the decrease of Bacteroides
fragilis abundance which itself is correlated to GUDCA levels
and acts through FXR signaling [127]. They further showed
that FMT using feces of metformin-treated patients increases
insulin sensitivity and levels of intestinal tauro-β-muricholic
acid (TβMCA) in antibiotic-treated mice, whereas FMTusing
untreated patients was deleterious, similarly to the inoculation
with B. fragilis which abrogated the beneficial effects of met-
formin on BA levels [127]. It is thus possible, yet unproven,
that GM evolution post-BS is implicated in the observed in-
crease of GUDCA or TβMCA, which further suggests a
metformin-like action of BS on glucose homeostasis.
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Nevertheless, whether BS induces modification of
Bacteroides fragilis and could therefore explain partly the
improvement in glucose metabolism observed post-BS has
still not been described to date.

Branched chain amino acids

Branched chain amino acids (BCAA) are essential amino
acids such as leucine, isoleucine, and valine, consisting up to
20% of daily amino acid intake. Although beneficial effects of
BCAA supplementation have been described [159–161], oth-
er studies also show increased BCAA levels in obesity [22,
162], insulin resistance, and T2D [158, 163–167]. BCAAme-
diate IR through the activation of the mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORC1) and its downstream target,
the ribosomal protein S6 kinase beta-1 (S6K1). mTORC1 and
S6K1 induce insulin resistance via the inhibition of phosphor-
ylation of the insulin-receptor (IRS-1) [168, 169]. BCAA are
implicated in pancreatic beta cell proliferation in the presence
of increased glucose [170]. Relationships between GM, serum
BCAA, and insulin resistance are also suggested [22, 163,
171]. Patients with insulin resistance display increased levels
of serum BCAA together with a GM enriched in Prevotella

copri and Bacteroides vulgatus, which are two species harbor-
ing increased expression of genes involved in the biosynthesis
of BCAAs and reduced expression of genes for internal
BCAA use [163]. Most importantly, our team demonstrated
that RYGB induces a reduction in serum BCAAs, demonstrat-
ing another potential mechanism of BS to improve glucose-
related parameters [26]. This decrease in BCAAs is also

observed post-BS in several other studies [172–178].
Moreover, RYGB also induces an improvement in microbial
gene richness which was at baseline significantly associated
with increased Bacteroides vulgatus [26]. Similarly, we found
positive associations between this species and metabolic de-
terioration in severe obesity.

Most interestingly, Laferrère et al. demonstrated that BCAA
decreased significantly solely in patients who lost at least 10 kg
of body weight post-BS, but not in patients with a similar weight
loss induced by a restrictive diet [172], suggesting the role of a
BS-dependent mechanism in BCAA reduction. Whether the re-
duction in BCAA post-BS could be another weight loss-
independent factor implicated in the resolution of T2D and im-
plicating the GMwould need demonstration. Indirect support of
this is that reducing BCAAs have beneficial effects on glucose
control independent of weight loss. As well, several experiments
demonstrated that glucose-lowering drugs such as metformin
[179, 180] and glipizide [180] promote the upregulation of
BCAA degradation pathways, also leading to a decreased serum
BCAA [179].

Inflammatory changes post-BS: links
with improvement in T2D?

Adipose tissue remodeling

As depicted in Fig. 2, BS enables a dramatic loss in body fat
mass [67] involving both the scAT and vAT depots [5]. It was
initially described that AT undergoes significant remodeling

Fig. 2 Immunity and
inflammation profiles of adipose
tissue before and after bariatric
surgery. scAT, subcutaneous
adipose tissue; Th1, helper T cells
1; Th2, helper T cells 2; VAT,
visceral adipose tissue
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during BS and that BS reduces adipocyte size, yet more effec-
tively in DR patients [181]. Although the relationship has not
been firmly confirmed, reduced adipocyte size might contrib-
ute to the reduced production of cytokines such as IL-1Ra
[182, 183] or IL-8, IP-10, monokine-induced by γ-interferon
(MIG), MCP-1, and BRegulated on Activation, Normal T Cell
Expressed and Secreted^ (RANTES), along with the improve-
ment of body weight and metabolic alterations. Moreover, BS
is associated with fewer macrophages in the scAT [183, 184]
and in the vAT [185] and a switch toward a less pro-
inflammatory profile [8, 184], which may also participate in
the reduced inflammatory tone post-BS. T2D patients under-
going long-term DR lose more total fat mass and trunk-fat
mass than those remaining T2D post-RYGB, suggesting a
possible role of vAT modifications in DR [48]. This result is
concordant with that of a previous study where the remission
of metabolic syndrome (pre-diabetes state) was observed in
patients who lost the most vAT mass post-RYGB [186].

Notably, a recent study demonstrated that, while obese
mice on a dietary restriction can normalize their body weight,
they do not fully rescue their insulin sensitivity profile nor AT
inflammation with the conservation of crown-like structures.
Moreover, macrophages still display an inflammatory profile
with a perpetual cross talk with T cells maintaining inflamma-
tory activation [187]. These results, that need to be confirmed
in human, suggest that although weight loss improves obesity-
induced AT injuries, it does not restore its structure and func-
tion, which is important in the context of BS as some individ-
uals do not normalize their BMI post-BS [40, 48]. In addition,
it is well-known that BS induces major inter-individual vari-
ability in clinical outcomes and weight response, one could
speculate that patients undergoing DR would improve AT
inflammation and metabolism better than those not achieving
DR and with persistent inflammatory alterations.

Circulating immune and cytokine production changes

Together with changes in inflammation in the AT, modifications
of circulating immune cells and inflammatory cytokines are ob-
served post-BS. Blood CD16+ monocytes, known to display an
increased inflammatory cytokine production, are increased dur-
ing obesity [188] and positively correlates with BMI [189] and
the specific CD14dim CD16+ subpopulation further augments
in obese individuals with T2D [188]. Interestingly, the CD14dim
CD16+ subpopulation exhibits the lowest lipid accumulation
capacity of all monocytes and is less prone to migrate into the
AT [190]. BS significantly reduces these two subpopulations and
most particularly the CD14dim CD16+ monocytes [188, 191]
while switching their secretory profile toward a decreased pro-
duction of inflammatory cytokines such as TNFα and IL6 [191].
Interestingly, Chen et al. recently showed significant associations
between changes in GM composition post-BS (assessed by RT-
PCR) and the changes in monocytes number, secretion profile,

and the expression of their membrane receptors such as TLR-4,
which is the receptor that recognizes bacterially-produced LPS,
and thus involved in microbiota signalization pathway [191].

Circulating T lymphocytes display a Th1 inflammatory
profile during obesity [18] and also undergo phenotype mod-
ifications post-BS. Whereas the circulating number of lym-
phocytes is not modified, Th1 cells and the Th1/Th2 ratio
decreases significantly post-BS-induced weight loss [192]
(Fig. 2). This decrease is stronger among patients with T2D
or impaired glucose tolerance (IGT) than normoglycemic pa-
tients pre-BS [192]. In agreement with a switch in inflamma-
tory profile, the magnitude of glycemic improvement post-BS
is correlated with the increase in Th2 post-BS in a clinical
study focusing on T2D or IGT patients [193]. Blood levels
of a specific T cell type, mucosal-associated invariant T
(MAIT) cells, are dramatically decreased in obese and obese
T2D patients [194, 195] but display a Th1 and Th17 cytokine
production profile [194] while their number is increased in the
AT. The relationship between MAIT cells and hyperglycemic
milieu was substantiated by an in vitro study showing that
hyperglycemia per se induces MAIT apoptosis [195], which
could partly explain their reduction during obesity and T2D.
Interestingly, MAIT cells recognize microbial derived metab-
olites (originating from the riboflavin pathway) that are able to
activate these cells. Recently, it was also demonstrated that
MAIT cells could be activated by some bacterial species
[196]. RYGB is able to (1) increase the number ofMAITcells,
yet their level does not return to that of normal healthy con-
trols, and (2) nearly normalize their cytokine secretion profile
with the exception of IL-17 [194], concomitantly with weight
loss and improvements in glycemic control. Overall, the in-
flammatory tone as well as the inflammatory profile of circu-
lating and AT immune cells tend to decrease post-BS.

Conclusions and perspectives

In this review, we ought to describe the beneficial effects of BS
in terms of glucose control improvement and diabetes remission,
as well as themyriad of complexmechanisms probably acting in
synergy to improve glucose homeostasis. BS induces caloric
restriction, weight loss, fat mass loss, improved β-cell function,
gut plasticity, both hormonal and bile acids changes, as well as
immune cell modifications at the systemic level and within the
adipose tissue. However, the causal or secondary contribution of
these factors in improved glucose metabolism still need to be
deciphered. Recently, GM dysbiosis was shown to be partially
improved after BS, however, not to the same degree asmetabolic
improvements. Thus, whether the GM per se plays a role in DR
observed post-BS still remains to be proven. Additionally, the
mechanisms by which GM compositional and functional modi-
fications post-BS participates in improved glucose metabolism
and/or inflammatory tone still need to be evaluated in depth in
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controlled studies focusing on the combination of mechanisms
proposed above in this review. Exploring these interactions will
also help identifying targets for biomarkers or upstream thera-
peutics mimicking BS effects without surgical intervention.
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6. Chirurgie bariatrique et microbiote intestinal 
Notre équipe et d’autres ont démontré que la composition du MI se modifiait à court (3-6 

mois) (128,300), mais aussi à plus long terme (88,301) après CB. Le laboratoire a notamment 

montré que les changements de certains genres bactériens tels que Bacteroides, Neisseria, 

Gemella ou encore Dorea étaient associés aux variations des paramètres glycémiques et 

inflammatoires (300), et que Faecalibacterium prausnitzii augmentait significativement à partir 

de 3 mois post-opératoire, ce qui était corrélé à l’amélioration de l’inflammation de bas grade 

des sujets obèses indépendamment des changements alimentaires (128). Aussi, le laboratoire a 

pu mettre en évidence des relations entre les profils du microbiote et les changements 

d’expression génique du tissu adipeux après chirurgie bariatrique (302).  

De nombreux phénomènes peuvent expliquer ces changements de composition après CB : 

modulation drastique de l’anatomie intestinale, changement qualitatif et quantitatif de 

l’alimentation, modulation du pH, de l’oxygénation de la lumière intestinale (72) et du profil 

des acides biliaires (301,303). Il a d’ailleurs été démontré que la variation de ces acides biliaires 

avait un impact sur l’absorption luminale du glucose ou encore son métabolisme via l’activation 

du récepteur au farnesoid (FXR) (303–305).  

Cependant, ces observations ne préjugent pas d’un rôle causal des changements du 

microbiote intestinal sur l’amélioration de la tolérance au glucose. A ce jour, 3 études seulement 

ont réalisé des transferts de MI d’animaux ou de patients ayant eu une CB, et ont démontré un 

impact du MI post-CB sur la régulation de l’adiposité (167,168), et de façon plus modérée sur 

le métabolisme de l’hôte (168,306). J’ai repris au travers de la revue ci-dessous, publiée dans 

Current Obesity Reports, l’ensemble des modifications décrites du microbiote intestinal après 

chirurgie bariatrique à court ou plus long terme, et discuté les variations de modulation du MI 

selon le type de chirurgie ou entre les patients. 
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Abstract

Purpose of Review In this review, we summarize what is currently described in terms of gut microbiota (GM) dysbiosis

modification post-bariatric surgery (BS) and their link with BS-induced clinical improvement. We also discuss how the major

inter-individual variability in terms of GM changes could impact the clinical improvements seen in patients.

Recent Findings The persisting increase in severe obesity prevalence has led to the subsequent burst in BS number. Indeed, it is to

date the best treatment option to induce major and sustainable weight loss and metabolic improvement in these patients. During

obesity, the gut microbiota displays distinctive features such as low microbial gene richness and compositional and functional

alterations (termed dysbiosis) which have been associated with low-grade inflammation, increased body weight and fat mass, as

well as type-2 diabetes. Interestingly, GM changes post-BS is currently being proposed as one the many mechanism explaining

BS beneficial clinical outcomes.

Summary BS enables partial rescue of GM dysbiosis observed during obesity. Some of the GM characteristics modified post-BS

(composition in terms of bacteria and functions) are linked to BS beneficial outcomes such as weight loss or metabolic improve-

ments. Nevertheless, the changes in GM post-BS display major variability from one patient to the other. As such, further large

sample size studies associated with GM transfer studies in animals are still needed to completely decipher the role of GM in the

clinical improvements observed post-surgery.

Keywords Bariatric surgery . Gut microbiota . Metagenomics . Richness . Obesity . Metabolism . Akkermansia muciniphila .

Faecalibacterium prausnitzii . Microbial gene richness . Type-2 diabetes . Roux-en-Y gastric bypass . Sleeve gastrectomy .

Adjustable gastric banding . Roseburia intestinalis . Proteobacteria . Gammaproteobacteria . Firmicutes . Bacteroidetes .

BMI . HbA1c . Remission . Illumina

Introduction

The gut microbiota (GM) colonizes the digestive tract at birth

[1, 2] with bacterial compositional changes and diversification

until 2 years of age. Although a series of endogenous and

exogenous factors (such as diet, drugs and diseases) can im-

pact its composition, the GM is generally stable throughout

adolescence and adulthood until individuals reach 70–

75 years old [3, 4]. The digestive tract harbors 1014 microor-

ganisms (at least in the colon) which remain mostly unidenti-

fied [5]. In humans and rodents, the GM is segmented into two

main phyla: Bacteroidetes and Firmicutes [6]. New culture-

independent “omics” technologies, mainly metagenomics and

metabolomics [7, 8••, 9], have provided major insights into

GM composition and functions in both health and diseases

[10].

During obesity, a common and frequent fecal microbiota

characteristic is reduced microbial gene richness (MGR) and

diversity. Low MGR has been observed in obese mice [11]

and humans [12, 13] and is more prevalent in populations with

a high incidence of obesity [4]. Low MGR is defined using

shotgun analysis and is represented by the total number of
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non-redundant microbial genes below the threshold of

480,000 genes [12, 13] and is associated with increased

BMI, low-grade inflammation, and insulin resistance [12,

13]. As such, low MGR can be found in up to 40% of

overweight/moderately obese patients. Recently, we have

shown that the most extreme forms of obesity (i.e., severe

obesity) are characterized by a very high prevalence (75% of

the patients) of low MGR [8••]. Beyond corpulence, this de-

creased MGR is further associated with adverse adipose tissue

repartition (i.e., increased trunk-fat mass), type-2 diabetes

(T2D), and hypertension and its severity as witnessed by in-

creased polypharmacy [8••]. However, dietary habits are crit-

ical in modulating MGR and gut bacterial diversity. Indeed,

European children who consume half the fiber intake of their

African counterparts display a lower bacterial diversity [14]

compared to the African children. Furthermore, high MGR

[15] is also observed in moderately obese individuals follow-

ing a healthy diet. Interestingly, in weight loss intervention

programs, obese patients who follow a restrictive diet yet with

adequate nutrition display higher gut bacterial diversity as

compared to those with self-prescribed dietary restriction

and inadequate nutrition [16].

In addition to reduced bacterial richness, the GM un-

dergoes profound compositional and functional changes dur-

ing obesity. A pioneering study published in 2005 found that

the ratio of Bacteroidetes to Firmicutes (the twomost common

phyla within the GM) is decreased in genetically obese mice

(Lep-/-, also known as ob/ob) as compared their heterozygous

or wild-type littermates [17, 18]. Although this finding was

confirmed in humans shortly afterwards [19, 20], several stud-

ies have found diverging results [21] with the current litera-

ture, suggesting that this biomarker is probably not universal

in obesity. In addition to phylogenetic changes, the GM of

obese animals extract more energy from fermentation than

that of lean animals [19], and this feature is (at least partially)

transmissible via fecal microbiota transfer (FMT), into germ-

free animals [19, 22]. FMT from obese individuals into germ-

free mice also induces susceptibly to weight gain in germ-free

mice when compared to mice transferred with GM from lean

donors [23]. Several studies using metagenomic sequencing

further assessed GM functional differences between obese and

lean controls as well as in individuals with high vs low MGR

[12, 13]. These studies reported that subjects with obesity and

low MGR harbored less butyrate-producing bacteria, reduced

hydrogen and methane production, increased potential to de-

grade intestinal mucus, and increased oxidative stress man-

agement potential [12].

Overall, these studies demonstrate obesity is associated

withmajor GMdysbiosis, which further worsens with increas-

ing BMI and disease aggravation [8••]. Whether this dysbiosis

can be reversed upon weight loss has been evaluated using

various means, including bariatric surgery (BS), which is the

focus of the present review. We here summarize the GM

compositional changes after several BS techniques and their

link with clinical outcomes. We also discuss the factors poten-

tially involved in major differences and variability observed

across studies.

Bariatric Surgeries Techniques and Outcomes

Bariatric surgery is classically recommended for individuals

with BMI ≥ 40 kg/m2 or ≥ 35 kg/m2 with associated comor-

bidities [24]. All BS procedures (adjustable gastric banding

(AGB), sleeve gastrectomy (SG), and Roux-en-Y gastric by-

pass (RYGB)) consist of a reduction of gastric volume by

creating a gastric pouch of roughly 30 ml, which drastically

reduces food intake [25, 26]. Depending on the surgical tech-

nique used (with the exception of AGB), there are also further

modifications of the intestinal tract, which have potential con-

sequences on GM composition. For instance, SG induces

modifications of pH and gut hormones secretion profiles,

whereas, a degree of RYGB adds malabsorption and bile flow

diversion (via the exclusion of the duodenum and the proxi-

mal jejunum from the intestinal tract), as well as modifications

of food taste and macronutrient intake [27]. These mecha-

nisms have been collectively summarized as the BRAVE ef-

fect [28] of BS. The gut architecture and digestive ecology is

thus deeply modified following BS and leads to a significant

pressure on the gut microbial ecosystem (as reviewed in

length [5]). To date, BS is an efficient therapeutic option to

induce rapid and significant weight loss [29] over time with a

variable degree of weight loss maintenance [29]. Because of

the progression of severe obesity worldwide, the number of

BS intervention has progressed in parallel, reaching a three-

fold increase the past 10 years [30]. However, weight loss

outcomes display major inter-individual variability. While

some patients are considered as good responders [31, 32]

(i.e., they lose a large amount of weight and further stabilize

this weight loss during follow-up), others lose less weight

during the first year [31, 32] or regain weight at mid-term

[33]. While several clinical or biological factors including

type-2 diabetes [34], surgery conversion [35], and adipose

tissue fibrosis [31, 32, 36] are involved in the variability of

individuals’ responses, it is suggested that differential changes

within the gut microbiota could also contribute to the inter-

individual variability observed for post-bariatric surgery

outcomes.

Concomitantly to weight loss, patients undergo drastic im-

provements of their metabolic conditions post-BS [37], due

not only to weight loss itself but also to other weight-

independent mechanisms extensively described elsewhere

[38]. In this context, a growing amount of literature suggests

that GM modifications could be associated with or eventually

explain BS-induced metabolic and inflammatory improve-

ments as previously reviewed [39]. Indeed, strong evidences
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have emerged from FMT studies using either mice [40, 41••]

or human [42] donors and germ-free mice recipients, which

have shown that the modified GM post-BS is able to induce

moderate weight loss upon FMT when compared to FMT in

sham operated animals or non-operated subjects. However,

the precise mechanisms involved in the GM-mediated im-

provements post-BS remains scarce.

Bariatric Surgery and Gut Microbiota
Modulation

Microbial Richness

Bariatric surgery has been shown to increase gut bacterial

richness and diversity in different studies with various se-

quencing techniques (Table 1). Using 16S rRNA pyrose-

quencing, we previously demonstrated a significant increase

in diversity from baseline to 3 months which further remains

stable at 6 months post-RYGB. This observation was further

confirmed for up to 1 year post-RYGB [43•] using Illumina

shotgun sequencing. Recently, Palleja et al. have confirmed

this increase in diversity using the same method, yet due to a

limited number of patients, it did not reach significance [44].

Furthermore, we confirmed and reinforced this observation

showing a significant increase in gut microbial richness (as

estimated by bacterial gene count via SOLiD shotgun se-

quencing) only 1 year post-BS both after RYGB and AGB

[8••]. Most interestingly, in another group of patients followed

up to 5 years post-RYGB, we observed that the significant

increase in MGR obtained at 1 year remains stable thereafter

[8••]. Most importantly, BS is not able to completely reverse

the initial obesity-associated decrease in MGR, although pa-

tients exhibit major weight reductions and metabolic and in-

flammatory improvements [8••, 45]. Since severely obese pa-

tients present with very low MGR at baseline, BS is not suf-

ficient enough to enable a switch from low to highMGR [8••].

Whereas partial, the reason why the bacterial gene richness is

improved is not fully understood and could originate from

many factors besides gut anatomy modification and could

include improvements in metabolism, inflammation, body

composition, and weight loss [8••]. Some bacterial genus

changes, such as Eubacterium spp., Ruminococcaceae spp.

and Faecalibaceterium spp., are associated with the ameliora-

tion of metabolic factors, including HbA1c. Moreover, the

healthy diet recommended post-BS [24, 46] might also play

a role in increasing MGR, as proposed by Griffin et al. [16].

The findings discussed above are reported after AGB and

RYGB. However, SG is becoming the most preferred and

performed BS intervention worldwide [30], and studies have

started assessing gut microbiota modulation post-SG com-

pared to other BS techniques. A recent murine study demon-

strated that both SG and RYGB similarly increase diversity as

assessed by 16S-pyrosequencing [47]. This significant in-

crease in diversity was confirmed in humans 3 months post-

SG [48], using shot gun sequencing; however, diverging re-

sults are also reported. Although Murphy et al. observed a

significant increase in MGR post-RYGB, no difference was

observed post-SG [43•]. More powered studies, with a higher

number of patients and including follow-ups, are needed to

further assess the effect of BS surgery techniques on gut bac-

terial richness and diversity and to relate the observed changes

with lifestyle and clinical improvements.

Post-BS Evolution of Gut Microbiota Composition

Bariatric surgery modifies GM composition in the short-

[49–51], mid- [44, 48, 52], and long-term, up to 9 years [8••,

42]. These bacterial compositional changes have been exten-

sively reviewed in the literature [53–56]. Interestingly, several

bacterial and metabolic signatures have been consistently de-

scribed and are displayed here in Table 1, whereas some bac-

terial changes have been further associated with clinical pa-

rameters, as illustrated in Table 2. Both bacterial changes and

their association with clinical parameters are summarized in

the Fig. 1.

Gammaproteobacteria [39] represents the class that has

been the most consistently described as increased post-BS in

animals as well as in both obese and obese diabetic patients

[44, 50, 52, 57]. In some studies, this increase is associated

with the amount of weight loss [58]. In our previous study

using 16S rRNA pyrosequencing, we observed increased

Escherichia coli, which is within the Proteobacteria phylum,

parallels the decrease in leptin post-BS [49]. Intriguingly, in-

direct data regarding the mechanism of action of metformin

suggest that this increase in Gammaproteobacteria could be

involved in the post-BS metabolic improvements [59].

Furthermore, disrupting the GM of rodents with a cocktail of

broad spectrum antibiotics induces a major increase in

Proteobacteria, which is associated a beneficial phenotype of

decreased systemic inflammation and improved glucose ho-

meostasis [60]. Finally, an increase in Proteobacteria, includ-

ing Escherichia coli, has also been reported in rodents or in

drug naïve T2D humans after metformin treatment inducing

improved glucose homeostasis, which further suggests that

Proteobacteria could be involved in metabolic improvements

[61]. However, this beneficial increase of Gammaproteobacteria

could be seen as a paradox as an elevation of Proteobacteria and

Enterobacteria is generally seen as deleterious in many intestinal

diseases, such as inflammatory bowel diseases and colon cancer

[62]. The precise mechanisms of this apparent paradox need to

be deciphered. Indeed, it is known that Proteobacteria are gram

negative bacteria that express lipopolysaccharide (LPS) in their

membrane. Since LPS is one of the main drivers of metabolic

endotoxemia [63], one could argue whether increasing

Proteobacteria should really translate into real clinical benefits.
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Table 1 Gut microbiota changes described after bariatric surgery in both human and animal studies

Reference Country Design of the

study

Number of

patients with

GM analyses

Surgery type

(n of

patients)

Samples DNA

extraction

Sequencing

technique

Time

points

sequenced

Changes in GM after BS Impact of BS

on fecal

richness

Comments

Human studies
Zhang et al., 2009
[51]

USA BS VS Obese VS
lean
individuals

6 MO patients
and 3 lean
individuals

RYGB
(n = 3)

Feces QIAamp DNA
Stool Kit
(Qiagen)

Sanger and 16S
rRNA
pyrosequenc-
ing

8 to
15 months
post-BS

↑ Gammaproteobacteria,
Verrucomicrobia,
Fusobacteria

↓ Clostridia

– –

Furet et al., 2010
[49]

France BS VS lean
individuals

30 MO (7 with
T2D)
patients and
13 lean
individuals

RYGB
(n = 30)

Feces Godon84 16S rRNA
qPCR

Before,
3 months
and
6 months
post-BS

↑ Bacteroides/Prevotella
ratio,
Faecalibacterium
prausnitzii,
Escherichia

↓ Bifidobacterium,
Lactobacillus,
Leuconostoc,
Pediococcus

– –

Patil et al., 2012
[85]

India BS VS Obese VS
lean
individuals

5 thin, 5 lean, 5
obese and 5
obese--
operated
individuals

SG (n = 3)
and AGB
(n = 2)

Feces QIAamp DNA
Stool Mini
Kit
(Qiagen)

Sanger – ↓ Bacteroides and
Archaea

No changes –

Kong et al., 2013
[52]

France BS 30 MO patients RYGB
(n = 30)

Feces Godon84 16S rRNA
(V3–V4)
pyrosequenc-
ing

Before,
3 months
and
6 months
post-BS

↑ Bacteroides,
Escherichia, Alistipes

↓ Lactobacillus, Dorea,
Blautia and
Bifidobacterium

↑ Number of
genera and
Chao1
index

–

Graessler et al.,
2013 [50]

Germany BS 6 MO patients
(n = 5 T2D)

RYGB
(n = 6)

Feces Nycodenz
density
gradient
centrifugati-
on, bacterial
lysis and
DNA
digestion86

Shotgun
metagenomic
sequencing
(Illumina)

Before and
3 months
post-BS

↑ Proteobacteria,
Bacteroidetes/Firmic-
utes ratio,
Verrucomicrobia

↓ Firmicutes,
Cyanobacteria

– One patient
received 6 days
of penicillin
3 weeks prior
the
post-operative
stool sample
was collected

Ward et al., 2014
[68]

USA BS 8 MO patients RYGB
(n = 8)

Feces UltraClean
Fecal DNA
Kit (MO
BIO, Inc.)

16S rRNA (V4)
pyrosequenc-
ing

Before and
6 months
post-BS

↑ Bacteroidetes,
Bacteroidetes/Firmic-
utes ratio,
Proteobacteria (PPI
users),
Verrucomicrobia

↓ Firmicutes,
Proteobacteria (PPI
non-users)

– –

Damms-Machado
et al., 2015 [70]

Germany BS VS VLCD 6 MO patients SG (n = 3) Feces PSP Spin Stool
DNA Plus
Kit with
lyses
enhancer
(Stratec
Molecular,
Berlin,
Germany)

Shotgun
metagenomic
sequencing
(SOLiD)

Before,
3 months
and
6 months
post-BS

↑ Bacteroidetes,
Faecalibacterium
pausnitzii

↓ Several Firmicutes
(Eubacterium,
Faecalibacterium,
Dorea, and
Coprococcus),
Bacteroides vulgatus,
Bacteroidetes/Firmicu-
tes ratio

– High
inter-individual
variability
regarding the
Bacteroidetes/F-
irmicutes ratio at
baseline, despite
relatively similar
BMI
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Table 1 (continued)

Reference Country Design of the

study

Number of

patients with

GM analyses

Surgery type

(n of

patients)

Samples DNA

extraction

Sequencing

technique

Time

points

sequenced

Changes in GM after BS Impact of BS

on fecal

richness

Comments

Tremaroli et al.,
2015 [42] @

Italy RYGB vs VBG
vs MO
patients

21 MO patients RYGB
(n = 7) and
VBG
(n = 7)

Feces QIAamp DNA
Stool Mini
Kit columns

Shotgun
metagenomic
sequencing
(Illumina)

About
10 years
post-BS

↑ Proteobacteria
(Escherichia,
Klebsiella and
Pseudomonas)

↓ Firmicutes,
Eubacterium rectale
(VBG), Roseburia
intestinalis (VBG)

– The microbiota
profiles were
similar between
RYGB and
VBG patients,
and differences
in GM
composition and
genetic content
are mostly due
to the
intervention and
not BMI

Federico et al.,
2016 [72]

Italy BS 11 MO patients BIP (n = 11) Feces Maxwell® 16
DNA
Purification
Kit
(Promega)

qPCR-DGGE Before and
6 months
post-BS

↑ Lactobacillus crispatus,
Megasphaera elsdenii,
Streptococcus spp.

↓ Butyrivibrio
fibrisolvens, Roseburia
hominis/faecis, Dorea
longicatena, Blautia
spp., Ruminococcus
spp. and Ruminococcus
obeum

– The similarity was
higher between
subjects before
the surgery than
within the same
subject before
and after BS

Palleja et al., 2016
[44]

Denmark BS 13 MO patients
(n = 7 T2D
and n = 1
IGT)

RYGB
(n = 13)

Feces IHMS 07V2 Shotgun
metagenomic
sequencing
(Illumina)

Before,
3 months
and 1-year
post-BS

↑ Proteobacteria
(including Escherichia
coli and Klebsiella
pneumoniae),
Streptococcus
salivarius,
Akkermancia
muciniphila

↓ Faecalibacterium
prausnitzii,
Anaerotruncus
colihominis,
Megasphaera
micronuciformis

↑ Gene
richness
and
Shannon
diversity
index
during the
first 3
months and
stable
afterwards

Surgery, baseline
T2D status,
metformin
usage, GLP-1
levels (at each
time point), and
BMI (at each
time point)
explained most
of the variation
in terms of
species
composition

Patrone et al.,
2016 [73]

Italy BS 11 MO patients
(n = 6 T2D)

BIB (n = 11) Feces Maxwell® 16
DNA

Purification
Kit
(Promega)

Shotgun
metagenomic
sequencing
(Illumina)

Before and
6 months
post-BS

↑ Selenomonadales,
Megasphaera,
Lactobacillus,
Enterobactriaceae,
Gammaproteobacteri-
a, Proteobacteria

↓ Lachnospiraceae,
Ruminococcus,
Faecalibacterium,
Blautia

↓ Chao1,
Shannon
and
Simpson
indexes

Decreased fecal pH
after BS

Murphy et al.,
2017 [43•]

New
Zealand

BS 14 MO patients RYGB
(n = 7) and
SG (n = 7)

Feces Qiagen QIamp
DNAstool
mini kit

Shotgun
metagenomic
sequencing
(Illumina)

Before and
1-year
post-BSs

↑ RYGB: Firmicutes,
Actinobacteria; SG:
Bacteroidetes

↓ RYGB: Bacteroidetes

↑ Number of
species
(RYGB)

–

China BS 23 MO patients SG (n = 23) Feces
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Table 1 (continued)

Reference Country Design of the

study

Number of

patients with

GM analyses

Surgery type

(n of

patients)

Samples DNA

extraction

Sequencing

technique

Time

points

sequenced

Changes in GM after BS Impact of BS

on fecal

richness

Comments

Liu et al., 2017
[48]

Nycodenz
density
gradient
centrifugati-
on, bacterial
lysis and
DNA
digestion86

Shotgun
metagenomic
sequencing
(Illumina)

Before,
1 month
and
3 months
post-BS

↑ Bacteroidetes
thetaiotaomicron,
Akkermansia
muciniphila,
Clostridiales bacterium

↓ Coprococcus comes and
Dorea longicatena

↑ Gene count,
alpha--
diversity

The GM
composition of
BS-operated
obese patients
shifted towards
those of lean
individuals

Aron-Wisnewsky
et al., 2018 [8••]

France BS 34 MO patients RYGB
(n = 14 +
10) and
AGB
(n = 10)

Feces Godon84 Shotgun
metagenomic
sequencing
(SOLiD)

1, 3,
12 months
and up to
5 years
post-BS

↑ GU:99 Roseburia,
GU:225 Butyricimonas
virosa, GU:359
Butyricimonas

↑ Gene
richness
3 months
after BS

The increase
similar
proportion
for both
AGB and
RYGB, and
remained
stable up to
5 years
post-op.

The impact of
RYGB was
higher on the
GM than that of
AGB

Paganelli et al.,
2018 [71]

Netherlands BS 45 MO patients RYGB
(n = 23)
and VSG
(n = 22)

Feces Godon84 16S rRNA
(V3–V4)
shotgun
sequencing
(Illumina)

Before,
3 months
and
6 months
post-BS

↑ Streptococcaceae,
Enterobacteriaceae

↓ Bifidobacteriaceae

No changes –

Animal studies
Li et al., 2011 [57] United

Kingdo-
m

BS vs Sham 12 Wistar rats
under
chow-diet

RYGB
(n = 6),
Sham
(n = 6)

Feces QIAamp DNA
Stool Mini
Kit
(Qiagen)

16S rRNA
(V1–V3)
pyrosequenc-
ing

Before and 2,
4, 6 and
8 weeks
post-BS

↑ Gammaproteobacteria
↓ Firmicutes,

Bacteroidetes

– The rats received
an antibiotic
treatment before
the surgeries
(amoxicillin/-
flucloxacillin)

Osto et al., 2013
[87]

Belgium BS vs Sham 16 Wistar rats
under
chow-diet

RYGB
(n = 8),
Sham
(n = 8)

Samples
col-
lected
across
the
length
of the
intes-
tine

QIAamp DNA
Stool Mini
Kit
(Qiagen)

qPCR – ↑ Bifidobacterium spp.
(across the intestine
except the
biliopancreatic limb),
Lactobacillus spp.
(cecum after RYGB),
Bacteroides/Prevotella
ratio (across the
intestine except the
biliopancreatic limb
and cecum)

Increase total
bacterial
content in
the
alimentary
limb after
RYGB

–

Liou et al., 2013
[40] @

USA BS vs Sham vs
calories--
matched
animals

13 C57Bl6
mice under
HFD

RYGB
(n = 4),
Sham
(n = 5)

Feces
and
sam-
ples
col-
lected

PowerSoil
bacterial
DNA
extraction
kit
(MO-BIO)

16S rRNA (V4)
shotgun
sequencing
(Illumina)

Fecal GM
was
analyses
every
2 weeks
during

↑ Bacteroidales,
Verrucomicrobiales,
Enterobacteriales,
Archaea

– Changes of the GM
composition
were very rapid
(1 week) and
persistent
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Table 1 (continued)

Reference Country Design of the

study

Number of

patients with

GM analyses

Surgery type

(n of

patients)

Samples DNA

extraction

Sequencing

technique

Time

points

sequenced

Changes in GM after BS Impact of BS

on fecal

richness

Comments

across
the
length
of the
intes-
tine

12 weeks,
and the
GM of
each
intestinal
segments
was
analyzed at
12 weeks
(sacrifice)

↓ Clostridiales,
Erysipelotrichales,
Lactobacillales

The impact of
RYGB was
similar in both
chow-fed and
HFD-fed
animals,
suggesting a
more
pronounced
effect of the
surgery

Increased gastric
pH and
decreased fecal
pH

Arora et al., 2017
[41•] @

Sweden BS 15 fa/fa rats
under
chow-diet

RYGB
(n = 5),
DJB
(n = 5) and
Sham
(n = 5)

Samples
col-
lected
across
the
length
of the
intes-
tine

QIAamp DNA
Stool Mini
Kit

16S rRNA
(V1–V2)
pyrosequenc-
ing and 16S
rRNA (V4)
shotgun
sequencing
(Illumina)

35 days after
the
surgeries
(sacrifice)

↑ Lactococcus spp. (across
the intestine after
RYGB), Bacteroides
vulgatus (ileum and
colon after RYGB),
Escherichia coli
(across the intestine
after RYGB)

↓ Lactobacillus animalis
(across the intestine
after RYGB),
Lactobacillus reuteri
(across the intestine
after RYGB)

– The GM
composition is
affected by
RYGB but not
by DJB

The transfer of ileal
GM from
RYGB-operated
rats induced an
alteration of the
glucose
tolerance in the
recipient mice,
whereas the
transfer of their
cecal content
slightly
improved it

Duboc et al., 2018
[88]

France BS vs Sham 20 Male Wistar
rats under
HFD

RYGB
(n = 6),
SG (n = 5)
and Sham
(n = 9)

Cecum – 16S rRNA
(V3–V4)
shotgun
sequencing
(Illumina)

40 days
post-BS
(sacrifice)

↑ Clostridium (RYGB),
Ruminococcus,
Enterobacteriacae

– –

The most commonly described GM changes are presented in bold, while conflicting results across studies are shown underlined

@ studies where results regarding fecal GM transplants have been shown, ↑ Increase, ↓ decrease, AGB adjustable gastric banding, BIB biliointestinal bypass, BMI body mass index, BS bariatric surgery,

DGGE denaturing gradient gel electrophoresis, DJB duodenal jejunal bypass, GLP-1 glucagon-like peptide 1, GM gut microbiota, HFD high fat diet, IGT impaired glucose tolerance, IHMS International

HumanMicrobiome Standards,MOmorbidly obese, qPCR quantitative polymerase chain reaction, rRNA ribosomal ribonucleic acid, RYGB Roux-en-Y gastric bypass, SG sleeve gastrectomy, T2D type-2

diabetes, VBG vertical banded gastroplasty, VLCD very low calorie diet
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Table 2 Impact of BS-induced GM modulation on host metabolism, GM richness, and clinical features

Reference Metabolic changes Link GM—clinical information

Human studies

Furet et al., 2010 [49] – Faecalibacterium prausnitzii, Escherichia coli, and

the Bacteroides/Prevotella ratio were associated

with inflammatory parameters, and correlated with

changes of body weight, BMI, fat mass, leptin

concentrations, and food consumption after the

surgery

Patil et al., 2012 [85] ↓ SCFA –

Kong et al., 2013 [52] – BS ↑ the number of bacterial genera associated with

white adipose-tissue genes

Most of the 14 genera modulated by BS were deeply

correlated to clinical variables (HOMA-IR, fasting

glucose, fat-mass etc.), although half of the

associations were dependent on food intake

Graessler et al., 2013 [50] – Several bacteria were correlated to both BMI and CRP

post-BS, including Lactobacillus acidophilus,

Faecalibacterium prausnitzii, Coprococcus comes

Faecalibacterium prausnitzii correlates with plasma

glucose levels and Thermomicrobium and

Veillonella parvula with HbA1c

Damms-Machado et al., 2015 [70] ↑ Conjugated BAs (including GUDCA, TCDCA)

↓ Caloric extraction from nutrients, butyrate

fermentation pathways, some secondary BAs

= SCFA (no changes, confirmed in 10 other operated

subjects)

–

Tremaroli et al., 2015 [42] @ ↑ Circulating post-prandial BAs

↓ SCFA

GM transplantation post-BS demonstrated a role of the

GM in the reduction of adiposity observed after BS

Palleja et al., 2016 [44] ↑ Oxygen tolerance, transport of macronutrients and

micronutrients

–

Patrone et al., 2016 [73] ↑ Relative levels of valerate and hexanoate

↓ Butyrate production (but levels were similar),

relative levels of acetate and propionate

Significant positive associations were observed

between Clostridium levels and insulin

concentration, Faecalibacterium levels and

triglycerides, Gemmiger (Proteobacteria) and

serum glucose, total cholesterol and Clostridium,

and a negative relationship between blood glucose

concentration and the abundance of Lactobacillus.

Amongst those, only the relations with Gemminer,

Lactobacillus and Faecalibacterium remains

significant after adjustment for calories intake.

Murphy et al., 2017 [43••] ↑ Import of carbohydrates (RYGB) and amino acid

metabolism (RYGB and SG)

Roseburia intestinalis is associated with T2D

remission both after SG and RYGB

After BS, Paraprevotella and Acidaminococcaceae

correlate with fiber intake and MCP-1,

Prorionibacteriaceae and Blautia with TNF-a,

Bacteroidales correlates inversely with HbA1c,

Slackia, Weissela, Anaerostipes, Coprococcus, and

Coprobacillus with BMI

Liu et al., 2017 [48] ↓ Carbohydrate fermentation, citrate cycle,

glycosaminoglycan degradation, LPS synthesis

pathway, BCAA synthesis

Bacteroidetes thetaiotaomicron is associated

negatively with BMI and glutamate levels, itself

associated with the improvements of

hyperglycemia, insulin-resistance and inflammatory

markers

Aron-Wisnewsky et al., 2018 [8••] ↑ Glycine, acetyl glycine, methylmalonate

↓ Amino acid, BCAA, phenylalanine and tryptophan

pathway metabolites

Positive correlations with BMI and fat mass:

Bacteroides finegoldii, Coprobacillus spp.,

Anaerostipes hadrus

Negative correlations with BMI and fat mass:

Fusobacterium nucleatum, Dialister spp., and

Hungatella hathewayi (correlating positively with

HbA1c)
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Interestingly, although increased LPS synthesis within the GM

has been observed post-BS [42], it is not associated with exacer-

bated systemic inflammation. This rather suggests that BS might

be associated with decreased LPS translocation within the intes-

tine into the systemic circulation, via a potential decreased intes-

tinal permeability post-BS. Murine data have observed that

RYGB improves tight-junction integrity and in vivo intestinal

permeability while reducingmetabolic endotoxemia and system-

ic inflammation [64]. Yet, such observations in mice following

BS remain to be confirmed in humans.

Akkermansia muciniphila has been shown to have an im-

portant impact both on improved glucose homeostasis and

weight loss as well as on the gut epithelium health in obese

mice treated with prebiotics or after oral administration of the

live bacteria [51, 65–67]. Akkermansia muciniphila also is

associated with insulin sensitivity in mice [65] and humans

[66]. Indeed, obese individuals with increased A. muciniphila

have improved metabolic condition [66]. Studies on small

number of patients have also shown that A. muciniphila in-

creases post-BS [44, 50, 51, 68], yet whether it relates to

improved glucose homeostasis needs further validation. In

an unpublished observation from our group, we did not ob-

serve an association between A. muciniphila increase post-BS

and glucose metabolism improvement (Dao et al.,

unpublished).

Impact of Different Bariatric Surgery Techniques

Although SG and RYGB display relatively similar clinical

outcomes [69], the gut architecture modification significantly

Table 2 (continued)

Reference Metabolic changes Link GM—clinical information

Paganelli et al., 2018 [71] – Decreased HbA1c was associated with

Coriobacteriaceae and Clostridiales

Animal studies

Osto et al., 2013 [87] Increased DPP-4 activity in the alimentary limb and

the serum

–

Liou et al., 2013 [40] @ – The GM of RYGB-operated animals was able to (i)

decrease host adiposity and (ii) decrease fasting

insulin levels and HOMA-IR upon gut microbiota

transplantation

Arora et al., 2017 [41••] @ – The transfer of ileal GM from RYGB-operated rats

induced an alteration of the glucose tolerance and

higher fat gain in the recipient mice, whereas the

transfer of cecal GM induced a slight increase in

glucose tolerance

Duboc et al., 2018 [88] ↓ BAs deconjugation in the ileum of SG-operated

animals

–

@ studies where results regarding fecal GM transplants have been shown, ↑ increase, ↓ decrease, = no change, AGB adjustable gastric banding, BAs bile

acids, BCAA branched chain amino acids, BMI body mass index, BS bariatric surgery, CRP C-reactive protein, DPP-4 dipeptidyl peptidase-4, GM gut

microbiota, GUDCA glyco-ursodeoxycholic acid, HbA1C glycated hemoglobin, HOMA-IR homeostasis model assessment of insulin resistance, LPS

lipopolysaccharide,MCP-1monocyte chemoattractant protein 1, RYGBRoux-en-Y gastric bypass, SCFA short-chain fatty acids, SG sleeve gastrectomy,

T2D type-2 diabetes, TCDCA taurochenodeoxycholic acid, TNF-α tumor necrosis factor alpha

Bariatric surgery

Bacterial species increased a�er BS
Proteobacteria (Escherichia, Klebsiella), 

Verrucomicrobia (Akkermansia), Bacteroidetes 

(Alis�pes)

Bacterial species decreased a�er BS
Firmicutes (Blau�a, Dorea, Ruminococcus)

↑ Gene richness and bacterial diversity

Clinical associa�ons

Corpulence parameters
Body weight, BMI, fat mass

Metabolic parameters
Fas�ng glucose, HbA1c, HOMA-IR, 

fas�ng insulin concentra�on

Inflammatory parameters
CRP, MCP-1, TNF-α

Fig. 1 Summary of the main changes in GM composition across

literature and their link with modifications in clinical outcomes. Up

arrow: increase; BMI body mass index, CRP C-reactive protein, HbA1c

glycated hemoglobin, HOMA-IR homeostasis model assessment of

insulin resistance, MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1, TNF-α

tumor necrosis factor alpha
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differs between the two procedures, possibly inducing differ-

ential GMmodulations. Therefore, some, yet still scarce, stud-

ies have assessed GM changes after both interventions, after

either SG or very low-calorie diet (VLCD), or finally, solely

post-SG to assess SG-specific effects.

SG induces specific and distinct GM shifts as seen in a

small study comparing VLCD and SG effects on gut micro-

biota [70]. Bacteroides vulgatus, a bacteria found increased in

severe obesity and positively correlated with HbA1c [8••], is

reduced significantly post-SG, whereas it is not significantly

affected by either post-AGB or RYGB [8••]. Furthermore, SG

also increases Faecalibacterium prausnitzii [70], another bac-

terium found decreased in severely obese individuals with

T2D and which increases post-RYGB [49]. Based on these

observations, it is tempting to speculate that the change in

these bacteria could be involved in glucose improve observed

post-SG; however, this has not been clearly described. In an-

other study with small sample size comparing SG and RYGB,

Murphy et al. observed that although SG was associated with

functional changes in GM, they were fewer than those ob-

served post-RYGB [43•]. Furthermore, whereas both surgery

types induce similar clinical improvements and diet intakes,

gut microbiota modifications involve distinct pathways ac-

cording to the surgical technique [43•]. In particular, they ob-

served an increased amino acids biosynthesis capacity post-

SG [43•], a mechanism that could be linked to the improve-

ment of glucose control.

A recent human study, including a larger number of indi-

viduals undergoing SG, demonstrated a rapid shift of micro-

bial functions 3months post-SG [48], becoming similar to that

of healthy lean controls. Moreover, functions involved in car-

bohydrate fermentation, citrate cycle, glycosaminoglycan

degradation, and LPS synthesis pathway rapidly decreased

in these individuals. Most interestingly, Bacteroides

thetaiotaomicron, which was found to be decreased in obesity,

increased 3 months post-SG and this increase was found to be

associated with the decrease in BMI [48]. In this study,

A. muciniphila also significantly increased post-SG, a finding

concordant with previous data obtained post-RYGB [51]. This

study combining metagenomics and metabolomics explora-

tion thus provides a potential link between these GM changes

and metabolic improvement post-SG.

Inter-Individual Microbial Modulation

Even though significant shifts in gut microbiome composition

and functions are reported in BS cohorts, the reported GM

signatures show a major inter-individual variability amongst

subjects post-BS that merits consideration. These individual

profiles are nevertheless difficult to grasp in published studies

as individual data are scarcely presented.

Gut microbial diversity and richness inter-individual vari-

ability are observed both pre- and post-BS [8••]. For example,

we have reported that the mean baseline MGR is higher in

patients who undergo AGB as compared to RYGB, which is

likely due to less severe obesity-related comorbidities at base-

line in AGB subjects. However, the baseline variance for

MGR in both groups is large with the GM of patients under-

going AGB having between 300 k and 600 k genes, while the

GM of patients in the RYGB group ranging between 125 k to

550 k genes. Currently, the underlying individual factors

explaining this variability are unknown. Moreover, whether

we can exploit this inter-individual variability in order to find

predictive biomarkers of BS-induced weight loss merit con-

sideration and needs larger-scale studies. Similarly, although

the meanMGR significantly increases post-BS, the individual

variability remains relatively high, yet lower than that ob-

served at baseline. One could hypothesize that this MGR var-

iability could be due to subjects’ lifestyle (including food pat-

terns) and clinical condition before and after BS. However, it

could also be related to differential clinical developments

post-BS, including the amount of weight loss and the ampli-

tude of metabolic improvements, and this needs to be exam-

ined in dedicated prospective studies.

To date, only one study examined individual relative abun-

dance of GM composition. This study explored three healthy

controls as well as in three unpaired obese patients and three

patients who underwent RYGB, albeit with variable follow-up

duration [51]. The relative abundance of most bacterial classes

was found to be highly variable not only between groups of

patients but also between patients within the same group;

Proteobacteria and Clostridia were the most variable in the

GM of obese and RYGB-operated patients, while

Verrucomicrobia and Bacteroidetes were the most variable in

the healthy controls [51]. We and others [8••, 71] have also

recently reported this large inter-individual variability in GM

modulation post-BS.

Collectively, the literature thus confirms that bariatric sur-

gerymodifies GMcomposition and function, yet differentially

from one individual to the other. This could be related to

variable clinical outcomes, which is largely described in bar-

iatric cohorts [32, 33, 37]. Yet, it could also be due to several

biases and/or confounding factors discussed below.

Discussion

Although some GM signatures observed post-BS are replicat-

ed across studies (as discussed above), this is not always the

case as some studies display controversial results. This vari-

ability in these findings might originate from the different

DNA extraction and sequencing techniques used (DGGE

[72], qPCR [49], 16S rRNA pyrosequencing [52], shotgun

metagenomics (SOLiD [8••, 70] or Illumina [42, 43•, 44, 48,

50, 73]; see Table 1) across studies, the different bariatric

procedures, or different time points of stool collection post-
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BS (either short- [49, 50, 52], mid- [8••, 44, 48] or long-term

[8••, 42] follow-up) where clinical outcomes also differ.

Moreover, cohort ethnicity might also play a role and is, in

general, not taken into account in these studies. Ethnicity has

been shown to influence GM composition [74], and study

location (Europe [8••], Asia [48], or Oceania [43•]) could

underlie the different BS-induced GM modulations due to

different genetic backgrounds and lifestyles. As such, dietary

intake [15, 75] is critical in explaining variability in the mod-

ulation of GM composition, which also differs from one coun-

try to another but also between baseline and post-surgery fol-

low-up [25, 26]. For example, diet drastically changes post-

BS, especially fiber intake [25], which is known to have a

critical impact on GM composition and function [76]. In a

previous study, we observed associations between some bac-

terial changes and improvements in corpulence, metabolic, or

inflammatory markers, yet half of these associations are

strongly dependent on food intake [49]. Dietary patterns also

differ from one individual to another post-BS [25, 26, 46] and

dietary recommendations between clinical centers may differ

as well [51]. It is thus necessary to better examine the link

between post-BS dietary intake and lifestyle changes (such as

physical activity) and gut microbiota modulation to explain

the reported variability in GM composition.

Indeed, even though individuals can share broad GM re-

semblances, as seen with the enterotypes [77], a myriad of

environmental factors play a role in this high inter-individual

variability [76, 78], including not only lifestyle factors but also

medications. In the context of BS, patients are frequently

heavily treated for a large set of obesity-associated comorbid-

ities including T2D and dyslipidemia before the intervention

[37]. These therapies, such as metformin (the first line of treat-

ment for T2D) or statins, can have profound effects on the GM

composition [7, 59, 79, 80]. Since BS induces major metabol-

ic improvement, some, but not all patients, can stop drugs

originally taken at baseline, in particular glucose-lowering

agents including metformin [81, 82]. Thus, these changes in

drug intake, variable from one patient to another, could be

involved in the major GM changes seen across individuals.

Finally, although BS induces drastic changes in GM rich-

ness and composition [8••, 40, 41••, 42, 43•, 49] some of

which are maintained in the longer-term [42], BS does not

rescue the GM dysbiosis seen in severe obesity [8••]. While

showing some improvement, gut microbial richness remains

under the cut-off for low diversity [12, 13]. In studies compar-

ing BS individuals before and after surgery and lean controls,

the GM profile at the phylum level does not reach that of lean

individuals [49, 51]. It is important to examine whether this

partial correction of GM dysbiosis post-BS could be involved

in weight regain or the reoccurrence of obesity related comor-

bidities in some patients [33, 37], which is also associatedwith

a switch towards a less healthy diet and a more sedentary

lifestyle. A recent mouse study demonstrated that weight

cycling induces GM modulations but with a persistent

dysbiotic signature after the first initial weight loss. Most im-

portantly, this dysbiotic GM is associated with increased

weight gain when compared to high-fat diet fed mice who

never were subjected to the weight loss intervention [83].

Therefore, one could hypothesize that although BS improves

GM composition and function, it does not normalize it and

this could be linked to adverse clinical outcomes in the long-

term, including weight regain and metabolic deterioration

[33].

Conclusion

While considered as a useful clinical tool to improve the clin-

ical outcomes of patients with severe obesity, bariatric surgery

is also a remarkable model to understand the fundamental

mechanisms involved in drastic metabolic and inflammatory

amelioration. Amongst the myriad of potential mechanisms,

changes in gut microbiota composition and related functional

modification have been put forward with the availability of

new sequencing tools. While GM changes can be observed

and are associated with metabolic improvements in still rela-

tively unpowered human studies, they are not always consis-

tent and vary across population. Given these variations, fur-

ther research efforts are needed to deepen the understanding of

GM changes on improved metabolism post-BS, which may

provide evidence for the need to act therapeutically on the GM

to improve patient outcomes in the long term.

Acknowledgments The authors would like to thank Dr. Tim Swartz for

the careful English language review of this work.

Financial Support Funding to support NutriOmics research unit activity

on this review topic was obtained from European Union’s Seventh

Framework Program (FP7) for research, technological development,

and demonstration under grant agreement HEALTH-F4-2012-305312

(Metacardis) and Metagenopolis grant ANR-11-DPBS-0001 and from

the Clinical research program (PHRC Microbaria). JAW received grant

from Institut Benjamin Delessert and Société Francophone du Diabète

(SFD), and KC received an award from the Fondation de France.

Authors’ Contributions JD contributed to the research, discussion of con-

tent, and writing of this manuscript; J.A.W contributed to the research,

discussion of content, writing, and editing of this manuscript; and K.C.

contributed to the discussion of content, writing, and reviewing/editing

the manuscript before submission. All authors reviewed the manuscript.

Compliance with Ethical Standards

Conflict of Interest None of the authors has anything to disclose relevant

to this article.

Human and Animal Rights and Informed Consent All reported studies/

experiments with human or animal subjects performed by the authors

were performed in accordance with all applicable ethical standards in-

cluding the Helsinki declaration and its amendments, institutional/

Curr Obes Rep

135



national research committee standards, and international/national/institu-

tional guideline.

References

Papers of particular interest, published recently, have been

highlighted as:

• Of importance

•• Of major importance

1. Penders J, Thijs C, Vink C, Stelma FF, Snijders B, Kummeling I,

et al. Factors influencing the composition of the intestinal microbi-

ota in early infancy. Pediatrics. 2006;118:511–21.

2. Palmer C, Bik EM, DiGiulio DB, Relman DA, Brown PO.

Development of the human infant intestinal microbiota. PLoS

Biol. 2007;5:e177.

3. Marchesi JR. Human distal gut microbiome. Environ Microbiol.

2011;13:3088–102.

4. Yatsunenko T, Rey FE, Manary MJ, Trehan I, Dominguez-Bello

MG, Contreras M, et al. Human gut microbiome viewed across age

and geography. Nature. 2012;486:222–7.

5. Aron-Wisnewsky J, Doré J, Clement K. The importance of the gut

microbiota after bariatric surgery. Nat Rev Gastroenterol Hepatol.

2012;9:590–8.

6. Qin J, Li Y, Cai Z, Li S, Zhu J, Zhang F, et al. A metagenome-wide

association study of gut microbiota in type 2 diabetes. Nature.

2012;490:55–60.

7. Pedersen HK, Gudmundsdottir V, Nielsen HB, Hyotylainen T,

Nielsen T, Jensen BAH, et al. Human gut microbes impact host

serum metabolome and insulin sensitivity. Nature. 2016;535:376–

81.

8.•• Aron-Wisnewsky J, Prifti E, Belda E, Ichou F, Kayser BD, Dao

MC, et al. Major microbiota dysbiosis in severe obesity: fate

after bariatric surgery. Gut. 2018;68:70–82. https://doi.org/10.

1136/gutjnl-2018-316103. This is the first study with multiple

time point kinetic follow-ups of patients who underwent two

different types of bariatric surgery. It demonstrates that GM

dysbiosis is partially rescued at 1 year and further stabilize at

5 years.

9. Wang Z, Klipfell E, Bennett BJ, Koeth R, Levison BS, DuGar B,

et al. Gut flora metabolism of phosphatidylcholine promotes car-

diovascular disease. Nature. 2011;472:57–63.

10. Shendure J, Ji H. Next-generation DNA sequencing. Nat

Biotechnol. 2008;26:1135–45.

11. Turnbaugh PJ, Bäckhed F, Fulton L, Gordon JI. Diet-induced obe-

sity is linked to marked but reversible alterations in the mouse distal

gut microbiome. Cell Host Microbe. 2008;3:213–23.

12. Le Chatelier E, et al. Richness of human gut microbiome correlates

with metabolic markers. Nature. 2013;500:541–6.

13. Cotillard A, et al. Dietary intervention impact on gut microbial gene

richness. Nature. 2013;500:585–8.

14. De Filippo C, et al. Impact of diet in shaping gut microbiota re-

vealed by a comparative study in children from Europe and rural

Africa. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010;107:14691–6.

15. Kong LC, Holmes BA, Cotillard A, Habi-Rachedi F, Brazeilles R,

Gougis S, et al. Dietary patterns differently associate with inflam-

mation and gut microbiota in overweight and obese subjects. PLoS

One. 2014;9:e109434.

16. Griffin NW, Ahern PP, Cheng J, Heath AC, Ilkayeva O, Newgard

CB, et al. Prior dietary practices and connections to a human gut

microbial metacommunity alter responses to diet interventions. Cell

Host Microbe. 2017;21:84–96.

17. Ley RE, Turnbaugh PJ, Klein S, Gordon JIM e. Human gut mi-

crobes associated with obesity. Nature. 2006;444:1022–3.

18. Ley RE, Backhed F, Turnbaugh P, Lozupone CA, Knight RD,

Gordon JI. Obesity alters gut microbial ecology. Proc Natl Acad

Sci U S A. 2005;102:11070–5.

19. Turnbaugh PJ, Ley RE, Mahowald MA, Magrini V, Mardis ER,

Gordon JI. An obesity-associated gut microbiome with increased

capacity for energy harvest. Nature. 2006;444:1027–31.

20. Turnbaugh PJ, Hamady M, Yatsunenko T, Cantarel BL, Duncan A,

Ley RE, et al. A core gut microbiome in obese and lean twins.

Nature. 2009;457:480–4.

21. Schwiertz A, Taras D, Schäfer K, Beijer S, Bos NA, Donus C, et al.

Microbiota and SCFA in lean and overweight healthy subjects.

Obes Silver Spring Md. 2010;18:190–5.

22. Turnbaugh PJ, Backhed F, Fulton L, Gordon JI. Marked alterations

in the distal gut microbiome linked to diet-induced obesity. Cell

Host Microbe. 2008;3:213–23.

23. Ridaura VK, Faith JJ, Rey FE, Cheng J, Duncan AE, Kau AL, et al.

Gut microbiota from twins discordant for obesity modulate metab-

olism in mice. Science. 2013;341:1241214.

24. Fried M, et al. Interdisciplinary European guidelines on metabolic

and bariatric surgery. Obes Surg. 2014;24:42–55.

25. Verger EO, Aron-Wisnewsky J, Dao MC, Kayser BD, Oppert JM,

Bouillot JL, et al. Micronutrient and protein deficiencies after gas-

tric bypass and sleeve gastrectomy: a 1-year follow-up. Obes Surg.

2015;26:785–96. https://doi.org/10.1007/s11695-015-1803-7.

26. Aron-Wisnewsky J, Verger EO, Bounaix C, Dao MC, Oppert JM,

Bouillot JL, et al. Nutritional and protein deficiencies in the short

term following both gastric bypass and gastric banding. PLoS One.

2016;11:e0149588.

27. le Roux CW, Bueter M, Theis N, Werling M, Ashrafian H,

Löwenstein C, et al. Gastric bypass reduces fat intake and prefer-

ence. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2011;301:R1057–

66.

28. Ashrafian H, Athanasiou T, Li JV, Bueter M, Ahmed K, Nagpal K,

et al. Diabetes resolution and hyperinsulinaemia after metabolic

Roux-en-Y gastric bypass. Obes Rev Off J Int Assoc Study Obes.

2011;12:e257–72.

29. Sjöström L, Peltonen M, Jacobson P, Sjöström CD, Karason K,

Wedel H, et al. Bariatric surgery and long-term cardiovascular

events. JAMA. 2012;307:56–65.

30. Angrisani L, Santonicola A, Iovino P, Vitiello A, Zundel N,

Buchwald H, et al. Bariatric surgery and endoluminal procedures:

IFSO Worldwide Survey 2014. Obes Surg. 2017;27:2279–89.

31. Divoux A, Tordjman J, Lacasa D, Veyrie N, Hugol D, Aissat A,

et al. Fibrosis in human adipose tissue: composition, distribution,

and link with lipid metabolism and fat mass loss. Diabetes.

2010;59:2817–25.

32. Abdennour M, Reggio S, le Naour G, Liu Y, Poitou C, Aron-

Wisnewsky J, et al. Association of adipose tissue and liver fibrosis

with tissue stiffness in morbid obesity: links with diabetes and BMI

loss after gastric bypass. J Clin Endocrinol Metab. 2014;99:898–

907.

33. Courcoulas AP, King WC, Belle SH, Berk P, Flum DR, Garcia L,

et al. Seven-year weight trajectories and health outcomes in the

Longitudinal Assessment of Bariatric Surgery (LABS) study.

JAMA Surg. 2017;153:427–34. https://doi.org/10.1001/jamasurg.

2017.5025.

34. Courcoulas AP, Christian NJ, O’Rourke RW, Dakin G, Patchen

Dellinger E, Flum DR, et al. Preoperative factors and 3-year weight

change in the Longitudinal Assessment of Bariatric Surgery

(LABS) consortium. Surg Obes Relat Dis Off J Am Soc Bariatr

Surg. 2015;11:1109–18.

35. Thereaux J, Corigliano N, Poitou C, Oppert JM, Czernichow S,

Bouillot JL. Five-year weight loss in primary gastric bypass and

revisional gastric bypass for failed adjustable gastric banding:

Curr Obes Rep

136

https://doi.org/10.1136/gutjnl-2018-316103
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2018-316103
https://doi.org/10.1007/s11695-015-1803-7
https://doi.org/10.1001/jamasurg.2017.5025
https://doi.org/10.1001/jamasurg.2017.5025


results of a case-matched study. Surg Obes Relat Dis Off J Am Soc

Bariatr Surg. 2015;11:19–25.

36. Bel Lassen P, Charlotte F, Liu Y, Bedossa P, le Naour G, Tordjman

J, et al. The FAT score, a fibrosis score of adipose tissue: predicting

weight loss outcome after gastric bypass. J Clin Endocrinol Metab.

2017;102:2443–53. https://doi.org/10.1210/jc.2017-00138.

37. Debédat J, Sokolovska N, Coupaye M, Panunzi S, Chakaroun R,

Genser L, et al. Long-term relapse of type 2 diabetes after Roux-en-

Y gastric bypass: prediction and clinical relevance. Diabetes Care.

2018;41:2086–95. https://doi.org/10.2337/dc18-0567.

38. Laferrère, B. & Pattou, F. Weight-independent mechanisms of glu-

cose control after Roux-en-Y gastric bypass. Front Endocrinol.

(2018);9:530.

39. Aron-Wisnewsky J, Clement K. The effects of gastrointestinal sur-

gery on gut microbiota: potential contribution to improved insulin

sensitivity. Curr Atheroscler Rep. 2014;16(454):454.

40. Liou AP, et al. Conserved shifts in the gut microbiota due to gastric

bypass reduce host weight and adiposity. Sci Transl Med. 2013;5:

178ra41.

41.•• Arora T, Seyfried F, Docherty NG, Tremaroli V, le Roux CW,

Perkins R, et al. Diabetes-associated microbiota in fa/fa rats is mod-

ified by Roux-en-Y gastric bypass. ISME J. 2017;11:2035–46This

is the first study in animal models who evaluated the potential

of the GM in post-surgery metabolic improvements using fecal

transfer experiments.

42. Tremaroli V, Karlsson F, Werling M, Ståhlman M, Kovatcheva-

Datchary P, Olbers T, et al. Roux-en-Y gastric bypass and vertical

banded gastroplasty induce long-term changes on the human gut

microbiome contributing to fat mass regulation. Cell Metab.

2015;22:228–38.

43.• Murphy R, Tsai P, Jüllig M, Liu A, Plank L, Booth M. Differential

changes in gut microbiota after gastric bypass and sleeve gastrec-

tomy bariatric surgery vary according to diabetes remission. Obes

Surg. 2017;27:917–25 This is the first human study exploring

differences in GM composition in patients with or without dia-

betes remission post-surgery in two different surgical

interventions.

44. Palleja A, Kashani A, Allin KH, Nielsen T, Zhang C, Li Y, et al.

Roux-en-Y gastric bypass surgery of morbidly obese patients in-

duces swift and persistent changes of the individual gut microbiota.

Genome Med. 2016;8:67.

45. Cani PD. Severe obesity and gut microbiota: does bariatric surgery

really reset the system? Gut. 2018;68:5–6. https://doi.org/10.1136/

gutjnl-2018-316815.

46. Sherf Dagan S, Keidar A, Raziel A, Sakran N, Goitein D, Shibolet

O, et al. Do bariatric patients follow dietary and lifestyle recom-

mendations during the first postoperative year? Obes Surg.

2017;27:2258–71.

47. Guo, Y., Liu C.Q., Shan C.X., Chen Y., Li H.H., Huang Z.P., Zou

D.J.. Gut microbiota after Roux-en-Y gastric bypass and sleeve

gastrectomy in a diabetic rat model: increased diversity and associ-

ations of discriminant genera with metabolic changes. Diabetes

Metab Res Rev. (2017); 33:e2857.

48. Liu R, Hong J, Xu X, Feng Q, Zhang D, Gu Y, et al. Gut

microbiome and serum metabolome alterations in obesity and after

weight-loss intervention. Nat Med. 2017;23:859–68.

49. Furet J-P, Kong LC, Tap J, Poitou C, Basdevant A, Bouillot JL,

et al. Differential adaptation of human gut microbiota to bariatric

surgery-induced weight loss: links with metabolic and low-grade

inflammation markers. Diabetes. 2010;59:3049–57.

50. Graessler J, Qin Y, Zhong H, Zhang J, Licinio J, Wong ML, et al.

Metagenomic sequencing of the human gut microbiome before and

after bariatric surgery in obese patients with type 2 diabetes: corre-

lat ion with inf lammatory and metabol ic parameters.

Pharmacogenomics J. 2013;13:514–22.

51. Zhang H, DiBaise JK, Zuccolo A, Kudrna D, Braidotti M, Yu Y,

et al. Human gut microbiota in obesity and after gastric bypass. Proc

Natl Acad Sci U S A. 2009;106:2365–70.

52. Kong L-C, Tap J, Aron-Wisnewsky J, Pelloux V, Basdevant A,

Bouillot JL, et al. Gut microbiota after gastric bypass in human

obesity: increased richness and associations of bacterial genera with

adipose tissue genes. Am J Clin Nutr. 2013;98:16–24.

53. Davies N, O’Sullivan JM, Plank LD, Murphy R. Altered gut

microbiome after bariatric surgery and its association with metabol-

ic benefits: a systematic review. Surg Obes Relat Dis. 2019;15:656–

65. https://doi.org/10.1016/j.soard.2019.01.033.

54. Guo Y, Huang ZP, Liu CQ, Qi L, Sheng Y, Zou DJ. Modulation of

the gut microbiome: a systematic review of the effect of bariatric

surgery. Eur J Endocrinol. 2018;178:43–56.

55. Castaner O, Goday A, Park YM, Lee SH, Magkos F, Shiow SATE,

et al. The gut microbiome profile in obesity: a systematic review. Int

J Endocrinol. 2018;2018:1–9. https://doi.org/10.1155/2018/

4095789.

56. Magouliotis DE, Tasiopoulou VS, Sioka E, Chatedaki C,

Zacharoulis D. Impact of bariatric surgery on metabolic and gut

microbiota profile: a systematic review and meta-analysis. Obes

Surg. 2017;27:1345–57.

57. Li JV, Ashrafian H, Bueter M, Kinross J, Sands C, le Roux CW,

et al. Metabolic surgery profoundly influences gut microbial–host

metabolic cross-talk. Gut. 2011;60:1214–23.

58. Shao Y, Ding R, Xu B, Hua R, Shen Q, He K, et al. Alterations of

gut microbiota after Roux-en-Y gastric bypass and sleeve gastrec-

tomy in Sprague-Dawley rats. Obes Surg. 2017;27:295–302.

59. GuoGL, XieW.Metformin action through the microbiome and bile

acids. Nat Med. 2018;24:1789–90.

60. Carvalho BM, Guadagnini D, Tsukumo DML, Schenka AA, Latuf-

Filho P, Vassallo J, et al. Modulation of gut microbiota by antibi-

otics improves insulin signalling in high-fat fed mice. Diabetologia.

2012;55:2823–34.

61. Wu, H. et al. Metformin alters the gut microbiome of individuals

with treatment-naive type 2 diabetes, contributing to the therapeutic

effects of the drug. Nat. Med. 2017;23:850

62. Arthur JC, Jobin C. The complex interplay between inflammation,

the microbiota and colorectal cancer. Gut Microbes. 2013;4:253–8.

63. Cani PD, Amar J, Iglesias MA, Poggi M, Knauf C, Bastelica D,

et al. Metabolic endotoxemia initiates obesity and insulin resistance.

Diabetes. 2007;56:1761–72.

64. Guo Y, Liu C-Q, Liu G-P, Huang Z-P, Zou D-J. Roux-en-Y gastric

bypass decreases endotoxemia and inflammatory stress in associa-

tion with improvement of gut permeability in obese diabetic rats. J

Diabetes. 2019. https://doi.org/10.1111/1753-0407.12906.

65. Plovier H, Everard A, Druart C, Depommier C, van Hul M, Geurts

L, et al. A purified membrane protein from Akkermansia

muciniphila or the pasteurized bacterium improves metabolism in

obese and diabetic mice. Nat Med. 2017;23:107–13.

66. Dao MC, Everard A, Aron-Wisnewsky J, Sokolovska N, Prifti E,

Verger EO, et al. Akkermansia muciniphila and improved metabol-

ic health during a dietary intervention in obesity: relationship with

gut microbiome richness and ecology. Gut. 2015;65:426–36.

https://doi.org/10.1136/gutjnl-2014-308778.

67. Everard A, Belzer C, Geurts L, Ouwerkerk JP, Druart C, Bindels

LB, et al. Cross-talk between Akkermansia muciniphila and intes-

tinal epithelium controls diet-induced obesity. Proc Natl Acad Sci U

S A. 2013;110:9066–71.

68. Ward EK, Schuster DP, Stowers KH, Royse AK, Ir D, Robertson

CE, et al. The effect of PPI use on human gut microbiota andweight

loss in patients undergoing laparoscopic Roux-en-Y gastric bypass.

Obes Surg. 2014;24:1567–71.

69. Osland E, Yunus RM,Khan S,MemonB,MemonMA.Weight loss

outcomes in laparoscopic vertical sleeve gastrectomy (LVSG) ver-

sus laparoscopic Roux-en-Y gastric bypass (LRYGB) procedures: a

Curr Obes Rep

137

https://doi.org/10.1210/jc.2017-00138
https://doi.org/10.2337/dc18-0567
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2018-316815
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2018-316815
https://doi.org/10.1016/j.soard.2019.01.033
https://doi.org/10.1155/2018/4095789
https://doi.org/10.1155/2018/4095789
https://doi.org/10.1111/1753-0407.12906
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2014-308778


meta-analysis and systematic review of randomized controlled tri-

als. Surg Laparosc Endosc Percutan Tech. 2017;27:8–18.

70. Damms-Machado A, et al. Effects of surgical and dietary weight

loss therapy for obesity on gut microbiota composition and nutrient

absorption. Biomed Res Int. 2015;2015:806248.

71. Paganelli FL, Luyer M, Hazelbag CM, Uh H-W, Rogers MRC,

Adriaans D, et al. Roux-Y gastric bypass and sleeve gastrectomy

directly change gut microbiota composition independent of opera-

tion type. 2018. https://doi.org/10.1101/395657.

72. Federico A, Dallio M, Tolone S, Gravina AG, Patrone V, Romano

M, et al. Gastrointestinal hormones, intestinal microbiota and met-

abolic homeostasis in obese patients: effect of bariatric surgery.

2016;30:321–30.

73. Patrone, V., Vajana E., Minuti A., Callegari M. L., Federico A.,

Loguercio C., Dallio M., Tolone S., Docimo L., Morelli L..

Postoperative changes in fecal bacterial communities and fermen-

tation products in obese patients undergoing bilio-intestinal bypass.

Front Microbiol. (2016):7:200.

74. Deschasaux M, Bouter KE, Prodan A, Levin E, Groen AK,

Herrema H, et al. Depicting the composition of gut microbiota in

a population with varied ethnic origins but shared geography. Nat

Med. 2018;24:1526–31.

75. Wu GD, Chen J, Hoffmann C, Bittinger K, Chen YY, Keilbaugh

SA, et al. Linking long-term dietary patterns with gut microbial

enterotypes. Science. 2011;334:105–8.

76. Falony G, Joossens M, Vieira-Silva S, Wang J, Darzi Y, Faust K,

et al. Population-level analysis of gut microbiome variation.

Science. 2016;352:560–4.

77. Arumugam M, Raes J, Pelletier E, le Paslier D, Yamada T, Mende

DR, et al. Enterotypes of the human gut microbiome. Nature.

2011;473:174–80.

78. Vandeputte D, Kathagen G, D’hoe K, Vieira-Silva S, Valles-

ColomerM, Sabino J, et al. Quantitativemicrobiome profiling links

gut community variation to microbial load. Nature. 2017;551:507–

11. https://doi.org/10.1038/nature24460.

79. Bauer PV, Duca FA, Waise TMZ, Rasmussen BA, Abraham MA,

Dranse HJ, et al. Metformin alters upper small intestinal microbiota

that impact a glucose-SGLT1-sensing glucoregulatory pathway.

Cell Metab. 2018;27:101–117.e5. https://doi.org/10.1016/j.cmet.

2017.09.019.

80. Caparrós-Martín JA, Lareu RR, Ramsay JP, Peplies J, Reen FJ,

Headlam HA, et al. Statin therapy causes gut dysbiosis in mice

through a PXR-dependent mechanism. Microbiome. 2017;5(95):

95.

81. Mingrone G, Panunzi S, de Gaetano A, Guidone C, Iaconelli A,

Nanni G, et al. Bariatric-metabolic surgery versus conventional

medical treatment in obese patients with type 2 diabetes: 5 year

follow-up of an open-label, single-centre, randomised controlled

trial. Lancet Lond Engl. 2015;386:964–73.

82. Schauer PR, Bhatt DL, Kirwan JP, Wolski K, Aminian A,

Brethauer SA, et al. Bariatric surgery versus intensive med-

ical therapy for diabetes - 5-year outcomes. N Engl J Med.

2017;376:641–51.

83. Thaiss CA, Itav S, Rothschild D, Meijer MT, Levy M, Moresi C,

et al. Persistent microbiome alterations modulate the rate of post-

dieting weight regain. Nature. 2016;540:544–51. https://doi.org/10.

1038/nature20796.

84. Godon JJ, Zumstein E, Dabert P, Habouzit F, Moletta R. Molecular

microbial diversity of an anaerobic digestor as determined by small-

subunit rDNA sequence analysis. Appl Environ Microbiol.

1997;63:2802–13.

85. Patil DP, Dhotre DP, Chavan SG, Sultan A, Jain DS, Lanjekar VB,

et al. Molecular analysis of gut microbiota in obesity among Indian

individuals. J Biosci. 2012;37:647–57.

86. Manichanh C, Rigottier-Gois L, Bonnaud E, Gloux K, Pelletier E,

Frangeul L, et al. Reduced diversity of faecal microbiota in Crohn’s

disease revealed by a metagenomic approach. Gut. 2006;55:205–

11.

87. Osto M, Abegg K, Bueter M, le Roux CW, Cani PD, Lutz

TA. Roux-en-Y gastric bypass surgery in rats alters gut mi-

crobiota profile along the intestine. Physiol Behav. 2013;119:

92–6.

88. Duboc H, Nguyen CC, Cavin JB, Ribeiro-Parenti L, Jarry AC,

Rainteau D, et al. Roux-en-Y gastric-bypass and sleeve gastrecto-

my induces specific shifts of the gut microbiota without altering the

metabolism of bile acids in the intestinal lumen. Int J Obes. 2018;1:

428–31. https://doi.org/10.1038/s41366-018-0015-3.

Publisher’s Note Springer Nature remains neutral with regard to

jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

Curr Obes Rep

138

https://doi.org/10.1101/395657
https://doi.org/10.1038/nature24460
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2017.09.019
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2017.09.019
https://doi.org/10.1038/nature20796
https://doi.org/10.1038/nature20796
https://doi.org/10.1038/s41366-018-0015-3


 139 

III. Prédiction de la rémission du DT2 après CB 

1. Scores prédictifs 
En médecine, les scores sont des outils qui permettent de prédire le devenir clinique d’un 

patient ou de stratifier son atteinte pathologique (sévère ou peu sévère par exemple) à partir de 

formules simples (additions, soustractions, multiplications). De nos jours, il existe de très 

nombreux scores prédictifs utilisés en routine clinique, comme par exemple le score de 

Framingham, qui permet d’estimer le risque cardiovasculaire d’un patient à 10 ans sur la base 

notamment du taux de HDL, de l’âge et du sexe du patient, ainsi que de sa pression artérielle 

(308). Ce score, par exemple, permet entre autres de débuter des traitements 

hypocholestérolémiants pour prévenir et diminuer ce risque. Afin de pouvoir construire un 

score prédictif, il faut donc identifier des variables fortement associées à l’évènement que l’on 

souhaite prédire. 

2. Scores prédictifs de la rémission du DT2  
Dans le cadre de la rémission du DT2, il existe pour l’heure 10 scores préopératoires, qui 

sont listés dans le Tableau 8 ci-après. Ce type d’algorithmes repose sur l’analyse de cohortes 

démontrant l’association de variables cliniques à l’évènement à prédire : ici la rémission du 

DT2. L’effectif de ces cohortes étudiées varie de quelques dizaines à plusieurs centaines de 

patients. La construction des scores est généralement semi-supervisé, c’est-à-dire qu’elle repose 

sur l’expertise clinique associée à des algorithmes informatiques et statistiques de construction 

et/ou d’optimisation. L’un des enjeux de la construction de ce type de score est la transformation 

de variables cliniques continues (peu propice à une utilisation simple en routine clinique) 

comme l’âge ou l’HbA1C en variable discrètes (intervalles). C’est ici que des méthodes 

d’intelligence artificielle peuvent aider à choisir des seuils de manière optimale. 

En effet, certains scores développés et publiés ont d’abord utilisé l’expertise humaine pour 

réaliser cette discrétisation, comme ce fut le cas pour DiaRem (309). D’autres sont basées sur 

différentes méthodes mathématiques et statistiques d’apprentissage des données (machine-

learning) qui permettent à la machine d’identifier le moyen le plus optimal de résoudre un 

problème (ici prédire la rémission du DT2) à partir de données fournies. Dans le contexte des 

scores prédictifs de la rémission du DT2, différentes méthodes d’intelligence artificielle ont 

donc été utilisées, comme le Supersparse Linear Integer Model (SLIM) (310), ou encore 

l’algorithme Fully Corrective Binning (FCB) (311) développé au laboratoire par le Pr Jean-
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Daniel Zucker et le Dr Nataliya Sokolovska, et notamment utilisé pour développer l’Ad-

DiaRem (312) dans notre équipe.  

Tableau 8. Liste des scores préopératoires de prédiction de la rémission du DT2. (tableau 

original) 

(note : # : le score IMS n’a pas été développé dans un but de prédiction de la rémission du DT2, 

bien qu’il ait été étudié dans d’autres études en ce sens, mais plutôt pour orienter le choix du 

type de CB (295))

Réf. Nom  Année Variables incluses Pop. CB 
Temps de 
prédiction 

Lee et al. 
(313) ABCD 2013 Age, IMC, peptide-c, durée 

du DT2 
n=63 
n=176 

RYGB 
MGB 12 mois 

Still et al. 
(309) DiaRem 2014 

Âge, HbA1C, certains types 
de traitements anti-DT2, 
traitement par insuline 

n=690 
n=276 
n=113 

RYGB 12 mois 

Aron-
Wisnewsky 
et al. (312) 

Ad-DiaRem 2017 

Age, HbA1C, traitement par 
insuline et anti-DT2, 

nombre de ces agents, durée 
du DT2 

n=213 
n=134 
n=99 

RYGB 12 mois 

Aminian et 
al. (295) IMS# 2017 

Nombre de traitements anti-
DT2, utilisation d’insuline, 
durée du DT2, HbA1C<7% 

(oui/non) 

n=659 
n=241 

RYGB 
SG 5 ans 

Pucci et al. 
(314) DiaBetter 2018 HbA1C, durée du DT2, type 

de traitement anti-DT2 

n=107 
n=103 
n=173 

RYGB 
SG 2 ans 

Still et al. 
(315) DiaRem2 2018 Age, HbA1C, traitement par 

insuline, durée du DT2 n=307 RYGB 12 mois 

Luo et al. 
(316) ACF 2020 Age, peptide-C, glycémie n=87 RYGB 

SG 1-2 ans 

Guerron et 
al. (317) DiaRem+ 2020 

DiaRem, âge, sexe, race, 
type de CB, IMC, nombre 

de traitements 
antihypertenseurs, nombre 

de traitements pour 
dyslipidémies 

n=602 

AGB 
SG 

RYGB 
DBP 

1 an 

Ke et al. 
(318) 

Index 
d’adiposité 
viscérale 

2020 
Tour de taille, IMC, taux de 

triglycérides et de HDL, 
sexe 

n=87 RYGB 
SG 1 an 

Blume et al. 
(319) 

Success 
index 2021 

Age, stéatose hépatique 
non-alcoolique, apnée du 

sommeil appareillée ou non, 
antécédents 

cardiovasculaires et nombre 
de traitements anti-HTA 

n=461 RYGB 1 an 
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3. Performances prédictives 
La qualité d’un score prédictif ne repose pas seulement sur sa construction, mais aussi sur 

sa validation, notamment au sein d’autres cohortes indépendantes permettant une évaluation 

sur un panel large de patients avec des phénotypes métaboliques variables et représentatifs de 

la diversité des populations. Depuis l’apparition des premiers scores prédictifs de la rémission 

du DT2, de nombreuses études, décrites dans les Tableau 9 ci-dessous, ont fait état de leurs 

performances prédictives.  

De tous ces scores, le DiaRem reste le plus évalué. Il a été étudié au sein de différentes 

populations d’ethnies différentes, et selon différents types de chirurgies. Ces études 

comparatives montrent que la prédiction est excellente dans les valeurs extrêmes du score 

(basses ou élevées). En revanche, la performance prédictive est très moyenne quand le score 

est dans la zone intermédiaire, dite « zone grise », une observation qui avait déjà été faite dans 

le papier original du DiaRem (309). Le DiaRem a depuis été amélioré de nombreuses fois, 

notamment par ajout de variables préopératoires ayant été associées à la rémission du DT2 

comme la durée d’évolution du diabète (312).  

a. Performances à court terme (< 2 ans) 

En termes de performance prédictive à court terme, le score le plus performant est l’Ad-

DiaRem que notre équipe a développé (Tableau 9). De manière intéressante, l’IMS présente 

au sein de l’étude de Shen et al., une aire sous la courbe ROC (courbe de sensibilité en fonction 

de la spécificité) au niveau de celle de l’Ad-DiaRem (320), et ce bien que l’IMS n’ait pas été 

développé dans un but prédictif (295).  

Ces résultats ne sont pas surprenants ; ce dernier est construit sur un ensemble de variables 

toutes utilisées par d’autres scores prédictifs (Figure 34). Bien que la majorité de ces scores 

soient basés sur des variables cliniques simples et accessibles, certaines études ont aussi évalué 

la pertinence de marqueurs plus complexes (composition corporelle, métabolites aminés, 

AGCC) (318,321–323). 
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Tableau 9. Évaluation de la performance prédictive de scores préopératoires de prédiction 

de la rémission du DT2 à court terme (< 2 ans). (adapté et complété de (288)) 

(note : 3-HAA : 3-hydroxyanthranilic acid ; AUROC : Aire sous la courbe ROC ; BPD : 

dérivation bilio-pancréatique ; DS : switch duodénal ; GB : Anneau gastrique ajustable ; 

GBP : Bypass Gastrique ; IMS : Individualized Metabolic Surgery score ; L-DOPA : M-

dihydroxyphenylalanine ; LGCP : plicature gastrique ; MGB : Mini-bypass ; n.r. : Non-

reporté ; OAGB : Bypass à une anastomose ; Prosp. : Prospective ; Rétro. : Rétrospective ; 

SG : Sleeve ; SG-DJB : Sleeve avec bypass duodénojéjunal)

Étude 
Construction / 

Validation 

Évaluation 

CB Population Suivi 
Réf. Type 

Scores ou 
modèles 

AUC 

Lee et al. 
(324) 

Rétro. Construction ABCD ABCD n.r. 
RYGB, 
MGB n=63, Asie 12 mois 

Prosp. Validation ABCD n.r. RYGB, 
MGB 

n=176, Asie 12 mois 

Still et al. 
(309) 

Rétro. Construction DiaRem 
DiaRem n.r. RYGB 

n=690 
14 mois n.r. Validation 1 n=276 

n.r. Validation 2 n=113 
Sampaio-
Neto et al. 

(325) 
Rétro. Validation DiaRem 0.84 RYGB n=70, Brésil 12 mois 

Cotillard et 
al. (326) Prosp. Validation 

ABCD 
DiaRem n.r. RYGB n=84, France 12 mois 

Lee et al. 
(327) Rétro. Validation 

ABCD 
DiaRem 

n.r. 
n.r. 

Mixed 
GBP n=245, China 12 mois 

Tharakan et 
al. (328) 

Rétro. Validation DiaRem n.r. RYGB n=262, Royaume-
Uni 

12 mois 

Honarmand 
et al. (329) Rétro. Validation DiaRem 0.78 RYGB n=900, Canada 12 mois 

Aron-
Wisnewsky 
et al. (312) 

Rétro. 
Construction Ad-

DiaRem 
DiaRem 

Ad-DiaRem 
0.86 
0.91 RYGB n=213, France 12 mois 

Rétro. Cohorte de validation 1 DiaRem 
Ad-DiaRem 

0.89 
0.94 

RYGB n=134, France 12 mois 

Rétro. Cohorte de validation 2 DiaRem 
Ad-DiaRem 

0.83 
0.88 

RYGB n=99, Israël 12 mois 

Wood et al. 
(330) Rétro. Validation DiaRem 0.83 

RYGB, 
GB, SG n=520, États-Unis  24 mois 

Pucci et al. 
(314) 

Rétro. Construction DiaBetter DiaRem 
DiaBetter 

0.87 
0.87 

RYGB, 
SG 

n=210, Royaume-
Uni et Portugal 

24 mois 

 Rétro. Validation DiaRem 
DiaBetter 

0.82 
0.82 

RYGB, 
SG 

n=173, Royaume-
Uni et Portugal 

24 mois 

Ahuja et al. 
(331)  Rétro. Validation 

DiaRem 
ABCD 

0.84 
0.77 

MGB, 
OAGB n=102, Inde 12 mois 

Still et al. 
(315)  

Prosp. Construction DiaRem2 DiaRem 
DiaRem2 

0.85 
0.88 

RYGB n=307, États-Unis 12 mois 

Seip et al., 
(332) 

Rétro. Validation DiaRem 
Peptide-c 

0.81 
0.69 

RYGB, 
SG, AGB 

n=175, États-Unis 12 mois 

Guerron et 
al., (317) 

Rétro. 
Validation 

Ajout de variables au 
DiaRem 

DiaRem 
DiaRem+ 

0.79 
0.82 

RYGB, 
SG, AGB, 
BPD/DS 

n=602, États-Unis  12 mois 

Sohal et al. 
(333) 

n.r. Validation ABCD n.r. RYGB, 
SG, AGB 

n=60, Inde 3-6 mois 

Chowbey et 
al. (334) Rétro. Validation DiaRem 0.79 RYGB n=55, Inde 12 mois 

Park et al. 
(335) Rétro. Validation IMS n.r. 

RYGB 
SG 

n=135, Corée du 
Sud 12 mois 
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Étude 
Construction / 

Validation 

Évaluation 

CB Population Suivi 
Réf. Type 

Scores ou 
modèles 

AUC 

Blume et al. 
(319) Rétro. 

Construction Success 
index Success index n.r. RYGB n=461, Brésil 12 mois 

Umemura et 
al. (336) 

Rétro. 

Validation 
Construction score 

Insulinémie + Durée 
DT2 

ABCD 
IMS 

Insulinémie+ 
Durée DT2 

n.r. SG n=49, Japon 12 mois 

Ke et al. 
(318) 

Rétro. Construction de l’Index 
d’adiposité viscérale 

Index 
d’adiposité 
viscérale 

0.67 RYGB 
SG 

n=87, Chine 12 mois 

Gautam et al. 
(337) 

Rétro. Validation IMS n.r. 
RYGB 

SG 
n=100, Inde 12 mois 

Mizera et al. 
(338) 

Rétro. Validation DiaRem n.r. SG n=240, Pologne 12 mois 

Luo et al. 
(316) Prosp. 

Validation 
Construction ACF 

ABCD 
ACF 

DiaRem 
IMS 

0.76 
0.79 
0.72 
0.63 

RYGB 
SG n=87, Chine 12 mois 

Shen et al. 
(320) Rétro. Validation 

DiaRem 
Ad-DiaRem 
DiaBetter 

ABCD 
IMS 

0.80 
0.85 
0.83 
0.82 
0.85 

SG n=128, Asie 12 mois 

Ha et al. 
(322) Prosp. 

Validation 
Comparaison métabolites 

aminés 

ABCD 
DiaRem 

IMS 
L-DOPA 
3-HAA 

0.81 
0.10 
0.11 
0.92 
0.85 

RYGB 
SG N=24, Corée du Sud 12 mois 

Kwee et al. 
(323) Prosp. 

Validation et évaluation 
de métabolites  

Facteur BCAA 
et tyrosine n.r. 

AGB, 
RYGB n=83, États-Unis 12 mois 

Ceperuelo-
Mallafré et 
al. (321) 

Prosp. 
Validation et évaluation 

de l’acide succinique 

ABCD 
Ad-DiaRem 

DiaRem 
DiaBetter 
DiaSuc 

n.r. 
RYGB, 

SG, 
LGCP 

n=45, Espagne 
12 et 24 

mois 

4. Problématique de la « zone grise » 
De manière intéressante, la performance de prédiction de la plupart des scores est meilleure 

pour leurs valeurs extrêmes (basses ou élevées) (309,312,330,339,340), comme l’indique 

l’exemple de la Figure 36 ci-dessous. On peut y voir que les performances prédictives du 

DiaRem et de l’Ad-DiaRem sont bien inférieures au sein de cette zone grise (encadrée sur la 

Figure 36), puisque les colonnes vertes et rouges (représentant respectivement les patients en 

rémission ou en non-rémission du DT2 à 1 an) sont mélangées, confirmant une performance 

prédictive de mauvaise qualité, même si l’Ad-DiaRem a permis de reclassifier correctement 

12/24 (50%) des erreurs du DiaRem.  

Cela traduit que pour une valeur de score donnée, par exemple 9 pour le DiaRem ou 10 

pour l’Ad-DiaRem, la moitié entrera en rémission et l’autre moitié restera DT2 sans qu’il soit 

possible de faire une prédiction avec confiance. 

A l’inverse, pour des valeurs ≤ 6 pour le DiaRem et ≤ 10 pour l’Ad-DiaRem, la grande 

majorité des patients sont correctement prédits comme entrant en rémission. A l’inverse pour 

un DiaRem ≥ 17 et un Ad-DiaRem ≥ 15, la majorité des patients sont correctement prédits 



 

 144 

comme n’entrant pas en rémission après la chirurgie, confirmant la performance prédictive 

élevée de ces scores pour leurs valeurs extrêmes. D’ailleurs, les meilleures performances 

démontrées de l’Ad-DiaRem (312,339) sont identifiables par le rétrécissement de la largeur de 

cette zone d’imprécision (Figure 36).  

Cependant, cette zone n’a pas totalement disparu, et ce malgré l’ajout de variables très 

fortement associées à la probabilité de rémission du DT2 comme la durée du DT2 ou le nombre 

de traitements anti-DT2 (312). L’enjeu actuel est donc la découverte de nouvelles variables 

fortement associées à la rémission afin d’améliorer les performances prédictives des scores 

actuels, en particulier pour les patients dont les scores sont situés dans la « zone grise ».  

 

Figure 36. Distribution des patients en fonction de chaque valeur du (A) DiaRem et (B) 

Ad-DiaRem. (adapté de (312)) 

(note : A. DiaRem, B. Ad-DiaRem. Le rectangle grisé représente l’intervalle de valeurs du 

scores comprises au sein de la « zone grise ». Les colonnes vertes représentent les patients 

en rémission du DT2 à 1 an, et les colonnes rouges les patients en non-rémission à 1 an.)  
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5. Facteurs cliniques associés à la rémission du DT2  

 Article 3 Debédat, J., Clément, K. & Aron-Wisnewsky, J. Prédiction de la 

rémission du diabète après chirurgie bariatrique : utilisation de scores 

cliniques simples. Diabète et Obésité (2018). (297) 

 

« Diabète et Obésité » est une revue de dissémination qui s’adresse à un public médical 

exerçant dans différents domaines liés à l’obésité et le diabète : endocrinologues, 

diabétologues, médecins généralistes et internes, principalement. 

L’objectif de cette revue bibliographique publiée en mai 2018 était de présenter et discuter 

l’intérêt et la validité de scores préopératoires de prédiction de la rémission du diabète après 

chirurgie bariatrique, ainsi que de résumer les paramètres cliniques associés au fait d’entrer ou 

non en rémission, puisque la construction de tels outils prédictifs repose sur des variables 

cliniques fortement associées à l’évènement que l’on souhaite prédire. Un accent particulier a 

été porté sur la prédiction à plus long terme, puisque de plus en plus d’études démontrent un 

important taux de récidive du diabète passé la première année post-opératoire. 
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INTRODUCTION
La chirurgie bariatrique, réser-

vée aux patients ayant un IMC ≥ 

40 kg/m² ou ≥ 35 kg/m² associé à 

des comorbidités spécifiques de 

l’obésité (dont le diabète de type 2 

sité, rendant compte d’un switch 

de paradigme vers la chirurgie 

métabolique. Celle-ci est même 

capable d’induire une rémission 

du DT2, définie par l’ADA en 2009 

comme une normalisation des 

glycémies et de l’HbA1c en dehors 

de tout traitement antidiabétique 

à 1 an (Fig. 1) (2). Ceci a d’ailleurs 

conduit récemment un panel d’ex-

Prédiction de la rémission 
du diabète après chirurgie 
bariatrique
Utilisation de scores cliniques simples

La chirurgie bariatrique/métabolique s’est lar-

gement développée avec pour objectifs une perte 

de poids, une amélioration de l’équilibre glycé-

mique, voire une rémission du diabète. L’enjeu 

aujourd’hui est de disposer d’outils cliniques 

simples de prédiction de cette rémission, non 

seulement utiles pour une information du patient 

lors de la demande initiale d’orientation vers la 

chirurgie métabolique, mais aussi pour connaître 

les bénéfices qu’il peut en attendre.

Jean Debédat*, Pr Karine Clément*, Dr Judith Aron-Wisnewsky*

(DT2)), s’est largement dévelop-

pée dans le monde et en France 

en particulier (1). Outre ces ef-

fets démontrés sur la réduction 

pondérale majeure et maintenue 

dans le temps chez beaucoup de 

patients, elle est actuellement re-

connue pour ses effets bénéfiques 

sur l’amélioration des maladies 

métaboliques associées à l’obé-

Résumé
La chirurgie bariatrique permet d’améliorer le 

diabète, voire d’induire sa rémission, mais pas 

chez tous les patients. Des scores de prédic-

tion ont été développés et permettent de guider 

l’orientation, de donner une information éclairée 

au patient lors de sa demande initiale et ainsi de 

répondre aux attentes qu’il a de la chirurgie. Ces 

scores seront, dans le futur, utiles pour proposer 

un suivi personnalisé.

Abstract
Bariatric surgery enables diabetes improvement and even dia-

betes remission in most but not all patients. Predictive clinical 

scores have been developed. They help give the patient loyal 

information as to what outcomes can be expected after sur-

gery. In the future, they will be helpful to propose personalized 

follow-up.
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FIGURE 1 - Définition de la rémission du DT2 selon les critères de l’ADA (2). 

perts internationaux à inclure la 

chirurgie métabolique dans l’al-

gorithme thérapeutique du DT2. 

Ainsi, elle est recommandée pour 

des patients d’IMC ≥ 35 kg/m2 avec 

un diabète (ce qui existe déjà dans 

les recommandations), mais aussi 

pour des patients d’IMC ≥ 30 kg/m² 

ayant un diabète déséquilibré (3). 

Néanmoins cette dernière propo-

sition n’est pas encore en vigueur 

dans les recommandations fran-

çaises.

Si les bénéfices sont incon-
testables pour les patients, en 
termes de perte de poids et 
d’amélioration du contrôle gly-
cémique, tous n’entrent pas en 
rémission. On observe en effet 

78 % de rémission toute chirur-

gie confondue avec les anciennes 

définitions et 40 à 60 % après by-

pass avec les nouvelles définitions 

plus strictes de la rémission (Fig. 1) 

(4). L’enjeu clinique aujourd’hui 

est de disposer d’outils cliniques 

simples de prédiction de la ré-

mission du DT2, utiles pour une 

information loyale et éclairée du 

patient lors de la demande initiale 

d’orientation vers la chirurgie mé-

tabolique et du bénéfice qu’il peut 

en attendre.

SCORES CLINIQUES 
DE PRÉDICTION DE LA 
RÉMISSION À 1 AN

■■ LES PARAMÈTRES
CLINIQUES
Une littérature abondante existe 

quant aux paramètres cliniques 

associés à la rémission de DT2. 

On peut les résumer comme suit : 

• un diabète peu sévère (glycémie

et HbA1c proche de l’objectif thé-

rapeutique, faible durée d’évolu-

tion du diabète (< 5 ans), absence

de recours à l’insulinothérapie,

absence de complications chro-

niques du DT2, niveau de peptide 

C suggérant une production endo-

gène d’insuline conservée), 

• un jeune âge,

• l’absence d’hypertension arté-

rielle (5, 6).

A contrario, sont associés à une
non rémission :

• une durée de diabète supérieure

à 10 ans,

• un C-peptide effondré

• ou un âge supérieur à 60 ans.

D’autres paramètres, cette fois

post-opératoires, ont aussi été

associés à la rémission comme :

• la technique chirurgicale (effet

supérieur du bypass)

• et l’importance de la perte de

poids.

Même si chacun de ces paramètres 

fait partie des éléments recueil-

lis lors de la consultation médi-

cale, il est difficile de donner une
réponse précise au patient sur
les bénéfices à attendre, en parti-

culier pour certains intervalles de

sévérité du diabète (par exemple

pour une durée de diabète entre

5 et 10 ans). C’est la raison pour

laquelle des scores de prédiction

intégrants ces variables cliniques

simples ont été développés.

■■ LES SCORES CLINIQUES

 > Algorithme décisionnel

En 2011 a été mis en place un

algorithme “décisionnel” (7) uti-

lisant certains des paramètres

précédemment cités (la glycémie, 

l’HbA1c, le type de traitement anti 

diabétique et la présence d’une 

hypertension). Cet arbre a permis 
de correctement classifier (pré-
diction d’une rémission ou d’une 
non rémission) les patients dans 
87 % des cas. Cependant, il est 

assez long et laborieux à réaliser 

en pratique courante. 

D’autres scores plus simples 

d’utilisation ont aussi été dévelop-

pés utilisant plusieurs paramètres 

cliniques pour lesquels des poids 

(ou “valeurs pénalisantes”) sont 

attribués à différents intervalles 

de valeurs. Le score total est en-

suite calculé comme la somme de 

chacun de ces “poids” et une pro-

babilité de rémission est associée 

à chaque valeur de ce score. Pour 

certains scores, un seuil est dé-

terminé pour valider la prédiction 

de la rémission (Fig. 2). Les para-

mètres choisis et intégrés dans 

ces scores (développés à partir 

d’études rétrospectives) étaient à 

chaque fois ceux significativement 

différents avant la chirurgie entre 

les patients diabétiques qui al-

laient ou non entrer en rémission 

à 1 an de la chirurgie et les plus 

simples à récupérer en consulta-

tion médicale.

 > ABCD score

Une équipe asiatique a ainsi déve-

loppé l’ABCD score (Fig. 2) pour :

• âge,
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• BMI,

• peptide C

• et durée du diabète.

Plus le score est élevé et plus le

patient a des chances d’entrer

en rémission du diabète (8). Ce
score est précis et valide, mais
présente des limites. Il prend

notamment en compte le peptide

C qui est cher et non dosé systé-

matiquement en pratique clinique

courante, et les intervalles d’IMC

vont de 27 et 34 kg/m2, ce qui est

adaptés aux critères d’obésité

dans des populations asiatiques.

Il serait sans doute nécessaire de

tester la validité de ce score dans

des populations occidentales.

 > DiaRem

Une équipe américaine a déve-

loppé en 2014 le DiaRem (Fig. 2)

incluant :

• l’âge,

• l’HbA1c,

• la prise de metformine ou

d’autres antidiabétiques oraux

• et la prise ou non d’insuline exo-

gène.

Cette fois-ci, plus le score est

faible et plus le patient a de

chance d’entrer en rémission (ni-

veau du seuil < 6). Ce score a été

validé ensuite dans deux cohortes

indépendantes (6). Notre équipe a

comparé en 2015 ces outils pré-

dictifs et a conclu à la supériorité

du DiaRem pour les scores publiés 

(9).

Le DiaRem, malgré sa précision
et sa validité, présente égale-
ment des limites :

• il n’est pas précis pour les va-

leurs intermédiaires du score

(entre 8 et 17, représentant 20 à

30 % des patients),

• n’inclue pas les nouveaux trai-

tements antidiabétiques actuelle-

ment disponibles (inhibiteurs des

DPPIV, analogues du GLP-1),

• et prend en compte l’âge comme

marqueur indirect de la durée du

diabète.

 > Ad-DiaRem

C’est la raison pour laquelle nous

avons récemment développé un

nouveau score plus précis, appe-

lé l’Ad-DiaRem (Fig.  2) (10). Nous

avons montré que ce score amé-

liore la précision de la prédiction

par rapport au DiaRem, grâce

à l’ajout de variables cliniques

simples à obtenir en consulta-

tion et robustes pour définir la

sévérité du diabète. Il inclue donc
les quatre variables du DiaRem
auxquelles nous avons ajouté la
durée du diabète et le nombre
de traitement antidiabétiques
pris par les patients avant la
chirurgie. Nous avons égale-

ment modifié les poids associés

aux variables par des approches

d’apprentissage bio-informatique.

FIGURE 2 - Détail des différents scores de prédiction. Le nombre de traitements antidiabétiques représente la somme 

de tous les traitements oraux ou injectable pour le diabète. 
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Ce score, dont l’importance a été 

confirmée dans deux cohortes in-

dépendantes, est actuellement le 

meilleur disponible pour prédire 

la rémission du diabète à 1 an du 

bypass (Ad-DiaRem < 10). 

SCORES CLINIQUES 
DE PRÉDICTION DE LA 
RÉMISSION À PLUS LONG 
TERME

■■ RÉCIDIVE À MOYEN ET
LONG TERME
Si les bénéfices de la chirurgie 

bariatrique sont démontrés pour 

induire une rémission du diabète 

à 1 an, les études observation-

nelles rapportent qu’une partie 

de ces patients (jusqu’à 50 %) 

récidivent leur diabète à moyen 

et long terme (jusqu’à 5-10 ans) 

(11). Différents essais randomi-

sés contrôlés (3, 12), comparant 

le traitement médical intensif 

à la chirurgie bariatrique pour 

améliorer l’équilibre du diabète, 

démontrent la supériorité de la 

chirurgie. Ces essais randomisés 

confirment eux aussi la réduc-

tion des effets bénéfiques avec 

le temps et la nécessité pour une 

partie des patients de reprendre 

des traitements antidiabétiques 

5 ans après le bypass, alors que 

ceux-ci avaient été arrêté en 

post-opératoire. Malgré la re-
prise des traitements antidiabé-
tiques au cours du suivi, l’équi-
libre du DT2 reste bien meilleur 
après l’intervention, avec une 
réduction significative des trai-
tements comparés au préopéra-
toire.

■■ VALIDITÉ DES SCORES DE
PRÉDICTION
La validité des scores de prédic-

tion de la rémission sur le plus 

long terme reste à démontrer. 

 > Ad-DiaRem

Nous avons testé l’Ad-DiaRem

pour la prédiction moyen terme

(5 ans). Pour une valeur supé-

rieure à 15, tous les patients res-

tèrent diabétiques au cours du

suivi post-opératoire.

 > ABCD score

L’ABCD score a été testé dans une

étude incluant 150 patients dia-

bétiques pour la prédiction de la

rémission prolongée à 5 ans. Le

score ABCD était en effet supé-

rieur chez les patients qui res-

taient en rémission prolongée,

mais aucun seuil clair n’a pu être

déterminé pour prédire la rémis-

sion prolongée.

 > DiaRem

De même, différentes équipes ont

testé le DiaRem pour prédire la

rémission à 5 ans (13-15). Celui-

ci n’est pas précis dans certaines

populations, et dans les valeurs

intermédiaires du score (8-17).

Il semble donc que de nouveaux 
scores nécessitent d’être déve-
loppés dans le futur pour prédire 
de manière fiable les résultats à 
plus long-terme. 

CONCLUSION 
La chirurgie bariatrique s’est lar-

gement développée pour induire 

une perte de poids, mais aussi pour 

améliorer l’équilibre glycémique, 

et même induire une rémission du 

diabète. Plusieurs scores simples 

d’utilisation ont été développés 

pour prédire cette rémission, avec 

des données cliniques disponibles 

à la consultation. L’Ad-DiaRem est 

actuellement le score le plus précis 

pour une prédiction à court terme. 

Ils permettent d’informer le patient 

des bénéfices attendus potentiels 

de la chirurgie sur le diabète de 

manière personnalisée. Par ail-

leurs, ils permettent de planifier 

un suivi adapté à chaque patient. 

Dans le futur, ces scores pourront 

aussi être utilisés pour repérer les 

patients auxquels il sera possible 

de proposer des traitements spéci-

fiques soit pour prévenir le risque 

de récidive à long terme, soit pour 

améliorer encore l’équilibre glycé-

mique de patients qui n’entreront 

jamais en rémission malgré la 

chirurgie métabolique. ■
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Objectifs de ce travail de thèse de sciences 

 

La prévalence de l’obésité et de ses comorbidités comme le diabète de type 2 est toujours 

en augmentation, et ce malgré des décennies d’effort pour tenter de limiter cette croissance. 

L’obésité est une maladie complexe et multifactorielle, qui ne saurait être réduite à un 

déséquilibre de la balance énergétique. Parmi les mécanismes impliqués dans les 

physiopathologies de l’obésité et du diabète de type 2, la contribution du MI est maintenant 

établie. Outre des études associatives montrant des altérations de composition et de fonction 

du MI de sujets atteints d’obésité, l’exploration de modèles animaux axéniques (dépourvus de 

MI) ou de transferts de matières fécales (TMF) ont permis de démontrer la participation du MI 

à l’extraction énergétique des aliments, à la modulation de la prise alimentaire, de la dépense 

énergétique et au stockage adipeux, ainsi qu’à l’établissement de la résistance à l’insuline 

observée au cours du DT2.  

D’un point de vue clinique, la prise en charge de l’obésité repose sur l’application de 

mesures hygiéno-diététiques, qui se révèlent limitées en efficacité pour induire une perte de 

poids, notamment après plusieurs années. Pour les cas les plus sévères, lorsque l’IMC ≥ 40 

kg/m2 ou ≥ 35 kg/m2 si elle est associée à des comorbidités, la chirurgie bariatrique peut être 

proposée. Celle-ci, et notamment le bypass Roux-en-Y, sont des interventions sûres qui 

permettent d’induire une perte de poids massive et durable dans le temps chez une majorité de 

patients, ce qui conduit à une réduction nette de la mortalité. En plus de la perte de poids, une 

majorité des patients qui avaient un DT2 en préopératoire observent une amélioration nette de 

leur condition métabolique, ce qui peut leur permettre d’atteindre le statut de rémission du 

DT2, c’est-à-dire une normalisation des paramètres de l’homéostasie du glucose en l’absence 

de traitement médicamenteux. 

Pour expliquer ces bénéfices métaboliques, de nombreux mécanismes ont été décrits au 

travers de la littérature, comme par exemple la perte de poids et la restriction calorique, un 

remodelage intense de l’anse alimentaire intestinale permettant par exemple de diminuer 

l’absorption intestinale du glucose. De surcroit, la participation du MI dans cette amélioration 

métabolique est de plus en plus discutée. En effet, notre équipe et d’autres ont montré des 

changements compositionnels et fonctionnels majeurs survenant à court terme après la 

chirurgie et persistant dans le temps. Des études de TMF d’humains à rongeurs ou de rongeurs 
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à rongeurs ont démontré que le MI post-CB pouvait induire une baisse de l’adiposité chez les 

animaux receveurs, ainsi qu’une modulation légère du phénotype métabolique. 

Cependant, les études prospectives de suivi à plus long-terme chez l’Homme montrent 

toutes une perte graduelle des effets bénéfiques métaboliques, pouvant mener à une rechute du 

DT2, c’est-à-dire une ré-augmentation progressive des altérations glycémiques pouvant mener 

à terme à la réintroduction de traitements et donc la « rechute » du DT2. Différents paramètres 

pré- et post-opératoires ont été associés avec le risque de rechute du DT2, comme par exemple 

la reprise de poids après la perte initiale de la première année, ou encore la sévérité initiale du 

DT2 (durée plus longue, besoin en supplémentation insulinique).  

La perte de ces bénéfices métaboliques à long terme soulève trois enjeux cliniques majeurs :  

1. Identifier les patients à risques de ré-aggravation métabolique et de « rechute » 

du DT2  

2. Comprendre les mécanismes impliqués dans cette ré-aggravation, avant de  

3. Prendre en charge ces patients de façon appropriée et ciblée, notamment en 

optimisant le bénéfice de la chirurgie bariatrique sur le long terme. 

Ces deux premiers points représentent les axes conducteurs de mon travail de thèse. 

Pour ce faire, mon premier résultat a été de mettre en évidence des paramètres biocliniques 

associés à la rechute du DT2 à 5 ans de la chirurgie bariatrique, et de les utiliser afin de 

développer un score prédictif du maintien (ou non) rémission à long-terme du DT2. La 

littérature montre en effet que les nombreux scores prédictifs de la rémission du DT2 ont des 

performances prédictives moyennes pour de la prédiction à long-terme. Au sein de la 

caractérisation d’une cohorte de 175 sujets atteints d’obésité sévère et de DT2 en préopératoire 

ayant eu recours à un RYGB et pour lesquels nous avons accès à un suivi à long terme (≥ 5 

ans), nous avons cherché à identifier des paramètres cliniques associés à la rechute du DT2. 

Nous avons utilisé ces données pour construire un score prédictif de la rémission à long-terme 

et évalué ses performances au sein de plusieurs cohortes internationales. 

L’étude de cette cohorte de 175 sujets, particulièrement, bien caractérisée, a posé 

également les bases de l’étude suivante. 

Dans un second temps, nous avons en effet exploré la participation du MI à l’amélioration 

ou la détérioration métabolique des patients issus de la cohorte utilisée dans le premier axe. 
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Sur les 175 patients inclus, nous avons eu accès à un échantillon de selle prélevé à 5 ans pour 

100 sujets. Nous avons réalisé des séquençages par nanopores (Oxford Nanopore 

Technologies) et confirmé l’impact causal du MI sur le métabolisme en réalisant une 

expérience de transfert de matières fécales de ces patients chez la souris. Préalablement à cette 

étude de transfert de microbiote, nous avons établi et caractérisé un modèle de transfert de MI 

chez la souris, validant l’utilisation de souris conventionnelles au sevrage comme alternative 

aux animaux axéniques. 
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Axe 1 – identifier les patients à risque de ré-

aggravation 

Rechute à long-terme du diabète de type 2 après bypass Roux-

en-Y : prédiction et implication clinique 

Comme nous l’avons décrit page 98, le maintien des bénéfices métaboliques à plus long 

terme après la CB est variable. Environ 20 à 50% des patients initialement en rémission du DT2 

à 1 an rechutent après quelques années (Tableau 7 page 100). Identifier le plus tôt possible les 

patients à risque de ré-aggravation de leur condition métabolique (même après une rémission 

transitoire) est crucial afin d’éviter la survenue de potentielles complications liées à 

l’hyperglycémie.  

De nombreuses études ont évalué la performance des scores préopératoires présentés 

Tableau 8 (page 140) à plus long terme, allant de 3 à plus de 10 ans post-opératoires. Les 

résultats de ces études sont détaillés dans le Tableau 10 ci-dessous, et démontrent que ces 

scores sont moins précis qu’à plus court terme. Pour expliquer cette baisse de la performance, 

la variabilité d’évolution clinique des patients après la chirurgie est discutée.  

En effet, plusieurs études ont montré une reprise de poids après le nadir de la première 

année, s’accompagnant d’une ré-augmentation de la glycémie et de l’HbA1C (229). Depuis, 

ces résultats ont été confirmés dans une autre étude publiée en 2020 par McTigue et al., (289), 

incluant près de 10 000 patients ayant eu une recours à une SG ou un RYGB, ou encore dans le 

suivi de l’essai clinique randomisé de Mingrone et al., (280). La reprise de poids après CB est 

une problématique importante, et la littérature montre qu’elle est associée à des troubles 

psychologiques, la perte d’une partie de l’adhérences aux mesures hygiéno-diététiques, de 

complications ou altérations du montage chirurgical (dilatations) (341). 

Compte tenu de l’évolution post-opératoire, et de la lente ré-aggravation des 

situations pondérales et métaboliques après la première année, nous avons fait 

l’hypothèse que l’ajout de variables de cinétiques post-opératoire pourrait améliorer les 

performances prédictives des scores.  
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Tableau 10. Évaluation de la performance de scores préopératoires de prédiction de la 

rémission du DT2 à moyen et long terme (> 5 ans). (adapté et complété à partir  

de (288)) 

(note : AUC : aire sous la courbe ; AGB : Anneau gastrique ajustable ; IMS : Individualized 

Metabolic Surgery score ; n.r. : non-reporté ; Prosp. : prospective ; Rétro. : rétrospective ; 

RYGB : Bypass Roux-en-Y ; SG : Sleeve ; SG-DJB : Sleeve avec bypass duodénojéjunal ; 

SNP : polymorphisme nucléotidique)

Étude Construction / 

Validation 

Évaluation 
CB Population Suivi 

Réf. Type Score AUC 

Dicker et al. 
(339) Rétro. Validation DiaRem 

Ad-DiaRem 
0.78 
0.85 

RYGB, SG, 
AGB n=1459, Israël 5 ans 

Aminian et 
al. (340) Rétro. Validation DiaRem n.r. RYGB n=136, États-Unis >5 ans 

Wood et al. 
(330) Rétro. Validation DiaRem n.r. RYGB n=407, États-Unis  >5 ans 

Aminian et 
al. (295) Rétro. 

Construction 
IMS IMS n.r. RYGB, SG n=659, États-Unis >5 ans 

Validation IMS n.r. RYGB, SG n=241, États-Unis >5 ans 
Chen et al. 

(342)  Rétro. Validation ABCD 
IMS n.r. RYGB, 

SAGB, SG n=310, Taïwan >5 ans 

Mizera et al. 
(338) Rétro. Validation DiaRem n.r. SG n=240, Pologne 5 ans 

Ohta et al. 
(343) Rétro. Validation 

 
ABCD 

 

0.76 
0.76 
0.85 RYGB 

SG 
SG-DJB 

n=463, Japon 5 ans  
IMS 

 

0.81 
0.78 
0.86 

Luo et al. 
(316) Prosp. 

Validation 
Construction 

ACF 

ABCD 
ACF 

DiaRem 
IMS 

0.68 
0.75 
0.56 
0.55 

RYGB 
SG n=87, Chine >5 ans 

Ciudin et 
al., 2019 

(283) 
Rétro. Validation 

Construction 

DiaRem 
Modèle SNP 

DiaRem + SNP 

0.69 
0.87 
0.87 

RYGB n=47, Espagne 5 ans 

Mehaffey et 
al. (344) Prosp. Validation DiaRem n.r. RYGB n=31, États-Unis 10 ans 

Sjöholm et 
al., (288) Prosp. Validation 

ABCD 
Ad-DiaRem 
DiaBetter 
DiaRem 

IMS 
Durée DT2  

0.77 
0.76 
0.76 
0.72 
0.77 
0.77 

RYGB n=39, Suède 10 ans 

ABCD 
Ad-DiaRem 
DiaBetter 
DiaRem 

IMS 
Durée DT2 

0.69 
0.70 
0.73 
0.72 
0.75 
0.71 

SG, AGB n=188 10 ans 
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Ce travail, publié en juillet 2018 dans Diabetes Care (345) et que je signe en premier 

auteur, est basé sur la description de 175 patients issus de la cohorte de CB appelée BARICAN, 

développée au sein du Service de Nutrition de l’Hôpital de la Pitié-Salpêtrière. Nous avons 

inclus tous les obèses atteints d’un DT2 ayant eu recours à un bypass Roux-en-Y pour lesquels 

nous avons regroupé un ensemble de données cliniques au cours des 5 années suivant leur 

opération. Ce suivi cinétique nous a permis de montrer qu’une part importante des patients 

initialement en rémission du DT2 à 1 an redevenaient diabétiques à plus long terme, et que 

certains paramètres cliniques étaient associés avec cette rechute, tels que la quantité de poids 

perdu au cours de la première année ainsi que la sévérité préopératoire du DT2.  

Nous avons ensuite évalué la performance des scores préopératoires (DiaRem, Ad-

DiaRem) afin de prédire la rémission à 5 ans du DT2, et face à leur précision moyenne, nous 

avons utilisé les variables associées à la rémission et à la rechute afin de construire un score 

capable d’estimer précisément la probabilité d’un patient à maintenir sa rémission à long terme 

et d’identifier les patients à risque de rechuter. Pour terminer, nous avons validé la performance 

de cet outil dans plusieurs cohortes indépendantes. 

1. Évolution du statut de rémission du DT2 et performances 
prédictives de scores préopératoires 

En utilisant la définition de la rémission du DT2 proposée par l’ADA (268) présentée 

Figure 30 (page 97), nous avons pu mettre en évidence de n=27/106 (25%) patients qui étaient 

initialement en rémission (complète ou partielle) ont rechutés entre le 1 an et le 5 ans (Figure 

37A), ce qui confirme finalement les observations de la littérature (Tableau 7 page 100). De 

manière intéressante, 67% des patients qui ont rechuté étaient en rémission partielle à 1 an, et 

près de 80% des patients en non-rémission à 1 an ont maintenu cette non-rémission, ce qui 

suggère que le statut de rémission à 1 an est un marqueur majeur de la non-rémission à 5 ans.  

Ensuite, nous avons voulu évaluer la performance prédictive de 2 scores préopératoires, le 

DiaRem et l’Ad-DiaRem pour faire une prédiction du statut de rémission à 5 ans. Nos résultats 

ont montré que pour cette population, les performances de ces deux scores étaient moyennes 

(DiaRem (AUROC=81%, précision=79%) ; Ad-DiaRem (AUROC =84%, précision=78%)), ce 

qui est globalement au même niveau que les autres études évaluant ces deux scores à long terme 

(288,339). 
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Figure 37. Évolution du statut de rémission du DT2 au cours des 5 années de suivi post-

RYGB (A), et distribution des patients en fonction des valeurs du DiaRem (B) 

et de l’Ad-DiaRem (C). 

(note : (A) : les numéros sur les vagues de l’alluvial représentent le nombre de patients qui 

suivent cette voie. (B) et (C) : une barre verte représente les patients en rémission à 5 ans, 

en orange les patients ayant rechuté à 5 ans, et enfin une barre rouge les patients en non-

rémission prolongée. DR : rémission complète ; DT2 : diabète de type-2 ; PDR : rémission 

partielle ; NDR : non-rémission) 

Cependant, nous avons pu constater que l’Ad-DiaRem était plus précis pour prédire une 

non-rémission à long terme (seul 1 patient au sein de l’encadré rouge sur la Figure 37B était 

mal classifié), alors que les patients ayant rechuté (barres orange sur la Figure 37B) étaient 

répartis sur l’ensemble des valeurs du score, allant de la plus faible à la plus élevée. Notre 

second objectif a donc été d’identifier des variables à fortes valeurs prédictives pour séparer au 

mieux les patients ayant rechuté des patients en rémission prolongée. 
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2. Variables prédictives de la rechute du DT2 à 5 ans 
Pour ce faire, nous avons comparé les 27 patients en rechute du DT2 à 5 ans aux 94 patients 

ayant maintenu leur rémission. En préopératoire, nous avons montré que ces patients étaient 

finalement peu différents, mis à part une augmentation modérée de la durée du DT2 et des 

besoins en traitements anti-DT2 chez les patients amenés à rechuter (Tableau 11).  

Tableau 11. Comparaison des caractéristiques préopératoires des patients ayant rechuté leur 

DT2 à 5 ans et de ceux ayant maintenus leur rémission. 

(note : moyenne ± écart-type ; DT2 : diabète de type 2 ; IMC : indice de masse corporelle ; 

ns : non significatif) 

Variables 
Rémission 

prolongée (n=94) 

Rechute long-

terme (n=27) 
p 

Âge (années) 46,5 ± 11,0 46,3 ± 8,6 ns 

Masse (kg) 132,4 ± 23,8 127,5 ± 15,2 ns 

IMC (kg/m²) 48,7 ± 7,6 46,0 ± 6,4 ns 

Durée du diabète (années) 3,5 ± 4,1 5,1 ± 4,0 0,02 

Traitements anti-DT2 (n) 1,1 ± 1,1 1,8 ± 0,8 <0,01 

Prise d’insuline – n (%) 6 (6,4) 4 (14,8) ns 

Glycémie à jeun (mmol/L) 7,4 ± 2,1 7,8 ± 2,8 ns 

HbA1c – % 7,0 ± 1,1 7,2 ± 1,3 ns 

DiaRem (309) 4,9 ± 3,5 7,1 ± 6,2 ns 

Ad-DiaRem (312) 6,5 ± 3,6 8,0 ± 4,7 ns 
 

Cette absence de différences cliniques initiale est d’ailleurs confirmée par des valeurs du 

DiaRem et de l’Ad-DiaRem peu différentes en moyennes. 

L’évolution de ces patients au cours de la première année n’est cependant pas la même. 

Nous avons confirmé que les patients amenés à rechuter étaient ceux qui avaient perdu le moins 

de poids au cours de la première année, et ceux qui en avaient repris le plus au fil des années 

(Figure 38A). De plus, nous avons montré l’évolution de la masse adipeuse suivait la cinétique 

de la perte de poids (Figure 38B). Par régression logistique (ajustée sur l’âge et le sexe), nous 

avons confirmé l’association forte de la perte de poids de la première année avec le statut de 

rémission à 5 ans (OR 2,66 – 95%CI [1,62;4,66], p<0,01), ainsi que l’association de la perte de 

masse grasse avec ce même statut (OR 2,23 – 95%CI [1,25;4,33], p=0,04). 



 
 

 166 

 

Figure 38. Évolutions (A) du poids et (B) de la masse grasse au fil des mois postopératoires 

selon la trajectoire de rémission du DT2 à 5 ans. 

(note : moyenne ± écart-type et comparaison des variances par ANOVA. Orange : patients 

ayant rechuté à 5 ans ; vert : patients en rémission prolongée ; rouge : patients en non-

rémission prolongée ; a : différence entre rechute et rémission ; b : différence entre non-

rémission et rémission ; c : différence entre rechute et non-rémission) 

3. Construction et validation du 5y-Ad-DiaRem 
Face à la performance prédictive moyenne des scores préopératoires, et sur la base des 

associations faites avec la rechute du DT2, nous avons construit un nouvel outil prédictif de la 

rémission du DT2 à plus long terme. Pour ce faire, nous avons utilisé méthode d’apprentissage 

supervisé conçue par le Dr Nataliya Sokolovska et le Pr Jean-Daniel Zucker qui permet 

d’attribuer à chaque variable des intervalles et des poids de telle sorte que l’ensemble du score 

(donc l’ensemble des variables) ait la meilleure précision de prédiction possible (311). 

L’approche que nous avons utilisée s’est donc faite en deux étapes : l’humain a choisi les 

variables, et la machine à déterminé la façon optimale de les pondérer. Cette méthode, appelée 

Fully Corrective Binning (FCB), avait déjà été appliquée dans le cadre du développement de 

l’Ad-DiaRem, et sa meilleure performance prédictive par rapport à tous les autres scores de la 

rémission court terme publiés (309,312–315,339) suggère sa supériorité.  

En ce qui concerne les variables utilisées dans la construction de ce nouvel outil, appelé 

5y-Ad-DiaRem, la sélection est basée sur la force de l’association entre variables cliniques 

préopératoires et à 1 an de suivi, et le fait d’être en rechute ou en non-rémission à 5 ans (odds-

ratio). De surcroît, nous avons aussi décidé de n’inclure que des variables faciles d’accès afin 

de favoriser l’utilisation de ce score en routine clinique, excluant par exemple les données de 

composition corporelle. La liste des variables intégrées au 5y-Ad-DiaRem est présentée 

Tableau 12.  Comme nous avons inclus des variables disponibles lors du suivi postopératoire, 
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le 5y-Ad-DiaRem n’est donc pas un score permettant d’estimer le potentiel de rémission du 

DT2 après la CB, mais plutôt son maintien au-delà de la 1re année.  

Tableau 12. Le score prédictif de la rémission du DT2 à 5 ans : le 5y-Ad-DiaRem.  

(note : La valeur du score est obtenue en additionnant le poids de chaque variable selon 

leurs valeurs. La perte de poids au cours de la première année est calculée en utilisant la 

formule suivante : [(Poids1 an) - (Poidspréop)]/(Poidspréop)*100. Le statut de rémission à 1 an 

est défini selon la définition de la rémission du DT2 de l’ADA (268))

Facteurs préopératoires Points 
Durée du diabète (années)  

< 1  0 
[1 ; 3[ 1 
[3 ; 5[ 2 
[5 ; 7[ 3 
≥ 7 4 
    

Traitements antidiabétiques (n) 
0 0 
1 1 
2 3 
≥ 3  4 
    

HbA1c (%)   
< 6.3  0 
[6.3 ; 6.9[  1 
 ≥ 6.9  3 
 
 
 
 

 

Facteurs à 1 an postopératoire Points 
Traitements antidiabétiques (n)   

0 0 
1 1 
≥ 2 4 
    

Glycémie à jeun (mmol/L)    
< 4.8  0 
[4.8 ; 5.3[ 1 
[5.3 ; 5.8[ 2 
 ≥ 5.8  3 
  

Perte de poids à 1 an (%) 
< -34 0 
[-34 ; -25[ 1 
[-25 ; -20[ 2 
≥ -20 3 
    

Statut de rémission à 1 an (268)  
Rémission complète  0 
Rémission partielle  3 
Non-rémission  5 

La méthode de FCB a permis l’obtention des différents items du 5y-Ad-DiaRem tels que 

présentés Tableau 12 ci-dessus.  

Nous avons ensuite entrepris d’étudier sa performance au sein de notre cohorte principale. 

La précision générale du 5y-Ad-DiaRem pour prédire la rémission à 5 ans est de 90% (pour un 

seuil discriminant entre rémission et rechute/non-rémission fixé à 11 par méthode de Youden 

(346) (Figure 39A), alors que ces résultats étaient de 84 et 81% pour l’Ad-DiaRem et le 

DiaRem, respectivement. Cependant, et comme pour les scores préopératoires, la précision de 

la prédiction est plus mauvaise pour les valeurs intermédiaires du score (>11 et <19) (Figure 

39A). Néanmoins, la majorité des patients ayant rechuté à 5 ans sont situés au sein de cette 

« zone grise », mais donc au-delà du seuil permettant de prédire la rémission prolongée (score 

≤ 11). La prédiction de la rechute à long terme est donc bien meilleure qu’avec le DiaRem ou 
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l’Ad-DiaRem (Figure 37BC). De manière concrète, cette meilleure précision se traduit par la 

reclassification correcte de 13 des 39 erreurs du DiaRem et de 12 des 38 erreurs de l’Ad-

DiaRem. 

 

Figure 39. (A) Distribution des patients en fonction des valeurs du 5y-Ad-DiaRem. (B) 

Courbes ROC évaluant les performances prédictives du DiaRem, de l’Ad-

DiaRem et du 5y-Ad-DiaRem. 

(note : (A) une barre verte représente les patients en rémission à 5 ans, en orange les patients 

ayant rechuté à 5 ans, et enfin une barre rouge les patients en non-rémission prolongée. Le 

rectangle grisé représente l’intervalle de valeurs du score comprises au sein de la « zone 

grise ». AUC : aire sous la courbe ; acc : précision) 

De surcroît, nous avons pris soin de collaborer avec 3 équipes européennes (française, 

allemande et italienne) qui nous ont envoyé les données cliniques de patients ayant eu un RYGB 

(critères de sélection identiques aux nôtres), et nous avons montré au sein de ces cohortes de 

validation des résultats de précision encore meilleurs que ceux de la cohorte de test, ce qui 

confirme que le 5y-Ad-DiaRem est bel et bien adapté pour une population large de patients à 

différents degrés de sévérité de DT2. 

 Article 4 Debédat Jean, Sokolovska Nataliya, Coupaye Murielle, et al. Long-

term Relapse of Type 2 Diabetes After Roux-en-Y Gastric Bypass: 

Prediction and Clinical Relevance. Diabetes Care 2018  
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Axe 2 – Explorer l’implication du MI dans la 

l’amélioration métabolique à long terme après 

bypass Roux-en-Y 

Le second axe de cette thèse de science a été d’explorer l’implication du MI dans la 

résolution ou la persistance du DT2 à long terme après RYGB.  

Notre intérêt pour le MI est basé sur sa participation à la physiopathologie de l’obésité (voir 

page 68) et de celle du DT2 (voir page 70). De plus, son association avec la rémission du DT2 

après CB est peu décrite, et ce malgré de nombreuses études démontrant des modifications 

drastiques de sa composition et de sa fonctionnalité après CB (comme nous l’avons résumé 

dans une revue de la littérature (307)). Pour l’heure, seules 3 études ont évalué les différences 

de composition du MI avant et/ou après CB selon le statut de rémission du DT2, et leur 

interprétation est limitée par le faible nombre de patients étudiés (347–349). De plus, ces études 

sont par design purement associatives, et ne dénotent donc pas de la causalité liant amélioration 

métabolique postopératoire et modulation de la composition du MI.  

En ce sens, notre stratégie a donc été de décrire les changements du MI survenant 

après CB en lien avec l’amélioration métabolique, puis de réaliser une étude de 

transplantation de MI chez la souris pour évaluer la causalité liant ces observations.  

1. Sévérité du DT2 post-RYGB et trajectoires d’amélioration 
métabolique 

a. Cohorte 

Sur les 175 patients inclus dans notre étude clinique présentée ci-dessus, nous avons eu 

accès pour 100 patients à un échantillon de selle recueilli au cours de leur rendez-vous de suivi. 

Les analyses ci-dessous ont donc été réalisées sur les données de ces 100 patients.  

b. Constructions des groupes 

Pour appréhender l’amélioration métabolique post-RYGB, nous avons choisi de nous 

éloigner de la définition de la rémission proposée par Buse et al. (268) et ce pour 3 raisons : (i) 

cette définition est calculée uniquement en postopératoire, et ne tient donc pas compte de la 

sévérité préopératoire de l’atteinte métabolique, ce qui (ii) empêche d’estimer l’amplitude de 



 
 

 170 

l’amélioration métabolique. Enfin, cette définition ne permet pas non plus (iii) d’évaluer la 

sévérité du DT2 persistant, puisque sont considérés en non-rémission aussi bien des patients 

aux seuils diagnostiques sans traitement ou prenants uniquement de la metformine que les 

patients largement au-dessus des seuils malgré la prise de nombreux traitements.  

Pour pallier cela, nous avons utilisé une méthode de réduction de dimension par analyse en 

composantes principales (PCA) sur 7 variables cliniques simples associées à la sévérité du DT2 

et qui sont associées avec la rémission du DT2 : l’HbA1C, la glycémie à jeun, la durée du DT2, 

l’âge, le sexe, le nombre de traitements antidiabétique et la prise ou non d’insuline. Ensuite, 

nous avons utilisé une méthode de clustering hiérarchique qui nous a permis de définir 2 clusters 

de sévérité du DT2, que nous avons appelés « Modérée (Mild) » et « Sévère (Severe) » selon 

les caractéristiques cliniques des patients de ces deux clusters. La projection par PCA a été 

réalisée en préopératoire, à 1 an et à 5 ans de façon concomitante, ce qui nous a permis d’avoir 

des définitions de clusters homogènes à chaque temps (Figure 40). 

 

Figure 40. Représentation d’une PCA basée sur 7 variables de sévérité du DT2. Les flèches 

représentent la contribution de chaque variable à la projection. 

(note : ● : préopératoire ; ▲: 1 an ; ■ : 5 ans ; Mild : Modéré ; Severe : Sévère). 

En préopératoire, 55 des 100 patients inclus dans cette cohorte étaient dans le cluster 

« Sévère », et environ la moitié de ces patients ont amélioré leur condition métabolique entre 

le préopératoire et la 5e année de suivi, c’est-à-dire qu’ils ont connu une transition de cluster 

(Sévère vers Modéré) ; ce groupe de « bons répondeurs » est appelé 5y-Rep+ (Figure 41). Cette 
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observation confirme l’induction de bénéfices métaboliques par la CB. Par opposition, les 

patients qui sont restés dans le cluster Sévère tout au long du suivi sont de moins bons 

répondeurs, et sont appelés 5y-Rep- (Figure 41). Enfin, une dernière trajectoire est considérée : 

les patients qui sont restés « Modérés » tout au long du suivi : Stable-Mild (Figure 41). 

 
Figure 41. Évolution de la sévérité du DT2 avant et 5 ans après RYGB. 

(note : les nombres écrits sur les chemins représentent le nombre de patients suivant cette 

voie. 5y-, 5 ans ; DR : rémission du DT2, Mild : Modéré ; NDR : non-DR ; Rep+, bons 

répondeurs ; Rep-, mauvais répondeurs ; RYGB, Roux-en-Y gastric bypass ; Severe : 

Sévère) 

c. Comparaisons cliniques 
Au niveau clinique, les patients du cluster Sévère, que ce soit en préopératoire ou à 5 ans, 

présentent une forte altération métabolique, traduite par une augmentation significative de 

toutes les variables utilisées pour la construction des clusters de sévérité du DT2 (Tableau 13). 

En préopératoire, les patients bons répondeurs présentaient un tableau clinique altéré 

comme les mauvais répondeurs, mais leur amélioration forte après l’opération fait qu’ils sont 

indiscernables à 5 ans des patients qui sont restés « Modérés » tout au long du suivi (Tableau 

13). De façon intéressante, et en particulier pour les travaux décrits infra, ces différentes 

trajectoires ne présentent pas de différences de poids, bien que les patients bons répondeurs 

aient perdu plus de poids que les autres au cours de la 1re année, confirmant l’association entre 

perte de poids postopératoire et bénéfice métabolique.  
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Tableau 13. Caractéristiques cliniques avant et 5 ans après RYGB selon la trajectoire 

d’amélioration métabolique.  

(note : tests de Tukey ajustés sur l’âge et le sexe ou # modèles binomiaux ajustés sur l’âge 

et le sexe. @ : Stable-Mild vs 5y-Rep+ ; & : Stable-Mild vs 5y-Rep- ; $ : 5y-Rep+ vs 5y-

Rep- ; Mild : Modéré ; Rep+, bons répondeurs ; Rep-, mauvais répondeurs ; RYGB, Roux-

en-Y gastric bypass ; Severe : Sévère)

Variables n Stable-Mild 
(n=45) 

5y-Rep+ 
(n=25) 

5y-Rep- 
(n=30) @ & $ 

Avant le RYGB 

Glycémie à jeun (mmol/L) 100 6.68 ± 1.0 9.42 ± 2.9 8.63 ± 3.3 <0.001 0.006 0.639 
HbA1C (%) 100 6.67 ± 0.6 8.14 ± 1.4 8.76 ± 2.2 <0.001 <0.001 0.253 
Âge (années) 100 46.45 ± 10.3 44.99 ± 11.8 54.52 ± 8.5 0.877 <0.001 0.003 

Durée du DT2 (années) 100 2.82 ± 2.9 5.42 ± 3.4 15.62 ± 6.2 0.004 <0.001 <0.001 

Traitements anti-DT2 (n) 100 
0=15 (33%) 
1=21 (47%) 
≥2=9 (20%) 

0=1 (4%) 
1=2 (8%) 

≥2=22 (88%) 

0=0 (0%) 
1=2 (7%) 

≥2=28 (93%) 
0.011 <0.001 0.305 

Supplémentation insulinique # 100 non=45 (100%) 
oui=0 (0%) 

non=16 (64%) 
oui=9 (36%) 

non=4 (13%) 
oui=26 (87%) <0.001 <0.001 <0.001 

Sexe # 100 F=33 (73%) 
M=12 (27%) 

F=21 (84%) 
M=4 (16%) 

F=27 (90%) 
M=3 (10%) 0.547 0.103 0.639 

Poids (kg) 100 127.36 ± 26.0 130.33 ± 22.7 119.86 ± 19.2 0.632 0.807 0.432 
IMC (kg/m2) 100 47.11 ± 8.5 48.58 ± 9.9 45.74 ± 7.8 0.632 0.599 0.708 

Masse grasse (% poids) 96 47.64 ± 5.9 48.82 ± 4.7 47.05 ± 4.7 0.969 0.227 0.150 
Masse maigre (% poids) 96 50.08 ± 5.7 48.95 ± 4.6 50.68 ± 4.5 0.969 0.222 0.150 

5 ans après le RYGB 

Glycémie à jeun (mmol/L) 100 5.41 ± 1.1 5.76 ± 1.1 7.39 ± 1.9 0.239 <0.001 0.004 
HbA1C (%) 100 6.03 ± 0.5 6.13 ± 0.6 7.58 ± 1.0 0.548 <0.001 <0.001 
Âge (années) 100 51.76 ± 10.1 50.73 ± 12.2 60.41 ± 8.6 0.969 <0.001 0.003 

Durée du DT2 (années) 100 8.13 ± 2.9 11.16 ± 3.4 21.51 ± 6.3 0.001 <0.001 <0.001 

Traitements anti-DT2 (n) 100 
0=40 (89%) 
1=5 (11%) 
≥2=0 (0%) 

0=22 (88%) 
1=2 (8%) 

≥2=1 (4%) 

0=3 (10%) 
1=8 (27%) 

≥2=19 (63%) 
0.969 <0.001 <0.001 

Supplémentation insulinique # 100 non=45 (100%) 
oui=0 (0%) 

non=25 (100%) 
oui=0 (0%) 

non=16 (53%) 
oui=14 (47%) - <0.001 <0.001 

Poids (kg) 100 99.59 ± 24.6 92.86 ± 20.9 88.37 ± 16.9 0.548 0.587 0.864 
IMC (kg/m2) 100 36.77 ± 8.0 33.52 ± 6.2 33.58 ± 6.3 0.239 0.408 0.783 

Masse grasse (% poids) 76 42.60 ± 7.1 43.02 ± 5.6 42.82 ± 5.3 0.632 0.572 0.666 
Masse maigre (% poids) 76 54.08 ± 6.2 53.93 ± 5.3 54.60 ± 5.3 0.547 0.511 0.642 

Perte de poids de la 1re année (% t0) 100 -25.06 ± 7.5 -30.21 ± 5.8 -25.97 ± 7.9 0.036 0.491 0.166 
Évolution du poids après la 1re année 

(% 1 an) 100 4.52 ± 11.4 1.91 ± 8.2 0.09 ± 9.4 0.547 0.807 0.732 

Perte de poids globale à 5 ans (% t0) 100 -21.48 ± 12.7 -28.99 ± 7.2 -26.19 ± 8.2 0.043 0.488 0.312 
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2. Altérations du MI associées à la sévérité du DT2 
Nous avons réalisé l’extraction des ADN fécaux et le séquençage par nanopores selon un 

protocole récemment établi au laboratoire (113) sur les 100 échantillons de selles collectées à 

5 ans.  

Premièrement, nous avons comparé la composition du MI des patients qui se sont fortement 

améliorés (5y-Rep+) des patients qui sont restés dans le cluster « Modéré » tout au long du suivi 

(Stable-Mild), afin de voir si l’amélioration métabolique était associée à un profil de 

composition du MI particulier. Ni une projection par analyse de coordonnées principales 

(PCoA) basée sur l’abondance des genres ni la comparaison d’abondances de classes et 

d’espèces ne permet de mettre en évidence de différences de composition, outre pour 2 espèces : 

Tannerella forsythia et Enterococcus faecalis (Figure 42).  

Ainsi, compte tenu de (i) l’absence de différences cliniques et de composition du MI entre 

les patients bons répondeurs et les patients qui sont restés « Modérés » tout au long du suivi, 

nous avons pris la décision de regrouper ces patients, et donc de poursuivre notre analyse en 

comparant les patients « Modérés » des patients « Sévères » à 5 ans. Pour ce faire, nous avons 

appliqué la même stratégie, et avons comparé une projection par PCoA, une comparaison de 

l’abondance des classes et des espèces (Figure 43A-C). 
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Figure 42. Comparaison du profil de composition du MI selon la trajectoire métabolique : 

bons répondeurs (5y-Rep+) vs patients Modérés tout au long du suivi (Stable-

Mild) 

(note : (A) Projection d’une analyse en coordonnées principales basée sur une matrice de  β 

diversité (distance de Bray-Curtis). (B) Comparaison des abondances relatives de classes 

selon la trajectoire d’amélioration métabolique (Stable-Mild et 5y-Rep+, n=44 et 25, 

respectivement). (C) Espèces dont l’abondance est significativement différente entre 

patients Stable-Mild et 5y-Rep+. 5y, 5 ans ; PCoA, analyse en composantes principales ; 

T2D, diabète de type-2) 

Ces analyses nous ont permis de mettre en évidence une différence majeure de composition 

selon la sévérité du DT2 à 5 ans. Les patients du cluster Sévère présentent un enrichissement 

majeur en Bacteroidia (+48%, p<0.0001). L’analyse de taille d’effet de la comparaison 

d’espèces entre les 2 clusters a montré que 12 des 13 espèces les plus augmentées chez les 

patients « Sévères » sont des Bacteroidia, avec par exemple Phocaeicola dorei, Bacteroides 

fragilis, Bacteroides caecimuris et Bacteroides ovatus. À l’inverse, il n’y a finalement que peu 

d’espèces significativement plus abondantes chez les patients « Modérés ». De surcroît, nous 

montrons que l’abondance de ces espèces corrèle fortement avec les paramètres de 

l’homéostasie glucidique, confirmant le lien avec la sévérité du DT2 (Figure 43D). 
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Figure 43. Comparaison du profil de composition du MI selon la sévérité du DT2 à 5 ans : 

Modérée (5y-Mild) vs Sévère (5y-Severe). 

(note : (A) Projection d’une analyse en coordonnées principales basée sur une matrice de β 

diversité (distance de Bray-Curtis). (B) Comparaison des abondances relatives de classes 

selon les clusters de sévérité du DT2 à 5 ans post-RYGB (5y-Mild et 5y-Severe, n=70 et 

n=30, respectivement). (C) Estimations de la taille d’effet des différences d’abondances 

d’espèces en fonction des clusters de sévérité du DT2. (D) Heatmap de corrélations de 

Spearman entre les abondances des 16 espèces présentées en C et différentes variables 

cliniques à 5 ans post-RYGB (*: p<0.05; **: q<0.1). 5y, 5 ans ; AUROC, aire sous la courbe 

ROC ; FBG, glycémie à jeun ; PCoA, analyse en coordonnées principales ; T2D, diabète de 

type 2) 

Nous nous sommes demandé si cette altération de composition associée à la sévérité du 

DT2 était déjà observable en préopératoire. Grâce à Rohia Alili, ingénieure au laboratoire et 

doctorante EPHE au laboratoire qui étudie la composition du MI de patients candidats à la 
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chirurgie bariatrique, nous avons pu avoir accès à des données de MI préopératoire d’un sous-

groupe de 36 patients DT2 de la cohorte BARICAN ayant eu une CB. Les caractéristiques 

cliniques globales de ces deux groupes de patients sont présentées Tableau 14 ci-dessous, et 

démontrent l’absence de différences en préopératoire.  

Tableau 14. Comparaison des caractéristiques cliniques préopératoires des 100 patients 

inclus dans notre cohorte de suivi à 5 ans, et de notre cohorte préopératoire 

indépendante. 

Variables n 
Cohorte de 
suivi à 5 ans 

(n=100) 
Cohorte 

préopératoire 
(n=36) 

p 
Avant RYGB 

Glycémie à jeun (mmol/L) 135 7.95 ± 2.7 7.37 ± 1.9 0.424 
HbA1C (%) 136 7.66 ± 1.7 7.09 ± 1.4 0.251 
Âge (années) 135 48.51 ± 10.8 53.17 ± 10.9 0.183 

Durée du DT2 (années) 135 7.31 ± 7.0 7.71 ± 8.5 0.854 
Nombre de traitements anti-DT2 (n) 136 

0=16 (16%) 
1=25 (25%) 
≥2=59 (59%) 

0=8 (22%) 
1=10 (28%) 
≥2=18 (50%) 

0.542 

Supplémentation insulinique # 136 non=65 (65%) 
oui=35 (35%) 

non=27 (75%) 
oui=9 (25%) 0.424 

Sexe # 136 F=81 (81%) 
M=19 (19%) 

F=27 (75%) 
M=9 (25%) 0.542 

Poids (kg) 134 125.85 ± 23.5 118.02 ± 19.8 0.251 
IMC (kg/m2) 136 47.07 ± 8.6 42.88 ± 6.9 0.117 

Masse grasse (% poids) 130 47.75 ± 5.3 46.55 ± 5.2 0.424 
Masse maigre (% poids) 130 49.98 ± 5.1 51.08 ± 5.1 0.424 

 

Afin d’estimer la sévérité préopératoire du DT2 de ces 36 patients, et d’assurer une 

comparabilité de l’estimation par rapport aux 100 patients de notre cohorte, nous avons réalisé 

une projection des variables de sévérité du DT2 de ces 36 patients sur la PCA présentée Figure 

40. Ensuite, nous avons pu attribuer un cluster de sévérité du DT2 par rapport à la position sur 

la PCA de ces patients (Figure 44A). Au total, 14/36 (40%) de ces patients étaient dans le 

cluster Sévère, un nombre légèrement en deçà de notre cohorte de suivi à 5 ans. Néanmoins, la 

comparaison de l’abondance des classes entre les patients « Sévères » et « Modérés » en 

préopératoire a permis de mettre en évidence une augmentation majeure de l’abondance des 

Bacteroidia, confirmant son lien avec la sévérité du DT2 (Figure 44B). 
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Figure 44. Comparaison de la composition du MI au sein de notre cohorte préopératoire 

indépendante selon la sévérité du DT2. 

(note : (A) Représentation graphie de l’analyse en composantes principales de la Figure 40 

sur laquelle sont projetés les 36 patients de notre cohorte préopératoire (gros ronds entourés 

de blanc). (B) Comparaison des abondances relatives de classes selon les clusters de sévérité 

préopératoire du DT2) 

Par rapport à notre cohorte de suivi à 5 ans, cette information est majeure. En effet, cela 

suggère que l’amélioration métabolique observée par les patients bons répondeurs est 

consécutive à une normalisation d’un profil « Modéré » de leur MI, puisque les patients du 

cluster « Sévère » présentent une augmentation des Bacteroidia, que ce soit en préopératoire ou 

à 5 ans. Cependant, cette observation reste à confirmer au sein de cohortes avec accès à des 

données de composition du MI à différents temps postopératoires en plus du préopératoire.  

Au global, nos analyses de composition du MI montrent que la sévérité du DT2 est associée 

à un enrichissement en Bacteroidia et ce tant en préopératoire qu’à 5 ans du RYGB. De plus, 

l’amélioration métabolique des bons répondeurs est associée à une diminution de l’abondance 

relative de cette même classe. Néanmoins, ces observations sont purement associatives, et il 

serait trop hâtif de considérer cet enrichissement en Bacteroidia comme responsable du 

phénotype métabolique altéré des patients Sévères. C’est dans ce contexte que nous avons 

ensuite conduit des études de transfert de MI chez la souris. 
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3. Impact causal du MI dans le phénotype métabolique altéré 

a. Développement du modèle murin de transfert de MI – Article 5 

Pour explorer la relation de causalité liant le profil de composition du MI des patients 

sévère et leur phénotype métabolique, nous avons décidé de réaliser une expérience de transfert 

de matières fécales chez la souris. En effet, il s’agit d’une méthode jugée de référence pour 

évaluer la participation du MI à un processus physiopathologique. De cette manière, l’impact 

du MI a pu être étudié dans le cadre d’un large panel de pathologies, comme la stéatose non 

alcoolique (350) ou les altérations métaboliques associées au syndrome de Prader-Willi (351). 

Néanmoins, les études de TMF en post-bariatrique restent peu nombreuses, et leurs résultant 

dénotent un impact du MI sur la régulation de l’adiposité, mais restent limités sur le plan du 

métabolisme (167,168,306) (voir page 122). De ce fait, le lien entre modulation du microbiote 

post-RYGB et du métabolisme du glucose reste à confirmer.  

Au travers de la littérature, les méthodologies employées pour la réalisation de transferts 

de microbiote varient, et pour l’heure aucun consensus n’a été proposé pour désigner une 

méthode à suivre. En effet, la plupart des expériences de transplantation de microbiote chez la 

souris sont réalisées chez des animaux axéniques (167,168,306). Cependant, il est maintenant 

établi que la période de croissance sans germes à de nombreux effets délétères sur la physiologie 

de l’hôte. En effet, les animaux axéniques présentent des déficits immuns, des désordres 

vitaminiques et métaboliques (liés à une baisse de l’absorption en nutriments du fait de 

l’absence de fermentation intestinale) (352,353). Ces troubles, notamment immuno-

inflammatoires, ne sont pas (complètement) normalisés par conventionalisation, c’est-à-dire 

l’introduction d’un MI. En effet, les animaux anciennement axéniques présentent plus d’IgE (x 

1000 à x10 000) (95), plus de lymphocytes natural killer et de lymphocytes T natural killer, 

ainsi qu’une production cytokinique plus importante (TNF-α, TGF-β, IF-γ, IL-6, IL-10, IL-12) 

(96,97). De plus, les conditions particulières de l’intestin axénique (qui présente un pH, un taux 

d’urée et d’O2 augmentés, et l’absence d’acides gras à chaîne courte) sont autant de paramètres 

qui peuvent impacter l’implantation d’un xénomicrobiote (353).  

Face à ces problématiques, certaines équipes ont aussi proposé l’utilisation d’autres 

modèles, comme les souris conventionnelles à MI déplété par traitement antibiotique avant 

l’inoculation (138,178). Ce modèle propose théoriquement une alternative intéressante sur le 

plan immun, puisque les animaux utilisés ont eu une croissance « normale » en présence d’un 

MI. Cependant, le traitement antibiotique a aussi montré des effets à long terme sur les animaux 
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(altération de la fonction mitochondriale (354) et de la motilité intestinale (355), induction 

d’une inflammation modérée (355) notamment par translocation bactérienne (356)). De plus, 

l’impact de la persistance d’antibiotiques résiduels dans la lumière intestinale au moment de 

l’inoculation n’a que peu été étudié. Une autre méthode de déplétion partielle du MI par 

traitement laxatif a été proposée (357,358), mais a montré des résultats décevants par rapport 

au traitement antibiotique en termes de ressemblance à l’inoculum (357). Néanmoins, le MI 

préexistant des souris conventionnelles n’est pas le seul paramètre influençant de l’implantation 

d’un xénomicrobiote : le système immunitaire des animaux y participe aussi, via notamment la 

sécrétion d’IgA et de peptides antimicrobiens (359). De ce fait, l’utilisation d’animaux 

« immatures » proche du sevrage peut permettre de se placer dans une « fenêtre temporelle 

optimale », puisque leur système immunitaire est encore immature (et donc théoriquement plus 

permissif) (360). De surcroît, le MI des animaux au sevrage est encore peu diversifié (361), ce 

qui peut diminuer l’effet barrière du MI face au xénomicrobiote. 

Design expérimental  

Face à cette diversité de modèles proposés, leurs spécificités et l’absence d’études 

comparatives, nous avons décidé de comparer la qualité de l’implantation d’un MI au sein des 

modèles de souris suivants (Figure 45) : 

- Les souris axéniques adultes (GF-r) 

- Les souris conventionnelles adultes (SPF8w-r) 

- Les souris conventionnelles au sevrage (SPF3w-r) 

- Les souris conventionnelles au sevrage à MI déplété par antibiotiques et laxatif 

(AbxPEG-r) 

- Les souris conventionnelles au sevrage à MI déplété par laxatifs seul (PEG-r) 

- Un groupe de souris « contrôle » au sevrage et non inoculé (SPF3w) 

La caractérisation du MI de ces différents modèles offre 3 points de comparaisons : l’effet 

du statut bactérien initial (SPF8w vs GF-r), l’effet de l’âge (SPF8w-r vs SPF3w-r) ainsi que 

l’effet de la méthode de déplétion (AbxPEG-r vs PEG-r vs SPF3w-r). Le xénomicrobiote que 

nous avons choisi est celui des souris Lep-/- (âgées de 12 semaines), qui est connu pour différer 

des animaux sauvages et pour induire un phénotype par transfert (362). Ce travail a été réalisé 

au tout début de ma thèse de sciences, et a fait l’objet d’une publication dans Frontiers 

Microbiology en 2018, que je signe en tant que second auteur (363). 
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Les animaux ont été suivis pendant 12 semaines durant lesquelles ils ont été maintenus 

sous régime standard. Avant, 3 semaines et 9 semaines après les 3 jours d’inoculation, nous 

avons récolté des fèces avant de réaliser un séquençage 16S (région V4 séquencée par Illumina).

 

Figure 45. Design expérimental de l’évaluation de l’implantation d’un xénomicrobiote 

selon l’âge, le statut bactérien et la déplétion du microbiote des animaux 

receveurs. 

(note : 3w : 3 semaines ; ABX : antibiotiques ; PEG : polyethylene glycol ; SPF : specific 

pathogen free ; weeks : semaines) 

La déplétion par antibiotique a été réalisée par un traitement de 7 jours par gavage d’un 

cocktail d’antibiotiques à large spectre composé de vancomycine (200 mg/kg), et 100 mg/kg 

de métronidazole, ampicilline et néomycine, selon (364). Pour le traitement par laxatif, 5 

gavages espacés de 30 minutes ont été réalisés avec une solution de 90 g/L de solution 

commerciale Colopeg™ contenant 77.5 g/L de PEG 3350. Les souris ont par la suite toutes été 

gavées avec une suspension des selles de souris Lep-/- diluées au 1/20ème vol/vol dans du PBS 

anoxique contenant 1 g/L de L-cystéine comme agent réducteur, afin de limiter l’exposition des 

bactéries anaérobies strictes à l’oxygène. 

Cinétique d’implantation et performance des modèles conventionnels 

Avant l’inoculation, la composition du MI des animaux au sevrage était très homogène, et 

différait de celle des animaux conventionnels plus âgés (Figure 46A). La colonisation a eu un 

effet majeur à 3 semaines, puisqu’on peut voir que tous les animaux colonisés se sont 

rapprochés de l’inoculum, sauf les animaux anciennement axéniques. Au contraire, ces derniers 
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sont très éloignés de l’inoculum, même plus que les animaux non inoculés (SPF3w – Figure 

46B).  

Figure 46. Étude de la ressemblance du MI des animaux receveurs (A-D) avant, (B-D) 3 et 

(C-D) 9 semaines après la colonisation.  

(note : (A-C) Représentations d’analyses en composantes principales interclasses. (D) 
Comparaison de la β-diversité (distance UniFrac) entre les groupes d’animaux avant, 3 et 9 

semaines après l’inoculation) 

Enfin, à un peu plus de 2 mois de la colonisation (Figure 46C), la composition du MI des 

animaux anciennement axéniques s’est rapprochée de celle de l’inoculum, comme traduit par 

une diminution de la distance par rapport à l’inoculum (Figure 46D). Bien que les animaux 

conventionnels inoculés au sevrage et à l’âge adulte soient plus distants de l’inoculum que les 

animaux anciennement axéniques, la déplétion préalable du MI d’animaux conventionnels au 

sevrage a permis une implantation durable aussi bonne que celle observée chez les GF-r (Figure 

46D).  
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Nos résultats démontrent donc deux éléments :  

D’une part, que l’analyse d’un potentiel phénotype induit par transfert de MI à des animaux 

axéniques requiert un temps d’adaptation du MI et une stabilisation de la composition (compris 

entre 3 semaines et 9 semaines selon nos résultats), ce qui n’est pas toujours le cas des études 

de la littérature (306). D’autre part, les animaux conventionnels à MI déplété permettent une 

implantation d’un xénomicrobiote aussi bonne que celle permise par les animaux axéniques, 

tout en s’affranchissant d’une partie des effets négatifs de la croissance axénique. En effet, nous 

démontrons que seuls les animaux anciennement axéniques présentent une augmentation de 

l’adiposité malgré une diminution du poids, associées à une baisse de la prise alimentaire et de 

l’absorption calorique. 

 Article 5 Le Roy T, Debédat J, Marquet F, et al. Comparative evaluation of 

microbiota engraftment following fecal microbiota transfer in mice 

models: age, kinetic and microbial status matter. Front Microbiol 2018 
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b. Exploration de la causalité liant MI et sévérité du DT2 chez la souris 

Pour explorer la causalité liant altérations du MI et sévérité du DT2, nous avons réalisé une 

expérience de transferts de MI de patients chez la souris conventionnelle au sevrage à MI 

déplété par un traitement antibiotique et laxatif.  

Sur les 100 patients de notre cohorte, 14 ont été sélectionnés sur la base de la sévérité de 

leur DT2, et de leurs traitements anti-DT2. En effet, il est connu (comme mentionné page 55) 

que certains traitements comme la metformine, peuvent induire des changements de 

composition du MI (59,60). Afin de pouvoir appréhender cet effet, nous avons sélectionné des 

patients du cluster « Sévère » qui présentait un profil divers de traitement du DT2 : nous avons 

inclus 4 patients sous metformine et insuline, 3 patients sous insuline seule sans metformine, et 

enfin 3 patients sous metformine seule. Les 4 patients du cluster « Modéré » n’étaient pas 

traités. 

Ces patients ont été rappelés par l’équipe médicale du Service de Nutrition de la Pitié-

Salpêtrière. Au cours de leur rendez-vous de suivi, un échantillon de selle a été prélevé et 

préparé de manière à assurer au maximum la viabilité bactérienne après congélation. 

Brièvement, les échantillons ont été placés dans des conditions anoxiques immédiatement après 

collection au sein de pots en plastiques, puis dilués au 10e vol/vol dans une solution réduite de 

lait et de glycérol contenant des antioxydants (L-cystéine, glutathion, acides ascorbique et 

urique). Une homogénéisation à l’Ultra-Turrax a été réalisée avant congélation au -80°C. 

Avant réalisation des transferts de MI, nous nous sommes assuré que (i) les donneurs 

sélectionnés étaient bel et bien différents d’un point de vue clinique, et que (ii) ils étaient bien 

porteurs des altérations de composition du MI correspondant à leur cluster de sévérité du DT2, 

ce qui était le cas. Ensuite, nous avons réalisé les transferts de MI chez les animaux 

conventionnels au sevrage après le protocole de déplétion par antibiotiques et laxatif. Par la 

suite, les animaux ont été suivis pendant environ 13 semaines, au cours desquelles ont été 

réalisées : des pesées, des évaluations de la composition corporelle par résonnance magnétique, 

ainsi qu’une exploration du phénotype métabolique à la 11e semaine par réalisation d’un test de 

tolérance orale au glucose (OGTT). Une récolte de selles par 24 heures a été effectuée en fin 

d’expérimentation afin d’évaluer les capacités d’absorption calorique des animaux, avant 

sacrifice (Figure 47A). Dès réception, les animaux ont été placés sous régime enrichi en lipides 

et en sucrose (HFHS) afin de permettre l’induction d’altérations métaboliques.
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Figure 47. Design expérimental et caractérisation du phénotype des animaux receveurs de 

l’expérience de transfert de MI humain. 

(note : (A) Design expérimental. (B) Évolutions du Poids (ronds), des masses grasses 

(carrés) et maigres (triangles) au cours du suivi. (C) Prise alimentaire journalière. (D) 

Excrétion calorique journalière. (E) Absorption calorique journalière. (F) Test de tolérance 

orale au glucose effectué 11 semaines après l’inoculation initiale. (G) Aire sous les courbes 

de l’OGTT. (H) Insulinémie quantifiée au cours de l’OGTT. (I) Index HOMA-IR. AUC, 

aire sous courbe ; FMT, transfert de matières fécales ; OGTT, test de tolérance orale au 

glucose ; PEG, polyéthylène glycol ; r-, receveur ; MRI : imagerie par résonnance 

magnétique ; GM : microbiote intestinal) 

Au cours du suivi, aucune différence de poids, de prise de poids ou de composition 

corporelle n’a été observée (Figure 47B). Néanmoins, les animaux receveurs des patients 

Sévères (r-Severe) présentaient une baisse de la prise alimentaire journalière compensée par 

une meilleure absorption calorique (Figure 47C-E). D’un point de vue métabolique, le test de 

tolérance orale au glucose (OGTT) a démontré que le transfert de MI a induit une nette 

intolérance au glucose et à l’insuline chez les animaux r-Severe (Figure 47F-I). Ces premières 

observations traduisent donc le transfert du phénotype métabolique des patients donneurs par 

transfert de MI.  
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Figure 48. Certaines composantes dysbiotiques associées à la sévérité du DT2 chez les 

patients donneurs ont été transmises aux animaux receveurs par transfert de 

matières fécales.  

(note : (A) Proportion du MI de chaque donneur retrouvée chez leurs animaux receveurs 

respectifs. (B) Part expliquée de la variation de composition du MI des animaux receveurs 

(dbRDA basée sur une matrice distances de Bray-Curtis). (C) Abondances relatives des 

classes entre les 2 groupes d’animaux receveurs. (D) Estimations de la taille d’effet des 

différences d’abondances d’espèces en fonction de groups d’animaux receveurs) 

Néanmoins, il était nécessaire de confirmer le transfert des composantes associées à la 

sévérité du DT2. Nous avons donc réalisé un séquençage par nanopores (même protocole 

qu’utilisé chez l’humain) sur des selles récoltées au moment de l’OGTT. Nos résultats de 

composition du MI des animaux receveurs démontrent une bonne qualité d’implantation (une 

moyenne de 60% des bactéries des donneurs sont retrouvées chez les animaux receveurs – 

Figure 48A), et que le MI des animaux porte une marque spécifique induite par le MI des 

donneurs (Figure 48B). Par la suite, nous avons appliqué la même méthodologique d’utilisée 

Figure 43, et démontrons que les animaux receveurs des patients « Sévère » présentent une 

augmentation significative de la classe Bacteroidia, et les espèces les plus associées au fait que 

les animaux aient reçu du MI de patients sévère sont Bacteroides fragilis, Phocaeicola dorei et 

Bacteroides caecimuris, les trois premières bactéries également retrouvées chez l’Homme 

(Figure 43). 
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Nos résultats démontrent donc un transfert du phénotype métabolique altéré des patients 

donneurs et des composantes altérées de leurs MI chez les animaux receveurs, ce qui confirme 

donc la participation active du MI associé à la sévérité du DT2 au profil métabolique altéré des 

patients donneurs.  

Ce travail fait l’objet d’un article que je signe en 1er auteur, et qui a été soumis à Science 

Translational Medicine.  

 Article 6 Debédat Jean, Voland Lise*, Le Roy Tiphaine* et al. The gut 

microbiota contributes to type 2 diabetes severity and persistence 5-

years after Roux-en-Y gastric bypass. Sciences Translational Medicine. 

Soumis 
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Long-term Relapse of Type 2

Diabetes After Roux-en-Y Gastric

Bypass: Prediction and Clinical

Relevance
Diabetes Care 2018;41:2086–2095 | https://doi.org/10.2337/dc18-0567

OBJECTIVE

Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) induces type 2 diabetes remission (DR) in 60% of

patients at 1 year, yet long-term relapse occurs in half of these patients. Scoring

methods to predict DR outcomes 1 year after surgery that include only baseline

parameters cannot accurately predict 5-year DR (5y-DR). We aimed to develop a

new score to better predict 5y-DR.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

We retrospectively included 175 RYGB patients with type 2 diabetes with 5-year

follow-up. Using machine learning algorithms, we developed a scoring method,

5-year Advanced-Diabetes Remission (5y-Ad-DiaRem), predicting longer-term DR

postsurgery by integrating medical history, bioclinical data, and antidiabetic treat-

ments. The scoring method was based on odds ratios and variables significantly dif-

ferent between groups. This score was further validated in three independent RYGB

cohorts from three European countries.

RESULTS

Compared with 5y-DR patients, patients who had relapsed after 5 years exhibited

more severe type 2 diabetes at baseline, lost significantly less weight during the 1st

year after RYGB, and regained more weight afterward. The 5y-Ad-DiaRem includes

baseline (diabetes duration, number of antidiabetic treatments, and HbA1C) and

1-year follow-up parameters (glycemia, number of antidiabetic treatments, re-

mission status, 1st-year weight loss). The 5y-Ad-DiaRem was accurate (area under

the receiver operating characteristic curve [AUROC], 90%; accuracy, 85%) at pre-

dicting 5y-DR, performed better than the Diabetes Remission score (DiaRem) and

the Advanced-DiaRem (AUROC, 81% and 84%; accuracy, 79% and 78%, respec-

tively), and correctly reclassified 13 of 39 patients misclassified with the DiaRem.

The 5y-Ad-DiaRem robustness was confirmed in the independent cohorts.

CONCLUSIONS

The 5y-Ad-DiaRem accurately predicts 5y-DR and appears relevant to identify

patients at risk for relapse. Using this score could help personalize patient care after

the 1st year post-RYGB to maximize weight loss, limit weight regains, and prevent

relapse.
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Jean-Daniel Zucker,
1,2,12

Karine Clément,
1,2,9

and

Judith Aron-Wisnewsky1,2,9

Diabetes Care Volume 41, October 2018

C
LI
N
C
A
R
E
/E
D
U
C
A
T
IO
N
/N

U
T
R
IT
IO
N
/P
S
Y
C
H
O
S
O
C
IA
L

189

Article 4



Bariatric surgery (BS) is recommended

for patients with a BMI $40 kg/m2 or

$35 kg/m2when associated with comor-

bidities (1), induces major weight loss

(2,3), improves glycemic control, and in-

duces partial or complete diabetes re-

mission (DR) (4). DR is defined by fasting

plasma glucose (FPG) and HbA1c normal-

ization (,7 mmol/L and,6% [42 mmol/

mol], respectively) without any glucose-

lowering medication at 1 year post-BS (5).

BS is superior to intensive medical

therapy (i.e., medication and/or lifestyle

interventions alone [6,7]) in inducing

DR (8,9), with 60–75% of patients experi-

encing remission after Roux-en-Y gastric

bypass (RYGB). Therefore, recent guide-

lines consider BS/metabolic surgery in

the type 2 diabetes (T2D) treatment algo-

rithm for obese patients with lower BMIs

(i.e., BMI$30 kg/m2 with poor glycemic

control) (9,10). Experts thus anticipate a

dramatic surge in the already large num-

ber of BS interventions worldwide (1).

Currently, there is a major concern in

the mid- to long-term maintenance of

glycemic control post-BS because obser-

vational long-term follow-up studies and

randomized controlled trials (8,11,12)

indicate a decreased rate of DR over

time. Nearly half of the patients experi-

encing DR at 1 year relapse 5 years post-

RYGB, with a described mean DR rate of

30%. These relapses are frequently con-

comitant with weight regain and the

deterioration of lipid homeostasis after

1 year (13). These observations signal the

need to establish useful and clinically

applicable tools to predict metabolic/BS

outcomes (9), both in the short and

longer term post-BS. Using these tools,

we inform patients about what they can

expect and adapt patient follow-up ac-

cording to predicted trajectories.

Scoring systems to predict 1-year DR

(1y-DR) generally combine clinical vari-

ables mostly related to diabetes severity

(14–17). For example, the ABCD score

(combining age, BMI, C-peptide, and

duration of T2D) (15,18) predicts that

patients with a score .6 will not enter

1y-DR; however, our team demonstrated

that the ABCD score was less accurate

than the Diabetes Remission (DiaRem)

score (19). The DiaRem, based on preop-

erative age, HbA1c, and the use of glucose-

lowering treatments, has 84% predictive

accuracy for DR 1 year post-RYGB, but its

predictive accuracy is limited in the middle

scoring zone (8–17) (19,20). We recently

improved the DiaRem predictive per-

formance by proposing the Advanced-

DiaRem (Ad-DiaRem) (21), which adds

diabetes duration and the number of

glucose-lowering agents, including new

antidiabetic agents, and optimizes the

weight of each item used in the DiaRem

(21). The Ad-DiaRem, developed to pre-

dict 1y-DR post-RYGB, remains to be

tested beyond 1 year of follow-up.

Only a limited number of studies have

tested the DiaRem in cohorts with T2D

beyond 1 year post-RYGB (22). In 400 pa-

tients with T2D, the DiaRem accurately

predicted patients with nonremission

after 1 year post-RYGB (i.e., all patients

with a score .18), but its predictive

performance was modest for longer-

term DR (5–8 years). Only 50% of the

patients with the lowest DiaRem score

(0–2) exhibited DR after 8 years (23).

When tested in another group, 20% of

patients with scores .18 experienced

5-year DR (5y-DR), showing a poor pre-

dictive value even in high DiaRem scores

(22). Another study with 31 patients

with T2D monitored 10 years post-RYGB

showed that 30% of patients with 5y-DR

exhibited a DiaRem score falling into

the “middle zone,” further highlighting

the insufficient predictive accuracy for

long-term outcomes (24).

These collective findings prompted

us to 1) characterize factors involved

in 5y-DR and T2D relapse post-RYGB, 2)

build an improved scoring system capa-

ble of identifying 5y-DR and nonremission

at 5 years (5y-NDR), and 3) examine the

clinical relevance of this new established

scoring system in independent cohorts.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Study Design and Participants

This study included a subselection of pa-

tients from our prospective BS cohort

(Bariatric Surgery Cohort of the Insti-

tute of Cardiometabolism and Nutrition

[BARICAN], N = 2,229 patients) at the

Pitié-Salpêtrière Hospital Nutrition De-

partment (Paris, France), which was ap-

proved by Commission nationale de

l’informatique et des libertés (No. 1222666)

and the French Ministry of Research. All

patients provided informed consent.

They are part of several studies regis-

tered on ClinicalTrials.gov (P050318 Les

Comités de Protection des Personnes ap-

proval 24 November 2006, NCT01655017,

NCT01454232). These patients met stan-

dard BS recommendations (25) and are

monitored according to national and

international guidelines.

In the current study, we focused solely

on severely obese patients with T2D

who underwent RYGB and had a mean

follow-up of 5 years. We further restricted

our analysis to patients with complete

clinical data sets pre-BS and 3, 6, and 12

months and 5 years (48–84 months) post-

RYGB (n = 175) (Supplementary Fig. 1).

In addition to the BARICAN cohort, we

had access to three confirmation cohorts,

which were composed of patients with

T2D who underwent RYGB with 5 years

of follow-up and for whom the data

needed for score calculation was avail-

able. These cohorts consisted of 54 pa-

tients in France (Louis Mourier Hospital),

20 patients from a randomized con-

trolled trial in Italy (Catholic University)

(8), and 50 patients fromGermany (Leipzig

Hospital). Patients from all cohorts pro-

vided informed consent.

Bioclinical and Anthropomorphic

Variables

The following data were collected for all

patients at every time point, as described

(21): the number of glucose-lowering

agents; obesity-related comorbidities

(hypertension, obstructive sleep apnea,

and dyslipidemia); a complete list of

treatments; diabetes duration (i.e., du-

ration up to RYGB intervention); blood

tests, including lipid panels, liver en-

zymes, and glucose control (at baseline

after a 12-h overnight fast); body com-

position (total, trunk, and limb fat mass

and fat-free mass) evaluated by body

DEXA scan (Hologic Discovery, West

Bedford, MA), as previously described

(26); and depression and anxiety ques-

tionnaires (Hospital Anxiety and Depres-

sion Scale [27] and Beck Depression

Inventory [28]). Weight loss was cal-

culated at each time point using the

following formula: (postoperative body

weight 2 preoperative body weight)/

preoperative body weight. We used the

same approach to quantify body compo-

sition changes (in kg and percentages),

HbA1c, and fasting glycemia. We calcu-

lated the DiaRem (20) and Ad-DiaRem

(21) for these patients.

Using Machine Learning to Devise the

5y-Ad-DiaRem

Using previously described methods

(21), we applied an original machine

learning methodology (29) to establish
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the 5y-Ad-DiaRem. We aimed to find

1) the most relevant predictive variables,

2) optimal thresholds per selected vari-

able (i.e., blood glucose 4.8, 5.3, and 5.8

mmol/L for the 1-year fasting glycemia) to

construct bins (intervals between two

thresholds), and 3) the subscores associ-

ated with each bin of patients. An optimal

solution occurs if simultaneously learned

interpretable binning is mapped to a class

variable (5y-DR or NDR) and the weights

associated with these bins contribute to

the score. We applied a novel statistical

machine learning approach called “Fully

Corrective Binning” (29). Herein, the

problem to learn a score was formulated

as a feature selection task, where split-

ting a bin equates to adding a feature

into a model and merging two bins re-

sults in deleting a feature from this

model. This approach aims to compro-

mise the trade-off between accuracy and

sparsity (i.e., the number of bins). The

Youden (30) method was used to cal-

culate the thresholds.

Statistical Analyses

Continuous variables are expressed as

mean 6 SD and categorical variables as

number (percentage). Baseline compar-

isons were performed by ANCOVA with

the effect of sex and age as covariates.

Multivariate logistic regression was per-

formed to estimate odds ratios for the

potential predictors of 5-year relapse

and/or nonremission. Continuous data

of patients in nonremission throughout

the follow-up were compared using the

Wilcoxon signed rank test. Categorical

data were analyzed using x
2 tests for

trends.

To build the 5y-Ad-DiaRem, the miss-

ing data were imputed by the median of

each variable (29). Analyses were con-

ducted using R 3.3.3 software (www

.r-project.org). P values were considered

significant when ,0.05.

RESULTS

Long-term Follow-up of Patients With

T2D Post-RYGB

Our test cohort included 175 patients

with T2D whose characteristics are sum-

marized in Table 1. As shown in Fig. 1A,

61% of severely obese patients with T2D

experienced DR (partial [PDR] or com-

plete remission [CDR]) at 1 year post-

RYGB. After a mean 5.1 6 0.7 years of

follow-up, DR prevalence decreased to

54% (5y-DR). Thus, 25%of 1y-DRpatients

(n = 27) relapsed at 5 years post-RYGB

(5y-Relapse). In addition, 54 patients

(31%) never displayed DR throughout

the follow-up (5y-NDR), and 15 patients

(22%) who remained with T2D at 1 year

further experienced 5y-DR.

We examined patients’ bioclinical

differences among the three different

trajectories: 1) 5y-NDR, 2) 5y-Relapse,

and 3) 5y-DR (PDR and CDR). Compared

with 5y-NDR, 5y-Relapse patients (Ta-

ble 1) and 5y-DR patients had simi-

lar baseline characteristics, except they

displayed a less severe degree of T2D

disease: shorter diabetes duration, fewer

glucose-lowering agents, fewer insulin

therapy requirements, and better T2D

control (i.e., HbA1c near the targeted goal

of ,7% [53 mmol/mol]). At baseline,

more patients undergoing 5y-DR or later

relapse were solely on metformin. By

contrast, the use of glucagon-like peptide

1 analogs increased across the three

trajectory groups during the follow-up;

however, this reflected more severe

T2D because patients received multi-

ple glucose-lowering agents (Table 1).

The5y-DRpatientsweremore likely tobe

women and heavier at baseline, with

increased total fat mass but lower trunk

fat mass, thus displaying a better body

composition. Noteworthy, 27% of pa-

tients were taking psychotropic drugs at

baseline; however, between trajectory

groups, there were no differences in the

number of patients treated with these

drugs or in the mean prescribed treat-

ment number. Likewise, no difference

was seen in scores on the Hospital Anxiety

and Depression Scale or Beck Depression

Inventory questionnaires (Supplemen-

tary Fig. 2 and Supplementary Table 1).

These results suggest that depression

scores and treatment were not involved

in diabetes outcomes post-RYGB.

Lack of Accuracy of Current Scores to

Predict 5y-DR

The DiaRem and Ad-DiaRem (20,21) scores’

mean values were higher in patients

with 5y-NDR than those of 5y-Relapse

or 5y-DR. As shown on Fig. 1B and Sup-

plementary Fig. 3A, both scores were

unable to properly separate patients’ tra-

jectories, displaying a large overlap be-

tween 5y-DR, 5y-Relapse, and 5y-NDR

patients, especially for scores in the

“middle zone” (8–17). Most 5y-Relapse

patients had Ad-DiaRem scores ,10,

as expected, because they experienced

1y-DR. Importantly, whereas we con-

firmed that the DiaRem and Ad-DiaRem

performed well at predicting 1y-DR post-

RYGB, they failed to accurately predict

5y-DR. The DiaRem and the Ad-DiaRem

displayed nonsignificantly different ac-

curacies (79%and 78%, respectively) and

areas under the receiver operating char-

acteristic curve (AUROC) (81% and 84%,

respectively) at predicting 5y-DR (Fig.

1C and Supplementary Table 2). Inter-

estingly, although the Ad-DiaRem was

inefficient at properly separating 5y-DR

and 5y-Relapse patients, it was robust at

classifying patients in 5y-NDR, because

nearly all the patients with a score $15

remained with T2D at 5 years (Fig. 1B).

Body Composition and Glucose

Control at 1 Year Are Discriminant for

Long-term DR

Because current scores only combining

baseline variables were insufficient to

accurately predict 5y-DR, we examined

the variations of bioclinical variables

during the 1st year postsurgery to iden-

tify the most discriminant factors be-

tween the three trajectory groups

(5y-NDR, 5y-Relapse, and 5y-DR). Al-

though 5y-DR patients were heavier at

baseline, they lost significantly more

weight, total fat, and trunk fat mass at

6 and 12 months post-RYGB compared

with 5y-NDR patients (Fig. 1D, Table 1,

and Supplementary Fig. 3B). 5y-DR pa-

tients lost more limb fat mass and gained

more limb fat-free mass (relatively to

body weight), suggesting improved body

composition. Contrarily, 5y-Relapse pa-

tients lost less weight and less total, limb

fat, and trunk fat compared with 5y-DR

patients (adjusted for age and sex). Los-

ing less weight during the 1st year was

more associated with being in 5y-Relapse

compared with 5y-DR (odds ratio [OR]

2.66, P , 0.05), but not compared with

5y-NDR (OR 0.63, P = 0.13). Whereas

5y-DR and 5y-NDR had limited but sig-

nificant body weight regains between

1 and 5 years post-RYGB (+2.5% each,

P, 0.05), 5y-Relapse patients displayed a

significant and more pronounced weight

regain over the same period (+8%, P ,

0.001), including regaining fat mass, which

resulted in patients reaching their baseline

percentage fat-mass level (P , 0.05).

We also observed that glucose control

during the 1st year was associated with

5y-DR post-RYGB. Although the three

groups improved their T2D, 1-year HbA1c
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and 1-year FPG values were associated

with 5y-NDR (OR 3.63 [P , 0.001] and

5.64 [P, 0.001]) compared with 5y-DR,

respectively) (Table 2 and Supplemen-

tary Table 3). However, these clinical

variables were not associated with T2D

relapse. As expected, 1y-DR status also

influenced the 5-year status: being in

PDR at 1 year was a risk factor for T2D

relapse (OR 5.26, 95% CI 2.1–14.2, P ,

0.001); likewise, most of the 1y-NDR

patients remained NDR at 5 years (OR

9.80, 95% CI 4.8–21.1, P , 0.001).

Predicting 5y-DR With the

5y-Ad-DiaRem

To develop our new clinical score, for

subsequent use in routine care, we se-

lected the most easily accessible clinical

variables among those that significantly

differed between the three groups at

baseline or 1 year post-RYGB, based on

their OR values for being placed in the 5y-

Relapse or 5y-NDR groups with 5y-DR

as reference (Table 2 and Supplementary

Table 3). Hence, the following variables

were included: baseline diabetes duration

(OR 1.48 [5y-Relapse vs. 5y-DR] and OR

6.73 [5y-NDR vs. 5y-DR]), baseline num-

ber of glucose-lowering agents (OR 1.85

and 4.98), baseline HbA1c (OR 1.19 and

6.69), 1-year remission status, 1-year

FPG (OR 1.16 and 1.95), 1-year number

of glucose-lowering agents, and weight

loss percentage from baseline to 1 year.

Furthermore, random forest analysis evalu-

ated the effect of each of those variables

in 5y-DR (Supplementary Fig. 4), the most

important of which were diabetes du-

ration and weight loss amount.

Table 1—Baseline characteristics of our BARICAN cohort (test cohort)

Patient T2D status at 5 years after RYGB

5y-DR 5y-Relapse 5y-NDR

n = 94 n = 27 n = 54 P Adjusted P

Before surgery

Male, n (%) 19 (20.2) 7 (25.9) 13 (24.1) 0.76* d

Age (years) 46.5 6 11.0 46.3 6 8.6 52.4 6 8.8 0.006 ,0.001

Body weight (kg) 132.4 6 23.8 127.5 6 15.2 123.5 6 21.0 0.13 0.09

BMI (kg/m
2
) 48.7 6 7.6 46.0 6 6.4 45.7 6 7.3 0.09 0.08

Body composition

Fat mass (%) 49.2 6 5.0 46.8 6 5.5 46.9 6 5 0.05 0.004

Fat-free mass (%) 48.7 6 4.8 51.0 6 5.4 50.8 6 4.9 0.07 0.005

Android/gynoid fat mass ratio 2.1 6 0.5 2.2 6 0.5 2.4 6 0.6 0.08 0.046

Diabetes condition

T2D duration (years) 3.5 6 4.1 5.1 6 4.0 12.4 6 6.8 ,0.001 ,0.001

Number of antidiabetic drugs 1.1 6 1.1 1.8 6 0.8 2.6 6 1.0 ,0.001 ,0.001

Patients under

Metformin only, n (%) 29 (30.9) 6 (22.2) 3 (5.6) 0.01* d

Glucagon-like peptide 1 analogs, n (%) 3 (3.2) 4 (14.8) 13 (24.1) 0.002* d

Sulfamides, n (%) 0 (0) 1 (3.7) 10 (18.5) ,0.001* d

Glitazones, n (%) 7 (7.4) 0 (0) 3 (5.6) 0.37* d

Patients requiring insulin, n (%) 6 (6.4) 4 (14.8) 35 (64.8) ,0.001* d

Fasting glycemia (mmol/L) 7.4 6 2.1 7.8 6 2.8 8.8 6 3.2 0.03† 0.03†

HbA1c (%) 7.0 6 1.1 7.2 6 1.3 8.6 6 1.9 ,0.001† ,0.001†

HbA1c (mmol/mol) 53 6 12 55 6 14 70 6 21 ,0.001† ,0.001†

Patients with HbA1c ,7%, n (%) 55 (58.5) 16 (59.3) 6 (11.1) ,0.001* d

Diabetes remission scores

DiaRem (20) 4.9 6 3.5 7.1 6 6.2 14.1 6 5 ,0.001 ,0.001

Ad-DiaRem (21) 6.5 6 3.6 8.0 6 4.7 15.1 6 3.5 ,0.001 ,0.001

DiaBetter (41) 2.8 6 2.1 3.3 6 2.6 6.6 6 2.4 ,0.001 ,0.001

Comorbidities

Patients with hypertension, n (%) 63 (67.7) 16 (59.3) 45 (84.9) 0.03* d

Number of antihypertension drugs 1.1 6 1.1 0.9 6 1.1 1.5 6 1.0 0.09 0.04

Patients with dyslipidemia, n (%) 78 (83.0) 23 (88.5) 48 (88.9) 0.56* d

Number of antidyslipidemia drugs 0.4 6 0.5 0.5 6 0.5 0.7 6 0.4 0.0001 ,0.001

Patients with sleep apnea, n (%) 64 (68.1) 18 (66.7) 42 (77.8) 0.43* d

Body composition changes 1 year post-RYGB

Percentage loss of body weight 229.3 6 7.0 222.7 6 8.0 224.9 6 7.0 ,0.001 ,0.001

Percentage loss of kg fat mass 242.0 6 11.5 233.3 6 11.6 236.8 6 11.5 0.01 0.01

Percentage loss of kg fat-free mass 215.0 6 5.4 212.1 6 7.2 213.0 6 5.8 0.1 0.09

Percentage gain of initial fat-free mass 18.8 6 9.1 12.9 6 7.1 14.8 6 7.7 0.01 0.01

Percentage loss of % limbs fat mass 212.5 6 13.3 25.1 6 11.8 211.5 6 10.8 0.1 0.1

Percentage gain of % limbs fat-free mass 23.4 6 13.1 17.5 6 9.4 16.1 6 11.0 0.01 0.01

Percentage loss of % trunk fat mass 247.6 6 13.1 240.4 6 13.8 241.3 6 13.2 0.04 0.04

The three trajectories (5y-NDR, 5y-Relapse, and 5y-DR) after RYGB were compared at baseline according to participants’ 5y-DR outcomes. Variables

are presented as mean 6 SD unless otherwise specified, and P values are shown before and after adjustment for age and sex. The predictive

scores were computed as specified in the original publications (20,21,38). Body composition changes during the 1st year were calculated as follows:

[(1-year value)2 (baseline value)]/(baseline value)3 100. *x2 test P value results for categorical variables. †The number of antidiabetic medications

was included in the regression model.
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Figure 1—Evolution of T2D status throughout the follow-up in the test cohort, Ad-DiaRem patients distribution, and development of the 5y-Ad-

DiaRem scores in the test cohort (n = 175) and three validation cohorts from France (n = 54), Italy (n = 20), and Germany (n = 50). A: Evolution of the

T2D status in the 175 patients from the test cohort, before, 1 year after, and 5 years after RYGB. DR was defined according to American Diabetes

Association criteria (5). Patients were initially considered to exhibit T2D if they had HbA1c$6.5% ($48 mmol/mol) or FPG $126 mg/dL (7.0 mmol/L)

or $200 mg/dL (11.1 mmol/L) 2 h after ingesting 75 g of glucose during an oral glucose tolerance test, or if they were taking any anti-T2D

medication. After RYGB, PDR was defined as HbA1c ,6.5% (,48 mmol/mol) and FPG ,7.0 mmol/L without the need of glucose-lowering agents

at 1 year; CDR as HbA1c ,6.0% (,42 mmol/mol) and FPG,5.6 mmol/L without glucose-lowering agents at 1 year. Patients who did not fit in either

PDR or CDR were considered in NDR. B: Distribution of the 175 patients in the test cohort according to their Ad-DiaRem scores. The black border

represents the zone where the Ad-DiaRem is $15, in which most patients are accurately predicted to be in 5y-NDR. C: ROC curves evaluating the

performance of the DiaRem, the Ad-DiaRem, and the 5y-Ad-DiaRem in the test cohort to separate patients in 5y-DR from those in NDR 5 years

after RYGB. D: Weight loss dynamics during the follow-up. The letter a means statistical difference (P, 0.05) between 5y-DR and 5y-NDR, b between

5y-DR and 5y-Relapse, and c between 5y-NDR and 5y-Relapse. E: Distribution of the 175 patients in the test cohort according to their 5y-Ad-DiaRem

score values. F: ROC curves evaluating the performance of the 5y-Ad-DiaRem in the three validation cohorts to separate patients in 5y-DR from those

in NDR 5 years after RYGB. acc, accuracy; AUC, area under the curve. In panels A, B, D, and E, green represents patients in 5y-DR; orange, those who

relapsed after a transient remission; and red, those who remained with T2D during the post-RYGB follow-up. Panels A and E represent the number

of patients for each value of the score (Ad-DiaRem in A and 5y-Ad-DiaRem in E).

2090 Predicting Diabetes Outcome Post-RYGB Diabetes Care Volume 41, October 2018

193



We then applied machine learning

methods to optimize the score (31).

As previously described (21), we applied

the Fully Corrective Binning approach

to attribute the optimal intervals and

weight for each variable. This approach

led us to identify the optimal score for

predicting 5y-DR, called “5y-Ad-DiaRem,”

that is to be calculated at 1-year post-

surgery (Table 3). An online tool allowing

easy calculation of the score can be

found at http://5y-Ad-DiaRem.nutriomics.

org. Patients’ repartition according to their

scoring is shown in Fig. 1E. The 5y-Ad-

DiaRem displayed a better negative pre-

dictive value (90% vs. 82%) and positive

predictive value (80% vs. 67%) than the

DiaRem and reassigned 13 of 39 pa-

tients misclassified with the DiaRem

(i.e., score $7 while undergoing 5y-DR

or ,7 while being in 5y-NDR). Thus,

the 5y-Ad-DiaRem displayed increased

accuracy (85% vs. 79%) and sensitivity

(90% vs. 72%), but the specificity re-

mained unchanged compared with the

DiaRem (Supplementary Table 2). Im-

portantly, the 5y-Ad-DiaRem had very

good accuracy (.90%) for scores #11

to predict long-term remission and .18

to predict long-term nonremission.

To evaluate the relevance of the 5y-

Ad-DiaRem in a wide range of patients

reflecting routine clinical care in differ-

ent European countries, we tested the

score’s validity in three independent

cohorts whose characteristics are sum-

marized in Supplementary Tables 4–6.

Whereas the French cohort was simi-

lar to the original BARICAN cohort, the

German cohort was older and more

obese, and the Italian cohort was youn-

ger yet consisted of patients with more

severe T2D who were mostly men. In

the French confirmation cohort, the 5y-

Ad-DiaRem performed better than the

DiaRem and Ad-DiaRem in predicting

5y-DR (accuracy 89%, specificity 88%,

sensitivity 89%, and AUROC 90%) (Fig. 1F,

Supplementary Fig. 5A, and Supple-

mentary Table 2). In the other two

independent cohorts, the accuracy

and AUROC (70% and 85% in the Ital-

ian cohort and 90% and 91% in the

German cohort, respectively) to pre-

dict long-term remission were excel-

lent and confirmed the robustness of

our new score in a wide range of BMI

and T2D severity stages (Supplemen-

tary Fig. 5B and C and Supplementary

Table 2).

Clinical Relevance of the Scoring

System for Relapse and Nonremission

Patients

Whereas the 5y-Ad-DiaRem accurately

predicts longer-term DR post-RYGB, we

examined its clinical relevance for pa-

tients predicted to remain with T2D or

to relapse at 5 years postsurgery. As dis-

played in Fig. 1E, most of the 5y-Relapse

patients were correctly classified, with a

score .11 (i.e., the fixed 5y-DR thresh-

old). Yet, eight patients who further

relapsed had a score,11 and thus were

misclassified. Interestingly, compared with

5y-DR patients, these eight patients

had well-controlled diabetes at baseline

(i.e., 100% with HbA1c levels on target

at,7% [,53 mmol/mol] vs. 65% for the

5y-DR), but they lost less weight than

5y-DR patients during the 1st year (225%

vs. 230%), approaching statistical sig-

nificance (P = 0.09). Although classified

as 5y-Relapse based on biological thresh-

old, five of these eight patients (62%)

were free of antidiabetic medications

at 5 years post-RYGB. By contrast, the

19 well-classified 5y-Relapse patients

(5y-Ad-DiaRem .11) displayed more

severe diabetes at baseline (i.e., mean

Ad-DiaRem value [9.4 vs. 3.9], P , 0.001)

Table 2—Standardized ORs evaluating the risk of undergoing 5y-Relapse and/or remaining in nonremission

Risk of 5y-Relapse

compared with 5y-DR*

Risk of 5y-NDR compared

with 5y-Relapse*

Risk of 5y-NDR

compared with 5y-DR*

OR 95% CI P OR 95% CI P OR 95% CI P

Baseline variables

Fasting glucose (mmol/L) 1.16 0.75–1.74 0.61 1.41 0.83–2.55 0.31 1.95 1.34–2.95 0.002

HbA1c (%) 1.19 0.78–1.79 0.53 4.88 2.09–13.79 0.004 6.69 3.5–14.44 ,0.001

Number of anti-T2D treatments 1.85 1.19–2.96 0.04 3.51 1.85–7.65 0.002 4.98 2.98–9.13 ,0.001

Insulin usage (yes/no)† 2.57 0.61–9.85 0.30 13.69 4.00–61.98 ,0.001 47.81 15.57–187.96 ,0.001

Age (years) 0.97 0.63–1.50 0.96 2.06 1.26–3.58 0.02 1.89 1.30–2.85 0.004

T2D duration (years) 1.48 0.94–2.35 0.18 5.32 2.32–15.24 0.002 6.73 3.66–13.93 ,0.001

Sex (male/female)† 1.39 0.49–3.70 0.62 0.79 0.26–2.48 0.81 1.22 0.52–2.80 0.70

Kinetic variables during the 1st year‡

Weight lost (% baseline) 2.66 1.62–4.66 0.01 0.63 0.37–1.03 0.13 1.72 1.18–2.60 0.01

Fat mass lost (% baseline) 2.23 1.25–4.33 0.04 0.61 0.33–1.06 0.15 1.31 0.89–1.97 0.23

Fat-free mass lost (% baseline) 0.42 0.21–0.76 0.04 1.48 0.87–2.65 0.24 0.64 0.42–0.95 0.05

Trunk fat mass lost (% baseline) 0.75 0.45–1.23 0.37 1.03 0.59–1.80 0.97 0.77 0.51–1.14 0.24

1-year variables

Fasting glycemia (mmol/L) 1.28 0.82–1.97 0.37 2.17 1.16–4.75 0.07 2.40 1.60–3.83 ,0.001

HbA1c (%) 1.01 0.64–1.56 1.00 5.64 2.40–16.87 0.002 3.63 2.25–6.31 ,0.001

Number of anti-T2D treatments d d d d d d 20.50 (8.1–72.04) ,0.001

Scores†

DiaRem (20) 1.11 1.01–1.22 0.06 1.26 1.14–1.43 ,0.001 1.54 1.36–1.81 ,0.001

Ad-DiaRem (21) 1.12 1–1.27 0.12 1.51 1.28–1.87 ,0.001 1.84 1.55–2.32 ,0.001

5y-Ad-DiaRem 1.21 1.09–1.35 0.01 3.21 1.89–8.53 ,0.001 1.94 1.57–2.63 ,0.001

The variables were standardized using the following formula: zi = (xi 2 m)/s where m represents the variable’s mean and s its SD. Sex and

age were included in the regression model. See Supplementary Table 3 for the nonstandardized version of these ORs. *The group of patients

that was used as the reference. †Nonstandardized ORs. ‡Changes during the 1st year were calculated using the following formula:

[(1-year value) 2 (baseline value)]/(baseline value) 3 100.
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and a reduced, but statistically nonsig-

nificant, weight loss (221% vs. 225%)

compared with the 8 relapse patients

with a score,11. At 1 year, those 19 pa-

tients were mostly PDR (84%), thus with

higher fasting glucose and HbA1c com-

pared with relapse patients with a score

#11 who were mostly (75%) in complete

DR. Importantly, although they experi-

enced relapse, most patients received

oral glucose-lowering agents compared

with their previous regimens involving

insulin therapy, showing the beneficial

effects of RYGB. However, insulin therapy

was restarted in two patients in this group.

Examining the 5y-NDR group (n = 54),

81% of the patients were well classified

with a 5y-Ad-DiaRem score $18, and

100% were .11 (i.e., the fixed 5y-DR

threshold) (Fig. 1E). T2D worsened in 30%

(n = 16) of the 5y-NDR group at 5 years

compared with baseline (as documented

with higher HbA1c values). These patients

had a high mean 5y-Ad-DiaRem of 20.

Importantly, the other patients of the NDR

group (n = 38) improved their metabolic

condition, although they remained obese

and with T2D (Supplementary Table 3).

Their BMI decreased by 10 kg/m
2
along

with improved body composition at 1

year. They subsequently regained a non-

significant amount of fat mass during

the rest of the follow-up. Their diabetes

control improved, as seen by reaching a

mean HbA1c of 7.6% (60 mmol/mol) con-

comitantly with a significant reduction in

the number of glucose-lowering agents

and a reduction in insulin therapy (i.e.,

35 patients were on insulin therapy at

baseline vs. 19at 1 year and15at 5 years).

Interestingly, the type and number of

glucose-lowering agents was not signifi-

cantly different from 1 to 5 years post-

RYGB, suggesting that improvement

occurred early and further stabilized.

The HbA1c goal of ,7% (53 mmol/mol)

was achieved in 34 of 54 patients 1 year

post-RYGB, which later decreased to

18 patients at 5 years. These NDR pa-

tients also improved their liver functions

(alanine aminotransferase and g-glutamyl

transferase), lipid values (triglycerides and

HDL cholesterol) despite a reduction in

antilipid drugs, and blood pressure as

seen by a reduction in antihypertensive

drugs.

Interestingly, 15 patients (21%) clas-

sified as NDR at 1 year experienced DR at

5 years. These patients were well clas-

sified by the Ad-DiaRem, with a score of

8 (thus, below the cutoff of 10 predicting

1y-DR) (21). They exhibited a remarkable

weight loss response, because they lost

the same amount as 5y-DR patients both

at 1 and 5 years.

CONCLUSIONS

Here, we propose the 5y-Ad-DiaRem, a

new score easily usable in routine care,

to predict longer-term (5-year) diabe-

tes status post-RYGB. This score displays

a 90% accuracy to predict 5y-DR (thresh-

old #11). The 5y-Ad-DiaRem accurately

reclassified 13 patients compared with

the DiaRem (out of 39 errors) and 12

compared with the Ad-DiaRem (out of

38). The 5y-Ad-DiaRem predictive rele-

vance was confirmed in three indepen-

dent cohorts from different countries,

including a wide range of age and stages

of T2D severity before RYGB, thus sug-

gesting its robustness. The use of ma-

chine learning methods together with

the selection of features by physicians

has again (21) displayed its superiority

compared with clinical experience (20).

Although RYGB enables long-term T2D

improvement in most patients, some un-

dergo T2D relapse after 1 year, which is

associated with lower weight loss during

Table 3—5y-Ad-DiaRem scoring system

Values

Preoperative prediction factors

T2D duration (years)

,1 0

1 to ,3 1

3 to ,5 2

5 to ,7 3

$7 4

Number of antidiabetic medications*

0 0

1 1

2 3

$3 4

HbA1c (%)†

,6.3 0

6.3 to ,6.9 1

$6.9 3

Postoperative (1-year) prediction factors

Number of antidiabetic medications*

0 0

1 1

$2 4

Fasting blood glucose (mmol/L)

,4.8 0

4.8 to ,5.3 1

5.3 to ,5.8 2

$5.8 3

Body weight lost from baseline (%)‡

,234 0

234 to ,225 1

225 to ,220 2

$220 3

1-year remission status§

DR 0

PDR 3

NDR 5

Overall score (sum of the 7 factors) 0–26

#11 predicts long-term remission

$18 predicts long-term nonremission

The 5y-Ad-DiaRem can be easily computed using an online tool accessible on our website (http://

5y-Ad-DiaRem.nutriomics.org). Based on clinical values, the tool determines the score and gives

information about the predicted outcome. *Includes all antidiabetic treatments, regardless of

pharmacological class (insulin included). †HbA1c values in mmol/mol are as follows: 6.3% =

45 mmol/mol, 6.9% = 52 mmol/mol. ‡The weight loss during the 1st year is calculated using the

following formula: [(1-year bodyweight)2 (baselinebodyweight)]/(baselinebodyweight)3100.

§DR was defined according to American Diabetes Association criteria (5).
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the 1st year and weight regain after-

ward, a clinical condition that could be

targeted for intervention.

Whereas an abundant literature

(8,10,11) demonstrates the efficiency

of BS in inducing 1y-DR, studies now

mention T2D relapse (8,13,32–34) af-

terward. Therefore, it becomes crucial to

provide accurate mid- to long-term pre-

dictors to precisely adapt personalized

patient pathways (35). As such, patients

predicted to remain with T2D would

probably benefit from a rigorous follow-

up with a specialized endocrinologist or

nutritionist. Alternatively, patients with

predicted remission could benefit from

general practitioner or specialized nurse

counseling (36). This personalized strat-

egy might impact health care costs and

patients’ quality of life. Previous studies

examining DR and relapse mostly fo-

cused on bariatric cohorts with a rela-

tively small sample size in RCTs (,30

operated-on patients) (8,37) or similar

sample sizes to ours but on specific

subgroups (13). For instance, Arterburn

et al. (38) focused on a population

of veterans who were mostly males

with a higher prevalence of poor gly-

cemic control than the usual bariatric

population. Population characteristic

differences could eventually explain

the wide range of observed relapse

rates, going from 17% (13) to 35% of

patients undergoing 1y-DR (8,33). An-

other recent study with 2–12 years post-

RYGB follow-up assessed T2D remission

rates and showed a decrease from 75%

to 51% between years 2 and 12, thus

showing decreased beneficial effects

over time (39).

Our interest in developing this new

5y-DR prediction score lies in the modest

accuracy to predict longer-term DR

with previously described scores (15,20),

which were constructed to predict 1y-DR

(0.78 for both the DiaRem and the Ad-

DiaRem) (20,21). Indeed, whereas DiaRem

correctly predicted 5y-DR, patients

with the higher scores still underwent

5y-DR, suggesting a poor specificity (22).

In another cohort examined at 2 and

10 years post-RYGB, low DiaRem scores

reasonably predicted 5y-DR. However,

a third of their patients fell into the

score middle zone (8–17) where the

DiaRem displays its poorest accuracy.

This results in a 50% chance of patients

being misclassified (24). Our current

study is in agreement with this limited

accuracy of the DiaRem for 5-year pre-

diction.

The ABCD score proved interesting to

predict 5y-DR (40), although the predic-

tive accuracy was not calculated. In ad-

dition, C-peptide measurements used in

this algorithm are expensive and not

widely performed in routine care, pre-

venting its generalization. Compared

with our 5y-Ad-DiaRem, the lack of ac-

curacy of the DiaRem might originate

from the weights that were optimized

locally and separately for each variable,

whereas here, machine learning meth-

ods found a global optimum weighting

(29).

Interestingly, the Ad-DiaRem (21) pre-

cisely predicted 5y-NDR (i.e., all patients

with a score $15), yet did not perform

well to predict 5y-Relapse. By contrast,

the 5y-Ad-DiaRem provided an optimal

separation between patients with 5y-DR,

5y-NDR, and 5y-Relapse. The 5y-Ad-

DiaRem partly relies on well-known pre-

surgical parameters associated with DR.

It is confirmed that the severity of T2D

(i.e., HbA1c [33], the number and type of

glucose-lowering agents) and its dura-

tion (15,21,33), which are key compo-

nents of the DiaRem (20), ABCD score

(15), Ad-DiaRem (21), and DiaBetter (41),

are critical to predict 1y-DR. Diabetes

duration is also associated with 2-year DR

(15,40,41). However, the use of weight

loss and remission status at 1 year im-

proved the predictive value of 5y-DR.

The importance of weight loss during

the 1st year has already been associated

with 1y-DR (42) and, interestingly, with

5y-DR (22,32,33,41), yet was never in-

cluded in a predictive score. Further-

more, our current random forest analysis

emphasizes the importance of weight loss

in long-term remission (Supplementary

Fig. 4). A previous study (13) found a

17% prevalence of relapse in a cohort

similar to ours. However, their patients

lost more weight (despite having similar

baseline BMI), which could eventually

explain their lower rate of diabetes re-

lapse than that observed in our study.

Here, we found not only that 1-year

weight loss was significantly different

among our three trajectory groups but

also that the long-term weight regain

between 1 and 5 years (+8%) was asso-

ciated with higher risk of relapse, as

previously seen (13,22,33). Patients who

had stable weight in the long term re-

mained in their original status (i.e., 5y-DR

or 5y-NDR), and relapse was associ-

ated with increased fat mass at 5 years

compared with both 5y-DR and 5y-NDR.

These observations underline that weight

management is key to maintaining T2D

remission.

Noteworthy, our results are in line

with several studies that observed a

weight regain in their cohort (39,43),

yet the link with diabetes relapse was

not assessed in those studies. By con-

trast, another RCT (44) monitoring pa-

tients for 2 years post-RYGB confirmed

that weight stabilization after the 1-year

mark enabled the maintenance of the

proportion of patients achieving DR.

Importantly, diabetes control (HbA1c, DR

status, and the number of antidiabetic

drugs) at 1 year was a major predictive

factor of longer-term outcomes in our

study. Patients who further relapsed

mostly exhibited partial DR at 1 year,

confirming previous results (33) and

suggesting the need to optimize T2D

control during the 1st year.

Using the Youden method (30), the 5y-

Ad-DiaRem threshold for 5y-DR was de-

termined as a score of#11, whereas the

cutoff for persistent T2D in the longer

term was $18. Importantly, 96% of

patients with a score #11 were free

of antidiabetic medication at 5 years

compared with only 47% of patients

with a score .11 (P , 0.001). Whereas

some patients remained with T2D, we

show that they generally had improved

diabetes control post-RYGB (8,13). How-

ever, a small portion of our cohort only

exhibited relatively little improvement

or even worsened after RYGB.

The strength of our study lies in the

development of this new score evaluated

in obese T2D patients, representative

of usual bariatric cohorts with a myriad

of phenotypes, whom were monitored

for 5 years. The relevance of the 5y-Ad-

DiaRem was confirmed in three indepen-

dent RYGB cohorts from different countries

and, most importantly, with different

stages of T2D severity, yet all operated

on with RYGB, suggesting its robustness

in every clinical setting. Although the

number of patients exhibiting diabetes

relapse is low, it is concordant with

published data (8,13,32–34). The 5y-Ad-

DiaRem should now be validated in pa-

tients with lower BMI (30–35 kg/m
2
),

because literature demonstrates that

BS also enables DR in this population and

is associated with weight loss (45).
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We acknowledge a few limitations. For

score development purposes, the test

cohort included 175 patients who had

not missed any of the follow-up time

points during the 1st year. The 5y-Ad-

DiaRem should be further evaluated in an

increased number of patients lacking a

full 1-year follow-up. Loss of patients to

follow-up remains a major issue in the

bariatric setting, which can reach 50% of

patients at 5 years (46), and has been

associated with poor weight loss out-

comes. Despite this limitation, the 5y-Ad-

DiaRem appeared robust when tested in

three independent cohorts from differ-

ent European countries, yet these were

all Caucasian populations. Further vali-

dation in other ethnic groups will be of

interest. Despite this, the current liter-

ature, including Africans Americans,

Caucasians, or different Asian ethnic

groups, displays no general effect of

ethnicity in T2D remission after BS

(47,48).

Conclusion

The 5y-Ad-DiaRem, which combines pre-

operative data with weight loss trajec-

tory and diabetes reoccurrence variables

obtained 1 year post-RYGB, is relevant to

predict 5y-DR in routine care. Although

some patients remained in NDR, they

still improved their clinical conditions,

as previously seen (8,13). We propose to

use the 5y-Ad-DiaRem score as an easily

integrated tool to identify patients at

risk for longer-term relapse during their

1-year follow-up assessments to propose

strategies targeting optimized weight

reduction and maintenance to maximize

the length of their remission. For exam-

ple, increasing physical activity should

be tested to evaluate whether it could

reduce T2D relapse as already seen in

the reduced incidence of T2D in glucose-

intolerant patients (49). Eventually,

for patients identified with the 5y-Ad-

DiaRem to remain in long-term NDR

add-on strategies could also beproposed

to further improve their diabetes con-

trol and prevent long-term complica-

tions. For example, restrictive dietary

interventions could be proposed be-

cause they were shown to induce T2D

remission along with antidiabetic drugs

cessation outside the bariatric setting

(50). These add-on therapies should be

evaluated in future studies, and in this

context dedicated prospective lifestyle

interventions are necessary to assess

the beneficial impact of these add-on

therapies on patients’ metabolic health.
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Assistance Publique Hôpitaux de Paris (APHP)

and Centre de Recherche Clinique (CRC) for clin-

ical investigation (CRC P050318 to C.P., PHRC

02076 to K.C., and CRC-FIBROTA to K.C. and

J.A.-W.). Agence Nationale de la Recherche

supported the clinical study (ANR Adipofib and

the national program “Investissements d’Avenir”

with the reference ANR-10-IAHU-05) andmeth-

odological work (ANR JCJC DiagnoLearn). J.-D.Z.

received a Contrat d’Interface grant from APHP

and K.C. received an award from Fondation de

France. J.A.-W. received a grant from Institut

Benjamin Delessert.

The sponsors of the study had no role in study

design, data collection, analysis and interpreta-

tion, or writing of the manuscript.

Duality of Interest. No potential conflicts of

interest relevant to this article were reported.

Author Contributions. J.D., N.S., M.C., S.P.,

R.C., L.G., G.d.T., J.-L.B., C.P., J.-M.O., M.B., M.S.,

G.M., S.L., J.-D.Z., K.C., and J.A.-W. reviewed the

manuscript. J.D., G.d.T., J.-D.Z., K.C., and J.A.-W.

contributed to data presentation and the man-

uscript. J.D., G.d.T., and J.A.-W. analyzed data.

J.D., K.C., and J.A.-W. wrote the manuscript. N.S.

and J.-D.Z. developed the 5y-Ad-DiaRem. M.C.

and S.L. recruited and selected patients in the

validation cohort from the Louis Mourier Hos-

pital. S.P. participated in data management of the

validation cohort recruited from Italy. R.C., M.B.,

and M.S. recruited and selected patients in the

validation cohort from Germany. L.G. and J.-L.B.

operatedonpatients. C.P., J.-M.O., K.C., and J.A.-W.

contributed to patient recruitment and coordi-

nated clinical investigation, patient phenotyping,

and sample collection. G.M. recruited and selected

patients in the validation cohort from Italy. J.-D.Z.,

K.C., and J.A.-W. designed the study. K.C. and

J.A.-W. are the guarantors of this work and, as

such, had full access to all the data in the study

and take responsibility for the integrity of the

data and the accuracy of the data analysis.

Prior Presentation. Parts of this study were

presented orally in abstract form at the 34ème
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du Diabète, Nantes, France, 20–23 March 2018;

at Congrès Annuel de la Société Française et
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Supplementary Table S1. Prevalence of anxiety and depression 5-years after surgery among our three 

trajectory-groups, according to the HAD anxiety score, the HAD depression score, and the BDI 

depression score. Chi-square test was used to asses between remission status differences. 

 

 5y-DR 

5y-

Relapse 5y-NDR 

p-

value 

HAD anxiety scores (3)     

Number of participants 45 14 27 - 

No anxiety (score ≤7) – n (%) 27 (60.0) 7 (50.0) 17 (63.0) 0.92 

Doubt (8≤ score ≤10) – n (%) 7 (15.6) 5 (35.7) 5 (18.5) 0.43 

Overt anxiety (score ≥11) – n (%) 11 (24.4) 2 (14.3) 5 (18.5) 0.77 

HAD depression scores (3)     

Number of participants 45 14 27 - 

No anxiety (score ≤7) – n (%) 30 (66.7) 13 (92.9) 23 (85.2) 0.69 

Doubt (8≤ score ≤10) – n (%) 10 (22.2) 0 (0.0) 3 (11.1) 0.16 

Overt anxiety (score ≥11) – n (%) 5 (11.1) 1 (7.1) 1 (3.7) 0.58 

BDI depression scores (4)     

Number of participants 34 12 21  

No depression (score ≤3) – n (%) 19 (55.9) 7 (58.3) 9 (42.9) 0.84 

Mild depression (4≤ score ≤7) – n (%) 7 (20.6) 2 (16.7) 7 (33.3) 0.62 

Moderate depression (8≤ score ≤15) – n (%) 5 (14.7) 3 (25.0) 4 (19.0) 0.80 

Severe depression (score ≥16) – n (%) 3 (8.8) 0 (0.0) 1 (4.8) 0.55 
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Supplementary Table S2. DiaRem, Ad-DiaRem and 5y-Ad-DiaRem performances in the two French cohorts, as well as the 

performances of the 5y-Ad-DiaRem in the two European validations cohorts 
In the confusion matrixes, the true condition was non-remission 5-years post-RYGB, and the predicted conditions was set as if a patient’s 

score value was over the score’s fixed threshold (>6 for the DiaRem (1), 10 for th e Ad-DiaRem (2), and >11 for the 5y-Ad-DiaRem). 

 

 BARICAN cohort (n = 175) French cohort (n = 54) 
Italian cohort 

(n=20) 

German cohort 

(n=50) 

 DiaRem 
Ad-

DiaRem 

5y-Ad-

DiaRem 
DiaRem 

Ad-

DiaRem 

5y-Ad-

DiaRem 
5y-Ad-DiaRem 5y-Ad-DiaRem 

True positives – n (%) 60 (34) 58 (33) 73 (42) 22 (41) 20 (37) 23 (43) 10 (50) 21 (42) 

True negatives – n (%) 76 (43) 79 (45) 76 (43) 22 (41) 24 (44) 25 (46) 4 (20) 24 (48) 

False positives – n (%) 18 (10) 15 (9) 18 (10) 6 (11) 4 (7) 3 (6) 2 (10) 3 (6) 

False negatives – n (%) 21 (12) 23 (13) 8 (5) 4 (7) 6 (11) 3 (6) 4 (20) 2 (4) 

Positive predictive value 77% 79% 80% 79% 83% 88% 83% 87% 

Negative predictive value 78% 77% 90% 85% 80% 89% 50% 92% 

Sensitivity 74% 72% 90% 85% 77% 88% 71% 91% 

Specificity 81% 84% 81% 79% 86% 89% 67% 88% 

Accuracy 79% 78% 85% 81% 81% 89% 70% 90% 

AUC 81% 84% 90% 88% 89% 96% 85% 92% 
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Supplementary Table S3. Unstandardized odd-ratios evaluating the risk of undergoing 5-year Relapse and/or remain in non-

remission. Both sex and age were included in the regression model.  
*
 The group of patients was used as reference. 

† 
Evolutions during the first year were calculated using the following formula: [(1-year value) – (Baseline value)] / (Baseline value) x 100. 

OR odd-ratio, CI confidence interval 

 

 

Risk of 5y-Relapse 

compared to 5y-DR
* 

Risk or 5y-NDR 

compared to 5y-

Relapse
* 

Risk of 5y-NDR compared 

to 5y-DR
* 

OR 95% CI p OR 95% CI p OR 95% CI p 

Baseline variables          

Fasting glucose (mmol/L) 1.07 [0.88;1.28] 0.55 1.12 [0.94;1.36] 0.30 1.29 [1.12;1.51] 0.002 

HbA1C (%) 1.17 [0.8;1.69] 0.48 2.39 [1.5;4.23] 0.004 3.27 [2.18;5.29] <0.001 

Number of anti-diabetic treatments 1.81 [1.18;2.84] 0.04 3.54 [1.86;7.76] 0.002 3.70 [2.44;6.06] <0.001 

Age (years) 1.00 [0.96;1.04] 0.94 1.08 [1.03;1.15] 0.02 1.06 [1.02;1.10] 0.004 

Type 2 diabetes duration (years) 1.10 [0.98;1.23] 0.18 1.27 [1.13;1.48] 0.002 1.32 [1.21;1.47] <0.001 

          

Kinetic variables (during the 1
st
 year) †          

Weight lost (% baseline) 1.13 [1.06;1.22] 0.01 0.94 [0.87;1] 0.13 1.08 [1.02;1.14] 0.01 

Fat mass lost (% baseline) 1.09 [1.02;1.17] 0.04 0.95 [0.88;1.01] 0.14 1.03 [0.99;1.07] 0.23 

Fat-free mass lost (% baseline) 0.91 [0.84;0.97] 0.04 1.05 [0.98;1.14] 0.22 0.95 [0.91;0.99] 0.06 

Trunk-fat mass lost (% baseline) 1.04 [1.01;1.09] 0.06 0.99 [0.95;1.03] 0.66 1.03 [1;1.06] 0.06 

          

1-year variables          

1-year fasting glycaemia (mmol/L) 1.33 [0.8;2.19] 0.33 1.84 [1.13;3.4] 0.07 2.03 [1.46;2.97] <0.001 

1-year HbA1C (%) 1.02 [0.44;2.26] 0.95 9.00 [3.04;36.2] 0.002 5.32 [2.87;10.88] <0.001 

1-year number of anti-diabetic treatments - - - - - - 25.82 [9.5;99.9] <0.001 
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Supplementary Table S7. Evolution of clinical parameters before, 1-year and 5-years after RYGB for patients who maintained their 

T2D.  
Data are presented as mean ± standard deviation unless stated otherwise. Between time-point comparisons were performed using Mann-

Whitney tests for continuous variables and Chi-square test for categorical variables (noted *). 

BMI body mass index, HBP high blood pressure, ALP alkaline phosphatase, AST aspartate aminotransferase, ALT alanine aminotransferase, 

GGT gamma glutamyltransferase 

 

n=54 

Before RYGB 
1-year post-

RYGB 

5-years post-

RYGB 

1-year 

vs 

baseline 

5-years 

vs 

baseline 

5-years 

vs 1-

year 

Body weight (kg) 123.5 ± 21.0 92.7 ± 17.3 94.7 ± 18.1 <0.001 <0.001 0.09 

BMI (kg/m²) 45.7 ± 7.3 34.3 ± 6.1 35.0 ± 6.4 <0.001 <0.001 0.09 

Body composition       

Fat mass (%) 46.9 ± 5.0 38.8 ± 6.3 41.4 ± 6.0 <0.001 0.005 <0.001 

Fat-free mass (%) 50.8 ± 4.9 58.2 ± 6.1 55.8 ± 5.8 <0.001 0.006 <0.001 

Trunk-fat mass (%) 32.1 ± 6.9 18.8 ± 5.8 19.1 ± 5.1 <0.001 <0.001 0.13 

Android/Gynoid fat mass ratio 2.4 ± 0.6 2.1 ± 0.5 2.0 ± 0.5 0.008 0.02 1.00 

Diabetes condition       

Number of anti-diabetic drugs 2.6 ± 1 1.5 ± 1 1.5 ± 1.1 <0.001 <0.001 1.00 

Patients requiring Insulin - n (%)* 35 (65%) 19 (35%) 15 (28%) 0.002 0.001 0.40 

Fasting glycemia (mmol/L) 8.8 ± 3.2 6.1 ± 1.4 7.9 ± 2.8 <0.001 0.23 <0.001 

HbA1C (%) 8.6 ± 1.9 6.6 ± 0.8 7.6 ± 1.2 <0.001 0.002 <0.001 

Patients with HbA1C <7% - n (%)* 6 (11%) 34 (67%) 18 (34%) <0.001 0.005 <0.001 

Comorbidities       

Patients taking anti-HBP drugs – n (%)* 47 (87%) 37 (69%) 32 (59%) 0.02 0.001 0.32 

Patients taking anti-Dyslipidemia drugs – n (%)* 40 (74%) 15 (28%) 16 (30%) <0.001 <0.001 1.00 

HDL-cholesterol (mmol/L) 1.2 ± 0.3 1.4 ± 0.3 1.6 ± 0.6 <0.001 0.05 0.57 

LDL-cholesterol (mmol/L) 2.4 ± 0.7 2.5 ± 0.9 2.5 ± 1.0 0.41 0.84 1.00 

ALP (IU/L) 72.4 ± 18.1 82.5 ± 31.5 74.8 ± 17.1 0.17 0.59 0.61 

AST (IU/L) 30.1 ± 15.0 27.2 ± 7.8 24.8 ± 4.8 0.50 0.24 0.11 

ALT (IU/L) 35.9 ± 22.9 29.8 ± 14.2 27.1 ± 8.8 0.23 0.34 0.85 

GGT (IU/L) 54.1 ± 40.5 33.5 ± 46.7 20.5 ± 8.7 0.001 0.001 1.00 
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Supplementary Figure S1. Study flow charts 
(A) Flow-chart of the test cohort, which includes 175 obese individuals with type 2 diabetes who 

underwent RYGB. (B) Flow-chart of the French validation cohort from Louis-Mourier hospital, 

including 54 obese individuals with type 2 diabetes who underwent RYGB as an external validation of 

the 5y-Ad-DiaRem. 
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Supplementary Figure S2. Baseline psychotropic drugs usage in our test cohort (n=175) 
A. Baseline prevalence of psychotropic drug usage 

B. Mean ± standard error of the total number of anti-psychotropic drugs taken by the treated 

patients 

In both panels, Green represents patients in 5-years diabetes remission, Orange, those who relapsed 

after a transient remission and Red, those who remained with T2D all along the post-RYGB follow-up.  

 

 
A B 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure S3. DiaRem patient’s distribution in the test cohort (n=175) and evolution 
of fat mass during the follow-up 

 (A) Distribution of patients (n=175) in the test cohort according to their DiaRem score values.  

  (B) Patients’ IMS score values colored according to their 5-year remission status (BARICAN 

cohort, n=175). (B) Evolution of patient’s fat mass during the follow-up (determined via DXA)  

In both panels, Green represents patients in 5-years diabetes remission, Orange, those who relapsed 

after a transient remission and Red, those who remained with T2D all along the post-RYGB follow-up. 

In panel B, b means statistical difference (p<0.05) between 5y-DR and 5y-Relapse, and c between 5y-

NDR and 5y-Relapse 
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Supplementary Figure S4. Random forest analysis evaluating the impact of each item of the 5y-

Ad-DiaRem in terms of long-term diabetes remission  

 
 

 

 

Supplementary Figure S5. 5y-Ad-DiaRem patient’s distribution in our three confirmation cohorts. 

 
A. Patient’s distribution in the French confirmation cohort (n=54) 
B. Patient’s distribution in the Italian confirmation cohort from (n=20) 
C. Patient’s distribution in the German confirmation cohort from (n=50) 

 

In all panels, Green represents patients in 5-years diabetes remission, Orange, those who relapsed 

after a transient remission and Red, those who remained with T2D all along the post-RYGB follow-up. 
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The intestinal microbiota and its functions are intricately interwoven with host physiology.

Colonizing rodents with donor microbiota provides insights into host-microbiota

interactions characterization and the understanding of disease physiopathology.

However, a better assessment of inoculation methods and recipient mouse models is

needed. Here, we compare the engraftment at short and long term of genetically obese

mice microbiota in germ-free (GF) mice and juvenile and adult specific pathogen free

(SPF) mice. We also tested the effects of initial microbiota depletion before microbiota

transfer. In the present work, donor microbiota engraftment was better in juvenile SPF

mice than in adult SPF mice. In juvenile mice, initial microbiota depletion using laxatives

or antibiotics improved donor microbiota engraftment 9 weeks but not 3 weeks after

microbiota transfer. Microbiota-depleted juvenile mice performed better than GF mice

3 weeks after the microbiota transfer. However, 9 weeks after transfer, colonized GF

mice microbiota had the lowest Unifrac distance to the donor microbiota. Colonized GF

mice were also characterized by a chronic alteration in intestinal absorptive function.

With these collective results, we show that the use of juvenile mice subjected to initial

microbiota depletion constitutes a valid alternative to GF mice in microbiota transfer

studies.

Keywords: microbiota, antibiotics, germ-free animals, polyethylene glycol, SPF, FMT fecal microbiota transplant,

weaning (severage), adult

INTRODUCTION

The microorganisms that inhabit the gastrointestinal tract of mammals, termed the gut microbiota,
are critical in host physiology regulation by influencing metabolism (Bäckhed et al., 2004),
immunity/inflammation (Cebra, 1999), aging (Smith et al., 2017), and behavior (Leclercq et al.,
2017). Whereas observational studies provide initial evidence of an association between gut
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microbiota composition and host pathophysiology, moving
from association to causation often requires microbiota
transplantation. As such, transferring host phenotypes through
intestinal microbiota transplantation is indeed critical to
demonstrate the causative impact of microbiota on the
phenotype of interest, and this strategy is commonly used in the
study of different diseases (Le Roy et al., 2013; Chassaing et al.,
2015; Dey et al., 2015; Nagao-Kitamoto et al., 2016).

Despite the numerous studies employing microbiota
transplantation in animal models, the methods are highly
debated and there is no scientific consensus on the best
methodology. Gut microbiota transfer can be achieved by co-
housing donor and recipient mice or through gavaging recipient
mice with donor feces or digestive content. Co-housing is an
efficient microbiota transfer strategy to prove the contributing
role of gut microbiota in several physiological and pathological
processes (Elinav et al., 2011; Singh et al., 2018). However, apart
from transferring the microbiota of a transgenic mouse to a wild
mouse fed a similar diet, this strategy lacks broad applicability.
For example, co-housing cannot be performed for microbiota
transfer from human to mouse (Llopis et al., 2016) or when
donor and recipient mice are fed different diets (Anhê et al.,
2018). When performing microbiota transfer by force-feeding
recipient mice with the microbiota of the donor, differences
first lie in the preparation and the potential conservation of
the inoculum. Donor inoculum can be transferred to recipient
animal models immediately after collection (Le Roy et al.,
2013), frozen without prior preparation (Tremaroli et al.,
2015), or frozen with a cryoprotectant (Llopis et al., 2016).
Secondly, the recipient rodent model varies substantially
across the literature. Many studies use germ-free (GF) rodents
for microbiota transfer (Ziȩtak et al., 2016) while others use
conventionally raised animals with or without microbiota
depletion before the transfer (Gregory et al., 2015; Ferrere
et al., 2017). Lastly, the frequency and the length of inoculum
administration range from a single administration to twice a
week for several weeks (Hintze et al., 2014; Ferrere et al., 2017;
Wrzosek et al., 2018). These experimental strategies have more
or less been documented regarding the efficacy of microbiota
transfer, which can be defined as (i) establishment of a high
proportion of inoculum’s bacterial taxa in recipients, (ii) relative
abundances of bacterial taxa in the recipients as similar as
possible to that of the inoculum and (iii) the removal of a high
proportion of endogenous bacterial taxa in case of non-GF
recipients.

Germ-free rodents are the most frequently used recipient
model as their intestines, which are devoid of endogenous
microorganisms, theoretically constitute a “blank slate” due to the
absence of ecological niche competition. However, the phenotype
characterization of GF and former GF mice counterbalance this
assumption. The absence of microbiota during gestation and
weaning alters physiology as evidenced by GF rodents exhibiting
immune system deficits, metabolic alterations with reduced
nutrient absorption, and different social behavior (Desbonnet
et al., 2013; Smith et al., 2017). Importantly, these alterations
are not entirely reversed by the conventionalizing these animals
through the colonization of gut microbiota as conventionalized

GF mice remain susceptible to some diseases such as asthma
and intestinal inflammation. For example, colonization with a
complex microbiota in post-weaning (3–4 week old) GF mice
fails to decrease the 1000- to 10,000-fold increase in plasma
IgE levels (Cahenzli et al., 2013) and a 3- to 5-fold increase
in invariant natural killer T cells in the lung and the colon
lamina propria of these animals (Olszak et al., 2012). Conversely,
conventionalized mice have a lower number of helper T cells
in the intestine lamina propria compared to specific pathogen
free (SPF) or conventionally raised animals (Chung et al., 2012).
Finally, conventionalization results in a selective enrichment of
Bacteroidetes at the expense of Firmicutes (Turnbaugh et al.,
2008; Wos-Oxley et al., 2012). Yet, the detailed dynamics of
microbial taxa engraftment has not been well explored.

To overcome the above cited limits of GF mice models,
gut microbiota engraftment in conventional or SPF mice
has also been evaluated several times over the past few years
(Manichanh et al., 2010; Wos-Oxley et al., 2012; Hintze et al.,
2014; Ericsson et al., 2017; Ji et al., 2017; Staley et al., 2017;
Wrzosek et al., 2018). In an effort to reproduce the absence
of ecological niche competition similar as found in the GF
model, most studies have depleted the recipient initial intestinal
microbiota with broad-spectrum antibiotics. Initial studies
demonstrated vancomycin or ciprofloxacin administered before
microbiota transfer does not increase the number of successfully
implanted bacterial taxa in comparison with non-treated animals
(Manichanh et al., 2010; Wos-Oxley et al., 2012). However,
broad-spectrum antibiotic combinations such as ampicillin,
vancomycin, neomycin and metronidazole or sequential
administration of ampicillin + cefoperazone + clindamycin
and ertapenem + neomycin + vancomycin are more efficient
than a single antibiotic to improve microbiota engraftment
(Hintze et al., 2014; Staley et al., 2017). Despite efficient
initial microbiota depletion using a mixture of four antibiotics
(ampicillin, vancomycin, neomycin, and metronidazole)
in drinking water, inoculum engraftment is better when
the richness of the donor microbiota is higher than the
richness of the recipient’s microbiota before antibiotic
treatment (Ericsson et al., 2017). Moreover, conventional
mice whose microbiota has been depleted using antibiotics
has limitations that include antibiotic-induced alterations
in mitochondrial function, bacterial translocation, and
mild inflammation (Grasa et al., 2015; Morgun et al., 2015;
Knoop et al., 2016). Furthermore, questions remain about
the impact of residual antibiotics on the engraftment of
inoculated bacteria. Bowel cleansing with laxative-based
approaches, such as polyethylene glycol (PEG) also give
discordant results, likely due to differences in the concentration
and volume administered (Ji et al., 2017; Wrzosek et al.,
2018). Although promising, this strategy has not yet been
properly compared to GF and antibiotic-treated conventional
recipients.

While the microbiota shapes host immunity, the immune
system shapes the gut microbiota as well through the secretion
of IgA and antimicrobial peptides (Kubinak et al., 2015). The
secretion of IgA and antimicrobial peptides in the lumen
is minimal at birth but is augmented within days after
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weaning (van der Heijden et al., 1989; Cash et al., 2006;
Burger-van Paassen et al., 2012; Lindner et al., 2015). Provided
this finding, the weaning period might be an optimal window
to engraft microbiota of interest in conventionally raised mice,
as the immune system underwent a normal development but
does not yet exert significant pressure on the microbiota.
We herein aimed to decipher how recipient microbial status,
age, and microbiota depletion with different pre-treatments
determine the engraftment of a transplanted gut microbiota.
We evaluated the engraftment of an exogenous microbiota,
the removal of the endogenous microbiota and the resulting
intestinal ecosystem structure, and dynamics in different
recipient models. First, microbiota engraftment was evaluated by
the overall similarity between the inoculum and the recipients’
microbiota. Then, we compared the number the colonizing
bacterial taxa across recipient mouse models as well as taxa not
originating from the inoculum and but detected in recipient
mice. Finally, we compared the relative abundance of bacterial
taxa that were common to the inoculum and the recipients’
microbiota.

MATERIALS AND METHODS

Mice
Three-week old and 8-week old specific-pathogen-free (SPF)
male C57BL/6J mice were obtained from Charles River
Laboratories (France). Eight-week old GF male C57BL/6J
mice were obtained from the CDTA (Département de
Cryopréservation, Distribution, Typage et Archivage animal,
Centre National de la Recherche Scientifique, France). Twelve-
week old male B6.V-Lepob/JRj (Lepob) were reared from
heterozygous breeding pairs by our local mouse phenotyping
core facility (Preclin-ICAN, Institute of Cardiometabolism and
Nutrition, Paris). Mice were housed in groups and maintained
on a 12-hour light-dark cycle with ad libitum access to water
and standard chow diet (reference A04-10, Safe-Diets). Mice
were housed in Individually Ventilated Cages (IVC). Food and
bedding were irradiated at 10 kGy. Drinking water was filtered
and treated with 2 ppm chlorine. Body weight and food intake
were monitored once or twice a week. Mice were systematically
handled under a laminar flow cabinet, gloves were changed
between the handling of each group, and all instruments and
working area were disinfected with hydrogen peroxyde 3%
vol/vol.

Inoculum Preparation for Fecal
Microbiota Transplantation
Three twelve-week old male Lepob were used as fecal microbiota
donors. These mice were acclimated in the facility during 1 week
before the beginning of the experiment. In the morning, feces
from the donor mice were collected in sterile containers and
immediately diluted (1:20 w/vol) in sterile, anoxic Ringer buffer
containing 1 g/L L-cysteine as a reducing agent. An aliquot of
inoculumwas snap frozen in liquid nitrogen and stored at−80◦C
for subsequent bacterial composition analysis.

Treatments and Fecal Microbiota
Transplantation
Mice were divided in six groups of six mice. Colonization
was achieved by intragastric gavage with 200 µl of inoculum
once per day for three consecutive days. The experimental
design and the different groups are summarized in Figure 1A.
The control group was comprised of 3-week old SPF mice
(SPF3w) gavaged with Ringer’s solution containing L-cysteine.
A group of 3-week old and a group of 8-week old SPF mice
were inoculated without prior treatment and were respectively
designated as SPF 3-week recipients (SPF3w-r) and SPF 8-week
recipients (SPF8w-r). A group of 3-week old SPF mice was
subjected to a bowel cleansing with 1.2 ml of PEG solution
before the inoculation of Lepob fecal microbiota and is later
referred as PEG-recipients (PEG-r). PEG solution contained
PEG 3350 (77.5 g/L), sodium chloride (1.9 g/L), sodium sulfate
(7.4 g/L), potassium chloride (0.98 g/L) and sodium bicarbonate
(2.2 g/L) diluted in sterile tap water and was divided in five
equal doses that were administered by oral gavage at 30 min
intervals after a 2 h fast. Lepob fecal microbiota transfer
was performed 6 h after the last PEG administration. The
endogenous intestinal microbiota of a last group of 3-week
old SPF mice was depleted by gavage with broad spectrum
antibiotics over 7 days (Reikvam et al., 2011). The antibiotics
solution consisted of ampicillin, neomycin, metronidazole and
vancomycin diluted in sterile water. Mice received 200 mg/kg
of ampicillin, neomycin and metronidazole and 100 mg/kg of
vancomycin once a day. After 7 days, the residual luminal
microbiota and the antibiotics were flushed out using 1.5 ml
of PEG solution. The PEG solution and the inoculum were
prepared and administered as previously described and provided
24 h after the last antibiotics gavage. This group is later referred
as antibiotics and PEG-treated recipients (AbxPEG-r). Eight-
week old GF mice were inoculated with Lepob fecal microbiota
immediately after the opening of their sterile shipping container.
This group is later referred as Germ-Free-recipients (GF-r).
Mice were transferred into clean cages several times over the
course of bowel cleansing treatment and Lepob fecal microbiota
administration.

Intestinal Energy Absorption
Nine weeks after the beginning of the experiment, mice were
placed on metal grids within their cages and feces were collected
every 24 h for 5 days. During the same time, the food intake
was monitored. The feces were dried at 40◦C for 24 h and
weighed. Total energy of the diet and the feces was determined by
bomb calorimetry (reference C200, IKA, United States). The net
intestinal energy absorption capacity is expressed as a percentage
of total energy ingested and represents the proportion of ingested
energy that was not recovered in feces.

Short Chain Fatty Acid Concentrations in
Cecal Content
Sample preparationwas adapted fromQiu et al. (2007) and Zheng
et al. (2013). Extraction protocols were always carried out close as
possible to 4◦C to prevent loss of SCFA species. Approximatively
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FIGURE 1 | Impact of recipient age, microbiological status, and pre-treatment on fecal microbiota transfer. (A) Experimental design. (B–D) Interclass principal

component analysis performed based on OTUs (operational taxonomic units) abundance before (B), three weeks (C), and 9 weeks after fecal microbiota transfer

(D). Mice microbiota compositions were clustered and the center of gravity computed for each group. The p-value of the link between recipients’ groups and OTUs

abundance was calculated using a Monte Carlo test (999 replicates). (E) Unweighted Unifrac distance between the inoculum and recipients bacterial communities.

For all figures: Inoc, inoculum; SPF, Specific pathogen free; GF, Germ-free; PEG, polyethylene glycol; Abx, antibiotics; 3w, 3-week old; 8w, 8-week old; r, recipient.

Groups with differing letters are significantly different (adjusted p < 0.05). ∗At a time-point indicates a significant change since the previous time-point.
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20 mg (20.2–22.8 mg) of cecal content was mixed with 500 µl of
0.005 M aqueous NaOH in a precellys system with an internal
standard mix composed of acetic acid-d3 (300 µM), propionic-
d2 (100 µM) and butyrate-13C2 (300 µM). Three hundred µl of
homogenates were transferred to glass tubes (10 ml) and 500 µl
of propanol/pyridine mix (3:2, v/v) was added. Two successive
volumes of 50 µl of PCF were added after vortex and sonication
steps during 1 min to ensure the total derivation of SCFA species.
Derivate extraction procedure was performed by adding 500µl of
hexane to the sample mixture. The reactive mixture were briefly
vortexed and sonicated and centrifuged for 5 min at 2000 g and
4◦C. Two hundred µl of organic layer were transferred to glass
vials and analyzed by GC-MS.

One µl of derivatized samples were analyzed using a Trace
1310 gas chromatograph coupled to an ISQ LTmass spectrometer
(Thermo Scientific, Waltham, MA, United States). Derivatized
samples was injected into aDB-5MS capillary column coated with
5% Phenyl-Arylene/95% Dimethylpolysiloxane (50 m × 250 mm
i.d., 0.25 µm film thickness; Agilent technologies, J&W GC
columns, Les Ulis, France) in 20:1 split mode. A constant flowrate
of 1 ml.min-1 of Helium gas was used in the column. Inlet
temperatures, ion source and MS transfer line temperatures
were set to 260, 230, and 290◦C, respectively. Electron impact
energy (70 eV) and selected ion monitoring (SIM) mode
were used to measure SCFA derivates with a detection delay
time set to 4.5 min. Briefly, for the oven settings, the oven
temperature was initially held at 50◦C for 1.5 min and then,
increased to 70◦C with 8◦C/min rates. A ramp of 6◦C/min
until 85◦C was applied. Temperature was raised firstly to 110◦C
with a 22◦C/min rate and then to 120◦C with 12◦C/min rate.
Finally, 300◦C was reached with a 125◦C/min rate and held for
3 min.

Microbiota Composition Analysis
Feces were collected when mice arrived in the animal facility,
three weeks after the colonization with Lepob fecal microbiota,
and nine weeks after the beginning of the experiment. For this
purpose, mice were placed in sterile containers and allowed to
defecate. Pellets were immediately collected and snap frozen in
liquid nitrogen. Fecal DNA was extracted as previously described
(Godon et al., 1997).

Amplification and sequencing were performed at Diversigen,
Inc., (Houston, TX, United States). The raw data of libraries
generated during this study is publicly available at the
Sequence Read Archive (SRA) portal of NCBI under accession
number PRJNA508481. Briefly, 16S rRNA gene V4 region
was amplified using 517F (5′-GCCAGCAGCCGCGCTAA-
3′) and 798R (5′-184 AGGGTATCTAATCCT-3′) primers.
Amplicons were sequenced using Illumina MiSeq sequencing
(2 × 250 bp). Sequences were merged using an overlap of
at least 50 bps, then merged sequences were stripped from
primer sequences and oriented identically. Sequences were
then clustered into Operational Taxonomic Units (OTUs)
at the 97% identity level and taxonomies were determined
using USEARCH (Edgar, 2010) and SILVA(v4) database (Quast
et al., 2013). Data were normalized using a rarefaction cutoff
of 5,959 reads. Taxonomic binning and Unifrac distances

calculations were performed using Rhea scripts (Lozupone
and Knight, 2005; Lagkouvardos et al., 2017) and R 3.3.2
program.

Statistical Analyses
Results are represented as mean ± SEM. Comparisons between
groups were performed by Kruskal–Wallis test followed
by pairwise multiple comparisons using Dunn procedure.
Adjusted p-values were obtained using Benjamini–Hochberg
correction. Comparisons of different timepoints were performed
by repeated measures ANOVA followed by Benjamini–
Hochberg correction. Adjusted p-values < 0.05 being considered
statistically significant. All statistical tests were performed using
R 3.3.2 program. Principal component analyses (PCA) were
performed using R program and ade4 package. Interclass PCA
were computed and statistically assessed by a Monte Carlo rank
test to observe their net effect on the scattering of the microbiota
of different mice. Venn diagrams and Heatmaps were generated
using R program and VennDiagram and Superheat packages,
respectively. Bar plots, scatter dot plots, box and whiskers plots
were generated using GraphPad Prism 7.0.

RESULTS

Experimental Strategy
C57Bl6-Lepob mice were chosen as intestinal microbiota donor
since it has been well described that their intestinal microbiota
composition substantially differs from those of wild–typemice on
the same genetic background (Ley et al., 2005), thus facilitating
the examination of microbiota composition changes following
colonization in various settings.

As shown in Figure 1A, six groups of mice were used, of
which five were inoculated with Lepob intestinal microbiota.
To test the hypothesis that younger age favors exogenous
microbiota engrafment, 3-week old and 8-week old SPF mice
were colonized and referred as SPF3w-recipients (SPF3w-r)
and SPF8w-recipients (SPF8w-r). Assuming that using mice
during the weaning period (SPF3w-r) would be a favorable
window for engraftment, we tested whether additional methods
of bowel cleansing would add further in engraftment efficiency.
We depleted the intestinal microbiota of 3-week old SPF
mice with either efficient bowel cleansing with PEG or
7 days antibiotics treatment (ampicillin, vancomycin, neomycin,
and metronidazole) followed by bowel cleansing with PEG.
These groups are later referred as PEG-recipients (PEG-r)
and antibiotics-PEG-recipients (AbxPEG-r). To compare these
recipient models to the commonly published reference model
for microbiota transfer, we added a group of 8-week old germ-
free recipients (GF-r). Except for control SPF3w mice, all groups
were inoculated three consecutive days with a suspension of fresh
Lepob feces. Controls were gavaged with the same volume of the
vehicle solution. To assess similarities and dissimilarities between
fecal communities, we used 16S rRNA gene sequencing of the V3-
V4 region for the inoculum, the SPF mice at their arrival, and all
groups 3 weeks post-inoculation and 9weeks after the experiment
start.
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Age and to a Lesser Extent
Pretreatments Determine Gut Microbial
Community Reshaping
Sequences of the 16S rRNA gene were clustered into Operational
Taxonomic Units (OTUs), or phylotypes, using a 97% identity
level. Interclass PCA based on the OTUs abundance showed that
the microbial composition of the inoculum greatly differed from
all SPF mice before colonization (Figure 1B). Before microbiota
transfer, 3-week-old and 8-week-old mice’s microbiota clustered
separately and 8-week old mice’s microbiota showed greater
dispersion. Three weeks after the oral administration of the Lepob

fecal slurry, all SPF recipients clustered closely with the inoculum
regardless of age or method of microbiota depletion (Figure 1C),
supported by significantly lower unweighted UniFrac distances
from the inoculum (Figure 1E). Microbiological status (GF vs.
SPF) had an effect on microbiota composition at 3 weeks post-
innoculation (Figure 1C). However, 6 weeks later, the microbiota
of 3-week old SPF and GF recipients clustered more closely
with the inoculum than 8-week old recipients (Figure 1D).
Throughout the study, non-inoculated mice’s microbiota
remained distant from the inoculum microbiota communities as
expected. These collective results were supported by significantly
lower unweighted UniFrac distances from the inoculum
(Figure 1E). In addition, SPF3w-r and SPF8w-r bacterial
communities remained at the same unweighted UniFrac distance
while pretreated counterparts further converged toward the
inoculum. Comparison of PEG-r and AbxPEG-r groups showed
that microbiota depletion with broad-spectrum antibiotics did
not improve the resemblance with the inoculum as compared to
a simple bowel cleansing with laxatives. SPF3w microbiota was
slightly closer to the inoculum 9 weeks after the beginning of the
experiment than at 3 weeks, supported by a decrease of mean
unweighted UniFrac distance from 0.423 to 0.379 (p = 0.001).

Germ-Free Status Delays Transferred
Microbiota Establishment
Three weeks after the microbiota transfer, the established fecal
bacterial community in GF recipients was the most distant
from the inoculum in respect to clustering based on OTUs
abundance and unweighted UniFrac distance (Figures 1C,E).
Intriguingly, GF-r bacterial communities were even further from
inoculum than non-inoculated SPF3wmice, with ameanUniFrac
distance of 0.528 vs. 0.423 (Figures 1C,E). This observation was
supported by a clearly altered microbiota composition of the
GF-r three weeks after colonization, which was characterized
by low bacterial richness (76.8 vs. 180 for the inoculum) and
a significant switch of the relative abundance of dominant
bacterial phyla. Specifically, Firmicutes were underrepresented
with a relative abundance of 25.3% (vs. 57.3% in the inoculum)
while other phyla bloomed: Bacteroidetes reached 55% (vs.
39.9% in the inoculum), Actinobacteria 7.96% (vs. 0.59% in
the inoculum) and Verrucomicrobia 6.66% (vs. 0.32 % in the
inoculum) (Supplementary Figures 1A–E). These differences
disappeared six weeks later as GF-r microbiota clustered with the
inoculum and had the lowest unweighted UniFrac distance from
the inoculum, although there was no statistical difference with the

two pre-treated SPF3w recipients groups: PEG-r and AbxPEG-r
(Figures 1D,E).

Age Does Not Influence the Engraftment
of Exogenous Phylotypes in SPF Mice
To further determine which Lepob phylotypes were established in
the different recipient models, we counted the OTUs that were
present in the inoculum but not in SPF mice before inoculation,
(OTUs to implant; OTUs-i). The dynamics of engraftment were
also examined. Twenty-three OTUs-i were listed and represented
6.96% of the inoculum. After taxonomic assignation of these
OTUs at the family level, we found that they belonged to diverse
bacterial families but that the most abundant in the inoculum
belonged to Bacteroidales S24 7 group, Lactobacillaceae and
Prevotellaceae families (Figures 2A,C). The majority of these
23 OTUs-i successfully colonized in both SPF3w-r and SPF8w-
r mice at 21 days (19 OTUs-i) and 9 weeks (20 OTUs-i) after
inoculation (Figure 2B).

Engraftment dynamics were dependent on recipient age.
While most OTUs-i were detected in SPF recipients, the
relative abundance of Lactobacillaceae reached an abundance
similar to that of the inoculum only 9 weeks after colonization
and the overall abundance of OTUs-i in SPF3w-r mice
resembled the inoculum more than that of SPF8w-r mice
(Figure 2C and Supplementary Figure 2). OTUs-i belonging to
Ruminococcaceae family failed to colonize SPF3w-r and SPF8w-r
at the 9 week time-point.

Most of the OTUs-i were not detected in non-inoculated
mice at both time-points, except three OTUs-i belonging to the
Alcaligenaceae, Lachnospiraceae, and Coriobacteriaceae families
(Figure 2C and Supplementary Figure 2). However, these
OTUs-i remained at very low abundances. This indicates that
individually ventilated cages are sufficient to prevent bacteria
transfers between cages for at least 9 weeks provided that basic
hygienic measures are applied when handling mice.

Pre-treatments Differentially Influence
Colonization by Exogenous Phylotypes
in SPF Mice
Compared to SPF3w-r recipients, pre-treated groups (PEG-r and
AbxPEG-r) harbored a better engraftment of Ruminococcaceae
as 3 out of 4 instead of 1 out of 4 OTUs-i colonized PEG-r and
AbxPEG-r groups (Figures 2D,E and Supplementary Figure 2).
Antibiotic pre-treatment, however, prevented the implantation of
Mollicutes RF9, delayed the implantation of Lachnospiraceae, and
induced a transient bloom of unknown Gastranaerophilales.

Young Age Favors the Removal of
Endogenous Phylotypes
As the biggest challenge in the use of SPF mice for gut microbiota
transfer is the presence of an endogenous microbiota that
occupies the ecological niche, we listed the OTUs to eliminate
(OTUs-e). This represents the OTUs that were present in the SPF
mice at their arrival but absent from the inoculum. Respectively
144 and 132 OTUs-e were detected in the microbiota of 3-
week-old and 8 week-old mice before the microbiota transfer
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FIGURE 2 | Age and pre-treatment influence the number and relative abundance of OTUs that do or do not successfully colonize recipient mice and OTUs that are or

are not successfully eliminated. (A) Venn diagram representing the overlap of OTUs in the inoculum and in 3 and 8 weeks old SPF mice before the fecal microbiota

(Continued)
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FIGURE 2 | Continued

transfer. (B) Effect of age on the implantation of exogenous bacteria in recipient mice. Venn diagrams representing the OTUs to implant (OTUs-i, i.e., OTUs that were

present in the inoculum but not present either in 3-week or 8-week old SPF mice before colonization) in SPF3w, SPF3w-r and SPF8w-r groups 3 and 9 weeks after

colonization. (C) Relative abundance of the bacterial families corresponding to the OTUs-i in the inoculum and in SPF3w, SPF3w-r and SPF8w-r groups 3 and

9 weeks after colonization. (D) Effect of pre-treatment on the implantation of exogenous OTUs in 3-week old SPF mice. Venn diagrams representing the overlap of

the OTUs-i in SPF3w-r, PEG-r and AbxPEG-r groups 3 and 9 weeks after colonization. (E) Relative abundance of the bacterial families corresponding to the OTUs-i

in the inoculum and in SPF3w-r, PEG-r and AbxPEG-r groups 3 and 9 weeks after colonization. (F) Effect of age on the removal of endogenous bacteria in recipient

mice. Venn diagram representing the OTUs to eliminate (OTUs-e; i.e., OTUs that were present in the fecal microbiota of 3 and 8-week old SPF mice before

colonization but not in the inoculum) in SPF3w, SPF3w-r and SPF8w-r groups 3, and 9 weeks after colonization. (G) Relative abundance of the bacterial families

corresponding to the OTUs-e in SPF3w, SPF3w-r and SPF8w-r groups 3, and 9 weeks after colonization. (H) Effect of laxative and antibiotic pre-treatments on the

removal of endogenous bacteria in 3-week old SPF mice. Venn diagram representing the overlap of the OTUs-e in SPF3w-r, PEG-r and AbxPEG-r groups 3 and

9 weeks after colonization. (I) Relative abundance of the bacterial families corresponding to the OTUs-e in the inoculum and in SPF3w-r, PEG-r and AbxPEG-r

groups 3 and 9 weeks after colonization.

(Figure 2A). We observed that 116 (80.5%) and 103 (78%)
OTUs-e persisted in SPF8w-r mice 3 and 9 weeks, respectively
after microbiota transfer (Figure 2F). In the SPF3w-r group, 74
(51.4%) OTUs-e persisted 3 weeks after inoculation, although it
later rose to 91 (63.2%) OTUs-e 6 weeks later. However, these
persistent OTUs-e represented only 4.5 and 6% of the whole
microbiota in SPF3w-r mice compared to 10 and 9% in SPF8w-r
recipients (Figure 2G) (p= 0.032 and p= 0.14). This indicates that
endogenousmicrobiota is more effectively replaced by exogenous
microbiota at weaning than during adulthood.

The largest proportion of the OTUs-e that were not eliminated
in SPF3w and SPF8w recipients belonged to the Lachnospiraceae
and Bifidobacteriaceae families (Figure 2G and Supplementary

Figure 3).Most of the families corresponding to persistent OTUs-
e were less abundant in SPF3w-r mice than in SPF8w-r mice,
although these differences did not reach statistical significance.
The total relative abundance of those OTUs-e spontaneously
decreased from 23.2 to 12.4% and 9.6% in non-inoculated mice 3
and 9 weeks after the beginning of the experiment. This decrease
mainly reflects a massive drop of the abundance of Prevotellaceae.
This highlights that environmental changes resulting from the
transfer from the supplier facilities to our animal facilities and not
only the inoculationwith Lepob microbiota has a strong impact on
microbiota composition of recipient mice.

Pre-treatments Differentially Affect the
Removal of Endogenous Phylotypes
As the replacement of the endogenous microbiota by the
inoculum microbiota appeared more efficient at weaning, we
sought to further improve the microbiota transfer by removing
endogenous microbiota by either PEG or AbxPEG treatments.
These treatments allowed the removal of 12 and 22 additional
OTUs-e (43 and 37.5%) 21 days after microbiota transfer
(Figure 2H). Nine weeks after the transfer, laxatives and
antibiotics treatments provided similar results as in PEG-r and
AbxPEG-r 18 more OTUs-e were eliminated in comparison to
SPF3w-r. Remaining OTUs were binned into families in order to
identify the lineages that were or were not successfully eliminated
from the recipient’s microbiota.

Both PEG and AbxPEG treatments allowed the complete
removal of OTUs-e belonging to the Bacteroidales S24-
7 (Figure 2I and Supplementary Figure 4). However,
only AbxPEG treatment successfully removed all unknown

Gastranaerophilales and Prevotellaceae. A transient rise of
Alcaligenaceae, Bifidobacteriaceae and Coriobacteriaceae was
observed 21 days after microbiota transfer in the AbxPEG-r
group, which normalized 6 weeks later. SPF3w-r and PEG-r
groups were also affected by this rise of OTUs-e belonging to
Bifidobacteriaceae family. The overall abundance of OTUs-e
was similar in SPF3w-r and AbxPEG-r groups at both time
points (4.6–6.1% of the microbiota) and slightly lower in PEG-r
recipients (3.9 and 3.5% of the microbiota at 21 days and
9 weeks).

GF Recipients Successfully Acquire Most
of the Donor Microbial Community After
3 Weeks
Most of the OTUs present in the inoculum successfully colonized
the gut of GF recipients as 125 and 162 out of the 180 OTUs-i
were detected in the feces of the GF-r mice 3 and 9 weeks after
the microbiota transfer (Figure 3A).

Fifteen OTUs failed to colonize the gut of GF recipients (OTUs
non-implanted: OTUs-ni). Most of these OTUs-ni belonged
to Lactobacillaceae, Bacteroidales S 24-7 and Lachnospiraceae
families (Figure 3B). Yet, the summed relative abundance of
OTUs-ni in the inoculum was only 3.76%, indicating that OTUs-
ni represented only a minor part of the Lepob donors’ microbiota.

Forty OTUs originating from the inoculum were detected in
GF-r mice feces at 9 weeks but not at 3 weeks post inoculation.
As recipients were inoculated with donors’ microbiota only three
consecutive days at the beginning of the experiment, those 40
OTUs were likely present in the microbiota of GF-r mice 21 days
after inoculation but below detection limits. Taxonomic binning
revealed that those “late” OTUs belonged to Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae and Rikenellaceae families (Figure 3D), all
known to be strictly anaerobic. Similar to OTUs-ni, OTUs that
colonized the gut of GF mice with a delayed pattern represented
only a minor proportion of the microbiota in both the inoculum
and recipients (2.8 and 4.6%).

A Significant Number of Unexpected
Phylotypes Colonized GF Recipients
We detected 37 and 80 OTUs that were not detectable in
the inoculum, but which were present in the microbiota of
GF-r mice 3 and 9 weeks after the colonization (Figure 3A).
Those unexpected OTUs reached nearly 14% of the GF-r
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FIGURE 3 | Number and relative abundance of OTUs that did or did not successfully colonize germ-free recipient mice. (A) Venn diagram representing the overlap of

OTUs in the inoculum and in GF-r mice 3 and 9 weeks after fecal microbiota transfer. (B) Relative abundance of the bacterial families corresponding to the OTUs-ni

(OTUs from the inoculum that were not implanted in GF-r mice) in the inoculum. (C) Relative abundance of the bacterial families corresponding to the OTUs that

were found in GF-r mice but were not detected in the inoculum (OTUs-un). (D) Relative abundance of the bacterial families corresponding to the OTUs were

detected in GF-r mice feces at 9 weeks but not at 3 weeks post inoculation.

microbiota 21 days after colonization and decreased to 7.8%
6 weeks later (Figure 3C). As in AbxPEG-r, those unexpected
OTUs mainly belonged to the Bifidobacteriaceae family 21 days
after colonization and to the Lachnospiraceae family 9 weeks
after colonization. Peptostreptococcaceae and Erysipelotrichaceae

represented a substantial part of unexpected OTUs 3 weeks after
colonization but vanished at 9 weeks, while OTUs identified as
Ruminococcaceae, Bacteroidales S 24-7 and Clostridiales vadin
BB60 group appeared. Those unexpected OTUs could also
be OTUs that were present in the inoculum below detection
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limits as well as OTUs originating from the environment that
contaminated GF recipient.

Microbiota Transfer Models Differentially
Affect Gut Ecosystem Structure
We further compared the proportions of shared taxa between the
inoculum and recipients before microbiota transfer at all time
points and between all groups. The relative abundance of the
44 most abundant shared genera was compared to the inoculum
(Figure 4A). First, we observed that several genera such as
Escherichia–Shigella, Enterococcus, and Lactobacillus genera were
less abundant in all groups than in the inoculum (Supplementary

Figures 5A–C). By contrast, the relative abundance of low
abundance genera such as the Clostridiales vadin BB60 group
was higher in all groups than in the inoculum. We also found
that several genera had an overall similar relative abundance in
the inoculum and in SPF recipients, yet were significantly higher
in GF-r microbiota at the day 21 time point. For example, the
group Ruminococcus gauvreaui reached 8.3% relative bacterial
abundance in GF-r mice at 21 days while it was barely detectable
in the inoculum of all other groups (Figure 4B). Likewise,
the genus Akkermansia had a relative abundance of 6.66% in
GF-r at 21 days while it comprised 0.62% of the inoculum
and between 0.07 and 0.84% of the SPF recipients’ microbiota
(Figure 4C). The Bacteroides genus was also altered in GF-r
microbiota 21 days post-inoculation as it constituted 36.8% of
the microbiota, and it represented only 3.9% of the inoculum
and did not reached more than 2.82% of the microbiota in SPF
recipients (Figure 4D). Mirroring this transient overabundance
of some taxa, several other genera had a significantly lower
abundance in GF-r mice 3 weeks after the colonization. Similar
to the OTUs-i that successfully colonized GF recipients only at
the 9 week time-point, most the under-represented genera in
GF recipients 3 weeks after the microbiota transfer belonged to
the Ruminococcaceae, Rikenellaceae and Lachnospiraceae families
(Supplementary Figure 5). One of the few exceptions was the
dominant group Bacteroidales S24-7, with a relative abundance
of only 10.5% in GF recipients 21 days after colonization versus
an average abundance above 20% in all other recipients groups
and in the inoculum (Figure 4G). Most of these alterations did
not persist at 9 weeks after the colonization.

Several genera exhibited a similar kinetic of abnormal
high/low abundance at the 21 days time-point followed by
a normalization at the 9 weeks time-point in SPF mice
treated with antibiotics before the colonization. Unknown
Gastranaerophilales and Parasutterella genera were particularly
abundant in both GF-r and AbxPEG-r 21 days after colonization
(Figure 4E). On the contrary, several Ruminococcaceae and
Lachnospiraceae clusters as well as Oscillibacter genus and
unclassified phylotypes were significantly lower in GF-r and
AbxPEG-r groups than in other recipient groups (Figures 4H,I).

Unexpectedly, the Blautia genus proliferated in all SPF mice
groups despite being found at very low levels both in the
inoculum (0.67%) and in SPF mice at their arrival (0.1–1.8%)
(Figure 4F). Age and initial microbiota depletion using laxatives
or antibiotics had no impact on the rise in Blautia 3 weeks

after mice arrival. However, GF recipients were significantly less
affected by this Blautia overabundance as this genus represented
only 0.28 and 3.48% of the microbiota 3 and 9 weeks after
colonization.

Germ-Free Period Has Long Lasting
Effect on the Gut Physiology
Given the importance of the intestinal microbiota on energy
extraction and absorption, we measured body weight and food
intake during the whole experiment as well as energy absorption
during 3 weeks, starting 9 weeks after Lepob microbiota
inoculation (Figure 1A and Figure 5).

Both SPF mice that arrived when weaning and GF mice had
similar final body weight whereas SPF8w-r tended to weigh
slightly more than both groups at the end of the experiment
(Figure 5A). In SPFmice, linear regression with a 95% confidence
interval indicated that the final body weight was associated
with the cumulative food intake at the end of the experiment
(Figures 5B,C), but this was not the case for GF-r mice. GF-r
recipients had the lowest cumulative food intake but displayed
a similar weight as SPF mice. The GF-r group consumed the
same amount of food as their SPF8w-r age-matched counterparts
during the first two weeks following colonization but then started
to eat significantly less than the other groups (Figure 5B). This
resulted in a lower cumulative food intake in GF-r mice. In
comparison to weight-matched mice, GF-r excreted a smaller
amount of feces but these feces contained significantly more
kilocalories per gram (Figures 5E,F). Importantly, this resulted
in less absorbed energy per day and a significantly lower
net intestinal absorption capacity (Figures 5G,H). Likewise,
AbxPEG-r mice tended to have a lower food intake and absorb
less energy than SPF3w-r and PEG-r groups, although these
changes were much more moderate than in GF-r and did not
reach statistical significance.

Production of short chain fatty acids (SCFA) from non-
digestible compounds is one of the mechanisms by which the gut
microbiota is able to modulate the amount of energy absorbed
from the food (Bergman, 1990). We measured the concentration
of SCFA in the cecal content of donor and recipient mice. The
concentration of the SCFAs in each recipient group was expressed
in proportion (%) to the mean concentration in the cecal content
of donors (Figure 5I). The concentration of acetate, propionate,
butyrate, valerate and isovalerate was similar in all recipient
groups while the concentration of isobutyrate was higher in the
cecal content of PEG-r and AbxPEG-r groups compared to GF-r
mice. This SCFA accounted for less than 0.6% of the total SCFA
amount and did not cause differences in the total amount of
SCFAs. The lower capacity of energy absorption of GF-r mice
is likely not the consequence of a less efficient energy extraction
from the food through fermentation by the gut microbiota.

DISCUSSION

Transmission of donors phenotypes in recipient hosts by
intestinal microbiota transfer is critical to demonstrate the
causal role of a given intestinal microbiota in physiological
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FIGURE 4 | Relative abundance of bacterial genera present in the inoculum and in recipient mice. (A) Heatmap representing the fold change of the relative

abundance of bacterial genera between the inoculum and the different mice groups at all time-points. Only the 48 most abundant genera are represented.

(B–J) Relative abundance of Ruminococcus gauvreaui group (B), Akkermansia (C), Bacteroides (D), Parasutterella (E), Blautia (F), Bacteroidales S24-7

(G), Lachnospiraceae NK4A136 (H) unclassified (I) and Prevotellaceae UCG 001 (J) genera in all groups and time-points. A brown dotted line indicates the relative

abundance in the inoculum. Groups with different letters are significantly different (adjusted p < 0.05). Groups with a ∗ at a time-point are significantly different from

the previous time-point.

and pathological processes (Fritz et al., 2013). GF mice, SPF
mice with or without prior intestinal microbiota depletion are
frequently used as recipient models; however, the specificities
of each model are still poorly described. In particular, precisely
assessing the engraftment dynamics of the donor microbiota
is necessary. We therefore described the impact of murine
recipients’ microbiological status, age, and prior endogenous
microbiota depletion on fecal microbiota transfer efficacy. We
tested the effect of recipient model choice in the specific context
of Lepob to wild-type mice gut microbiota transfer, nevertheless
our results suggest that simple gavage administration of mouse
donor microbiota effectively reshapes intestinal microbiota in
SPF recipients. In agreement with previous studies (Schloss et al.,
2012; Zhang et al., 2014; Rausch et al., 2016), aging and husbandry
conditions have a significant impact on engraftment dynamics
and microbiota composition.

Some microbial compositional features in recipient mice did
not depend on the model. For example, lactobacilli were less
abundant in all models of recipient mice than in the donor
inoculum. It can be hypothesized that these microbial features are
due to host genotype, i.e., leptin deficiency of Lepob mice in our
experiments, and thus not transferable in wild type recipients.

Importantly, we observed that the presence of endogenous
microbiota had little barrier effect against exogenous taxa gut
colonization. Nevertheless, the removal of endogenous taxa, so
that the recipient’s microbiota more closely resembles donors’
microbiota, was more effective in weaning mice than in adults.
The gut microbiota has been reported to be less diverse at
weaning (Zhang et al., 2014), and intestinal microbiota transfer
has been shown to be more efficient if the recipient’s microbiota
exhibits lower richness (Ericsson et al., 2017). Likewise, in
human fecal microbiota transfer (Kootte et al., 2017), a beneficial
phenotype was transferred solely in receivers with low richness,
yet the authors did not evaluate the similarity between the
donor inoculum and microbiota in recipients. Our work shows
that microbiota engraftment performed better in younger mice,
although we did not observe any differences in microbiota
richness in adult and 3 week old C57BL/6J mice. Thus, low
microbiota richness was not a determinant to explain the
better microbiota engraftment in juvenile mice in the present
study.

As previously shown in adult mice, we hypothesized that
endogenous microbiota depletion using laxatives in juvenile mice
would allow the persistent removal of a greater number of
endogenous taxa. Bowel cleansing with PEG proved efficient
as more endogenous taxa were eliminated, but this treatment
had little impact on bacterial taxa proportions. The intestinal
microbiota is resilient and recovers from bowel cleansing within
2–4 weeks in humans (Jalanka et al., 2015), an observation that
can likely be extended to rodents. Bacteria adhering to the mucus

and not flushed out by the laxatives, which might be sufficient to
rescue the initial intestinal microbiota.

Whereas high doses of broad spectrum antibiotics deplete
intestinal microbiota (Reikvam et al., 2011), residual antibiotics
might persist in the mice and have deleterious consequences
on the implantation of inoculum’s bacteria. We thus subjected
antibiotic-treated mice to bowel cleansing with PEG before
Lepob microbiota inoculation. Quite surprisingly, not only
did this approach have very little impact on the number of
successfully removed endogenous phylotypes, but it altered
the colonization dynamics of the inoculum. We observed a
transient overproliferation of Parasutterella, Coriobacteriaceae,
bifidobacteria and unknown Gastranaerophilales three weeks
after the colonization and these changes disappeared 6
weeks later. Moreover, the implantation of Lachnospiraceae,
Oscillibacter and unclassified bacteria, among others, was
delayed. Our observations did not support the hypothesis
that the partial or complete depletion of initial gut bacteria
communities with antibiotics would significantly enhance the
fecal microbiota transfer efficacy in mice when administrated in
young animals.

The optimal SPF recipient model from these results appears
to be weaning mice subjected to bowel cleansing with PEG prior
to microbiota transfer. This finding is not in line with previous
reports stating that prior antibiotic treatment allows a better
engraftment than bowel cleansing alone (Ji et al., 2017). However,
in their study, Ji et al. (2017) used 50mg of PEG to clean the bowel
of adult mice, which very likely weighed at least 22 g, while we
used 93 mg of PEG to clean the bowel of young mice, weighing
between 8 and 11 g. The higher dose of PEG used here probably
allowed amore efficient bowel cleanse, as it is supported by recent
findings reporting that at least 170 mg of PEG are necessary to
obtain significant bacterial load reduction in adult mice (Wrzosek
et al., 2018).

Here, SPF mice colonized at weaning performed as well
as GF mice, which are currently the gold standard model
proposed in fecal microbiota transfer studies. Nine weeks after
the microbiota transfer, the number of phylotypes detected in
recipients but not in the inoculum was 73 in PEG-r mice
and 80 in GF-r mice. These unexpected phylotypes constituted
a moderately lower proportion in PEG-r microbiota than in
GF-r microbiota, both short- and long-term after microbiota
transfer. More importantly, the ecosystem structure in GF
recipients 21 days after colonization was altered and did not
resemble donor inoculum, non-inoculated SPF microbiota, or
SPF recipients. At the phylum level, Bacteroidetes, Actinobacteria
and Verrucomicrobia phyla were significantly enriched while
Firmicutes were depleted. Additionally, GF recipient mice
displayed half the bacterial richness compared to all other
recipient groups. Six weeks later, at the 9 weeks post-inoculation
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FIGURE 5 | Recipient age, microbiological status, and pre-treatment before microbiota transfer and influence on digestive physiology. (A) Body weight at the end of

the experiment. (B) Cumulative food intake. (C) Food intake 10–12 weeks after fecal microbiota transfer. (D) Feces output per day and per mouse. (E) Fecal energy,

expressed as calories per gram of dry feces. (F) Energy absorption, expressed as calories per day and per mouse. (G) Energy absorption capacity, expressed as the

percentage of total energy ingested. (H) Cecum weight. (I) Variation of the concentration short-chain fatty acids in the cecal content of recipient mice in comparison

with donor mice. Mice groups with different letters are significantly different (adjusted p < 0.05).

time-point, the abundance of Bacteroidetes, Actinobacteria and
Verrucomicrobia phyla decreased and was similar in GF-r
and in the inoculum. This was associated to a significant
increase of Firmicutes abundance. Additionaly, bacterial richness
increased and PEG-r and GF-r microbiota displayed the same
degree of similarity with the inoculum 9 weeks after microbiota
transfer. Peculiar features associated with SPF mice treated
with antibiotics were observed at least to the same extent
in GF recipients. Thus, delayed establishment of unclassified

bacteria and Oscillibacter genus together with a transient
overproliferation of Parasutterella genus and Actinobacteria
phylum result likely from a common characteristic of both
models: the establishment of bacterial communities in an initially
GF or nearly GF gut, rather than from components specific
of each model, like the presence of residual antibiotics or an
immature mucosal immune system.

The different colonization dynamics of the GF gut has
already been observed. This finding suggests that colonization
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is characterized by transitory stages with bacterial communities
adapting to the host physiological changes, which precedes the
stabilization and convergence toward the inoculum community
(Gillilland et al., 2012; Tomas et al., 2013). Here, our results
suggest that this stabilization is reached between 3 and 9 weeks
after microbiota transfer in GF mice, which should be taken into
consideration for planning experimental designs and interpreting
results related to phenotype transmission. Indeed, numerous
studies using GF mice last less than a few weeks, at a time
when the intestinal ecosystem is still evolving and distant from
the inoculum, which could lead to improper conclusions. Our
current results favor to verify whether the transmitted phenotype
in these short-term studies is still present at a later time point,
when the composition of the recipient microbiota has stabilized.

In addition, we found that unclassified bacteria are depleted
during the first few weeks of the ecosystem establishment.
The fact that these bacteria are unknown suggests that
they are resistant to current cultivation techniques, which
indirectly indicates that they require specific survival and growth
conditions. The physicochemical conditions in the GF gut are
different from the conventionalized gut. Specifically, increased
pH, increased concentration of urea and oxygen, and absence of
SCFAs (Al-Asmakh and Zadjali, 2015) are among the numerous
characteristic differences that can have a significant impact on
microbiota engraftment. The bacteria that can tolerate these
conditions are thus favored during the early stages of the
colonization to the detriment of more sensitive taxa, such as
unclassified bacteria.

Other transient microbiota compositional features were
specific to GF recipients, indicating that these features were the
consequence of GF status during host development rather than
short-term microbiota depletion pre-inoculation. Three weeks
after the inoculation, GF recipients were mainly characterized
by a tremendous enrichment in Ruminococcus gauvreaui,
Akkermansia and Bacteroides genera. GF development also
leads to numerous functional, metabolic, and immunological
alterations (Desbonnet et al., 2013; Smith et al., 2017), most
of which are reversible by conventionalization. However,
this “normalization” of the GF physiology does not occur
instantaneously, which may differentially shape bacterial
communities in former GF mice relative to SPF mice. In
particular, the immune system of GF mice is immature and
the induction of innate and adaptative immune functions in
the intestine are rapidly initiated but requires 30 days to be
completely functional (El Aidy et al., 2012, 2013). The transient
lack of pressure exerted by the immune system on the intestinal
microbiota, by the way of secreted IgA and antimicrobial
peptides in particular, could explain the overproliferation of
certain bacterial taxa at the 21 days post-inoculation time
point. This is likely the case for the Akkermansia genus,
a taxa which is significantly increased in immunodeficient
Rag1−/− mice (Zhang et al., 2014). Overall, experimental
designs combining GF recipients together with microbiota
composition analysis and phenotype characterization less than
3–4 weeks after inoculation potentially prevent unexpected
findings, such as the impact of unclassified bacteria on host
health.

Similar to the immune system, functional maturation of the
gut epithelium following colonization is not instantaneous. For
example, functional maturation of the colonic epithelium takes at
least 2 weeks and the formation of a proper mucus layer requires
5–6 weeks (Tomas et al., 2013; Johansson et al., 2015). Here we
report that basic gut functions such as energy absorption are
still diminished 9–12 weeks after conventionalization of 8 week-
old GF mice in comparison with SPF mice. Despite eating less
food and having a lower energy absorption, conventionalized GF
mice still had a similar weight compared to SPF counterparts,
suggesting that not only digestive system function, but also
overall energy metabolism is impaired in the longer term.

CONCLUSION

We report that SPF mice colonized with Lepob mice microbiota
at weaning after initial microbiota depletion with laxatives or
antibiotics perform as well as GF mice recipients in experiments
lasting at least 9 weeks. Our results also demonstrate that
bowel cleansing with PEG allows proper endogenous microbiota
removal and inoculum microbiota implantation and that
antibiotics do not provide any further improvement. Whereas
none of the tested models allow perfect replication of the
inoculum microbiota composition, GF mice might be not the
optimal model for short-term experiments, at least not until
a homeostatic state is achieved. Additional experiments with
microbiota donors other than genetically obese mice are needed
to evaluate the versatility of juvenile SPF mice treated with high-
doses of laxatives as recipient model. Nevertheless, the present
study suggest that it constitutes a valid alternative model to GF
mice when GF mice of a specific strain or GF facilities are not
available. In order to establish the translational value of this
model, further studies are needed to determine whether weaning
SPF mice combined with microbiota depletion are as effective in
engrafting humanmicrobiota communities as they seem to be for
murine microbiota.
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Abstract

Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) is efficient at inducing drastic, albeit variable,

weight loss and type-2 diabetes (T2D) improvements in patients with severe obesity and

T2D. Numerous mechanisms have been associated with these benefits. We

hypothesized a causal implication of the gut microbiota (GM), as RYGB deeply impacts

its composition. In a RYGB cohort of 100 patients with baseline T2D who were followed

for 5-years, we used a clustering approach to stratify subjects based on the severity of

their T2D throughout the follow-up. We identified via metagenomic sequencing that the

more severe cases of unresolved T2D 5-years post-RYGB were associated with a major

increase of the Bacteroidia class, including 12 species comprising Phocaeicola dorei,

Bacteroides fragilis and Bacteroides caecimuris. In a separate group of 36 patients with

similar clinical characteristics and preoperative GM sequencing, we showed that this

increase in Bacteroidia was already present before the intervention. To demonstrate

causality, we selected 13 patients across T2D severity clusters, and transferred in mice

their GM at 5-years. After 14 weeks, our results showed that mice colonized with the

GM from Severe donors have impaired glucose tolerance and insulin sensitivity in the

absence of any difference in body weight and composition as compared to

Mild-recipients. GM sequencing of the recipient animals revealed that the bacterial

features found in humans were partly transferred, and were associated with the animals’

metabolic alterations. Our results therefore demonstrate the contribution of the GM to

long-term glucose metabolism alterations after RYGB, which offers valuable predictive

and therapeutic perspectives.
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Introduction

Despite decades of public efforts, the prevalence of obesity and its comorbidities

(type-2 diabetes, cardiovascular diseases) are still rising worldwide (1). Obesity is a

complex and multifactorial disease, intertwining host biology, genetics, and

environmental factors (2). In recent years, the gut microbiota (GM) has been described

as a key contributor to both obesity and type 2 diabetes (T2D), as it is deeply modulated

by environmental factors (2). Indeed, alterations of the GM composition, richness,

diversity, and functionality have been described in subjects with both diseases (3).

Moreover, the prevalence of low microbial gene richness increases alongside the

aggravation of obesity and its metabolic alterations, such as insulin resistance,

low-grade systemic inflammation and increased adiposity (4, 5).

Bariatric surgery (BS), reserved for the most severe cases of obesity (BMI ≥

40kg/m2 or ≥ 35 when associated with comorbidities) remains to date the only

therapeutic option able to induce major and long-lasting weight loss, outperforming

traditional lifestyle interventions (6). BS allows for significant improvements of all

obesity-associated comorbidities, and reduces mortality (7). Furthermore, BS can

induce T2D remission (DR), usually defined as the normalization of HbA1C and fasting

blood glucose values in the absence of glucose-lowering drugs (8). However, numerous

studies converge to show that only 40 to 60% of patients undergo DR after BS, and that

20 to 30% of them relapse at 5 years, with important interindividual variability (9, 10).

Several clinical parameters are associated with these differences in clinical outcomes,

such as T2D duration, post-BS weight regain, and T2D severity, as proxied by the

required number of glucose-lowering drugs (11). Besides, these factors are included in

predictive scores able to estimate patients’ DR potential after BS (9, 12). However, the

accuracy of these scores is low for a non-negligible fraction of patients (12), which

suggests the involvement of other parameters.
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Amongst the plethora of BS-induced mechanisms proposed as participating in DR

and metabolic improvements (reviewed in (13)), the involvement of the GM is

increasingly discussed. Our group and others showed deep modulations of GM

composition after BS, which correlated with weight reduction, metabolic improvements

and adipose tissue inflammation, both in the short- (14, 15) and long-term following the

intervention (5, 16). However, while low-powered studies displayed associations

between GM profiles and T2D remission (17–19), these results did not substantiate the

causal participation of the GM in BS-induced metabolic benefits.

The transfer of complex microbial communities from healthy or diseased donors to

recipient animals via fecal microbiota transplants (FMT) remains a gold standard (20) to

demonstrate the implication of the GM in pathophysiological processes. FMT in rodents

has been successfully used to demonstrate GM’s impact on obesity (21), non-alcoholic

fatty liver disease (22), hypercholesterolemia (23) and metabolic alterations associated

with Prader-Willi syndrome (24). However, after BS, only one human-to-mice FMT study

with non-T2D donors showed a partial transfer of the host adiposity (16), and two

mice-to-mice studies presented either a transfer of the host adiposity (25) or moderate

metabolic evolution following FMT (26). Therefore, the involvement of the GM in

post-BS T2D improvements remains to be explored, as well as its implication in the

severity of the persisting T2D in patients who underwent different trajectories of

metabolic improvements.

By combining human and preclinical investigations, we aimed to decipher the

participation of the GM in the long-term improvement of T2D after RYGB. In this

direction, we used Oxford Nanopore Technologies (ONT) GM sequencing to compare

the GM of patients according to the magnitude of T2D improvement. Next, we

performed human-to-mice FMT to demonstrate the causal involvement of the GM in

post-RYGB metabolic changes.
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Results

Categorizing T2D severity and outcomes after RYGB.

We included 100 patients from our BS cohort with baseline T2D who underwent

RYGB, and for whom we had access to clinical data before and at 1 and 5-years after

RYGB (Fig. S1). While 56% of the patients were in DR (8) at 1-year, only 49% were at

5-years, showing a 20% T2D relapse rate, confirming previous findings (9, 10). This

definition of DR enables patients’ classification based on their metabolic benefits after

RYGB, although it does not account for the baseline severity of T2D, for the amplitude

of metabolic improvements, nor for the severity of unresolved T2D. Indeed, patients with

long-term non-DR present major interindividual variability in terms of severity

phenotypes, ranging from patients reaching HbA1C values of 6.5% (DR’s threshold) in

the absence of glucose-lowering drugs, to patients largely above the HbA1C’s clinical

target while requiring several glucose-lowering medications.

This observation prompted us to more accurately classify patients based on the

severity of their T2D, and to define trajectories of metabolic improvements post-RYGB.

To this end, we built pre- and post-RYGB groups of T2D severity at baseline, 1-year and

5-years based on 7 variables routinely-used in clinical settings. These variables, which

are often used as predictors for post-surgery metabolic improvements, are HbA1C,

fasting blood glucose, T2D duration, age, sex, number of glucose-lowering medications

and insulin requirements. They were integrated using principal component analysis

(PCA), and clusters of T2D severity were defined by hierarchical clustering. These

clusters will be designated as “Mild” or “Severe” from now on, according to patients’

clinical characteristics. Overall, all constitutive variables (except patients’ sex) were

directed towards the right of the PCA, revealing that the first axis of the PCA translates

T2D severity (Figure 1A). Kinetic patients’ projection on the PCAs are available in Fig.

S2. Standardized odd-ratios showed that T2D duration, HbA1C, number of
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glucose-lowering drug and insulin requirements were the most important variables for

the definition of T2D severity (Table S1). All variables used for the clustering were

compared across T2D severity clusters and underlines the accurate separation of

patients according to their metabolic phenotype (Fig. S3).

We next examined the changes in patients’ cluster assignments during the

follow-up. The prevalence of the Severe cluster decreased from 55% at baseline to 30%

at 5-years, confirming that T2D severity decreases after RYGB (Figure 1B). Most

metabolic improvements occurred within the first year, and remained relatively stable

afterwards, as only 8% of patients changed clusters between the 1st and 5th year of

follow-up (Fig. S4). We thereby defined 3 trajectories of long-term T2D improvements:

good responders (Severe at baseline and Mild at 5-years, termed “5y-Rep+”), poor

responders (Severe at all times, termed “5y-Rep-”), and finally metabolically “stable”

patients who remained in the Mild cluster all along (termed “Stable-Mild”), see Figure

1B. Comparisons of patients’ clinical characteristics at baseline and 5-years according

to their long-term trajectories revealed that all patients benefited from the RYGB

intervention, although the amplitude of improvements varies across trajectories (Table

1). Indeed, good (5y-Rep+) and poor (5y-Rep-) responders were similar at baseline,

except that 5y-Rep+ subjects were younger and had more recent T2D with reduced

insulin requirements. However, they displayed striking metabolic improvements

post-RYGB, which led them to clinically resemble Stable-Mild patients.

Concerning other clinical features not included in the criteria of T2D severity, we

noticed no differences of body weight and composition were found across trajectories

(Table 1). At 5-years, patients in the 5y-Severe cluster were older, and displayed, in

addition to T2D, more frequent and severe obesity-associated comorbidities

(hypertension, dyslipidemia) than 5y-Mild patients, independently of any body weight or

body composition differences (Table S2).

Importantly, all patients in DR at 5-years (whether complete or partial) fell into the

5y-Mild cluster, whereas all patients in the 5y-Severe cluster were in non-DR (Table 1).
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As such, our clustering approach differed from DR statuses for n=21 patients (21%) who

were classified in the 5y-Mild cluster despite being in non-DR. At baseline, these 21

patients were clinically very similar to patients in DR who belonged to the 5y-Mild

cluster, yet improved slightly less after RYGB (Table S3), although they were on

average close to the DR definition’s thresholds. Only 38% of them (n=8/21) required

minimal glucose-lowering medications at 5-years. Moreover, they lost less weight after

RYGB than patients in DR, confirming previous findings (9). Conversely, 90% (n=27/30)

of the 5y-Severe/non-DR group required glucose-lowering drugs, among which 70%

needed 2 or more medications (Table S3) and 52% were insulin-requiring. In this

population, patients in non-DR lost as much weight as patients in DR, suggesting that

weight change is not the main driver of T2D non-resolution.

Overall, this clustering approach allowed us to identify patients’ trajectories

translating the extent of their glucose-metabolism improvements. The absence of

difference in body weight and composition between trajectories of long-term metabolic

improvements enabled us to examine whether GM changes could be involved in these

metabolic improvements.

T2D severity post-RYGB is associated with specific gut microbiome alterations.

Nanopore-based ONT GM sequencing were performed using the MinION

sequencer on fecal samples collected 5-years post-RYGB for our 100 patients with

long-term follow-up, as well as on 36 fecal samples of an independent group of patients

with identical baseline characteristics (referred to as the “baseline cohort”, see Table

S4) for whom we had access to pre-RYGB fecal samples.

We assessed the contribution of clinical variables and medications to overall

patients’ 5-years GM composition. Univariate distance-based redundancy analysis

(dbRDA) on an inter-genus Bray-Curtis dissimilarity matrix revealed that two variables

significantly explained GM variation: metformin intake and T2D duration (Figure 2A),

although only metformin intake explained a non-redundant fraction of GM variation

(R2
adj=2.78, p=0.002). Parameters associated with fecal DNA extraction and sequencing
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were also considered, but did not significantly affect GM composition (Fig. S5).

Interestingly, when introducing the trajectories of metabolic improvements and the

5-years T2D severity clusters in the dbRDA, they became respectively the second and

third variables (after metformin intake) explaining 3.5 and 3.4% of GM variation. We

thus evidenced interactions between long-term T2D severity after RYGB and GM

composition, that were also supported by a Principal Coordinate analysis (PCoA -

Figure 2B) on the same β-diversity matrix.

We did not observe any significant difference in the number of observed bacterial

species nor diversity indexes according to 5-years T2D severity clusters (Fig. S7A-G).

However, we confirmed by comparing our 5-years cohort to our baseline cohort, that

RYGB increased in GM richness and diversity (Fig. S7H-N), as previously reported in

another BS population (5).

As 5y-Rep+ patients were clinically similar at 5-years to Stable-Mild patients (Table

1), we wondered whether their GM were different, and might harbor a signature

associated with their trajectory of metabolic improvements. Compositional analysis

revealed extremely similar profiles (Fig. S6) as neither a PCoA nor taxonomic classes

comparisons accounted for any significant differences between the two trajectories. At

the metagenomic species level, we used Cliff’s delta effect-size estimates (CDe) to

discover differentially abundant species, and found that only two species were:

Enterococcus faecalis (enriched in Stable-Mild patients), and Tannerella forsythia

(enriched in 5y-Rep+ patients). Therefore, considering the clinical and GM

compositional proximity of Stable-Mild and 5y-Rep+ patients, we decided to perform

further GM comparisons between the 5-years clusters of T2D severity (either 5y-Mild or

5y-Severe), regardless of patients’ trajectory of metabolic improvements.

We compared relative class abundances across the two clusters of 5-years T2D

severity, and we found that Actinobacteria were less abundant in patients in the

5y-Severe cluster (-38%, p<0.05), whereas both Bacteroidia (+48%, p<0.001) and

Epsilonproteobacteria (+44%, p<0.05) were significantly increased (Figure 2C). At the
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species level, 16 species (amongst species representing at least 0.1% of total GM,

n=95) with CDe considered “non-negligible” were significantly different between 5-years

T2D severity clusters. Thirteen were more prevalent in 5y-Severe patients (CDe>0),

versus 3 in 5y-Mild patients (CDe<0) (Figure 2D). Most species (12/13) associated with

the 5y-Severe cluster were members of the Bacteroidia class, further confirming its

association with T2D severity. Phocaeicola dorei was the species with the highest

association to T2D severity (CDe=0.52, q=0.002), closely followed by Bacteroides

fragilis (CDe=0.46, q=0.004) and Bacteroides caecimuris (CDe=0.416, q=0.01).

Importantly, 4 species (noted # on the Figure 2D) remained significant when the

comparison was controlled for metformin intake, suggesting their strong and

metformin-independent association with T2D severity. Of note, 1 species out of 13 from

the Actinobacteria class was significantly different according to patients’ T2D severity

clusters (Bifidobacterium angulatum), and 0 out of 2 was from the Epsilonproteobacteria

class, suggesting that the observed differences of these two classes are marginal

(Figure 2C).

Furthermore, we found strong correlations between clinical parameters defining T2D

severity with almost all species found to be associated with variables linked to T2D

severity (Figure 2E). Only two species correlated with 5-years body weight and weight

kinetics. Finally, we evaluated the performance of these species at classifying patients’

5-years T2D severity clusters, and particularly whether some Bacteroidia species

appeared relevant for such classification tasks. Using a 10-fold cross-validated lasso

regression on a 60% partition of our cohort (train, n=59), we highlighted 7 contributing

species, including Streptococcus agalactiae, Lachnoclostridium sp. YL32, Bacteroides

fragilis and Phocaeicola dorei (Fig. S9). Considering the smaller prevalence of the

5y-Severe cluster (30%), most of the separation importance is attributed to species

associated with a Mild T2D severity (Fig. S9). Next, we trained a classification model

based on these 7 species and evaluated its performances using the remaining part of

our cohort (test, n=30). The areas under the ROC curves (AUROCs) are similar

between the test and train partitions, reaching respectively 0.78 and 0.76 (Figure 2F).
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As for comparison, this 7-species model slightly outperforms a similar classifier built

using HbA1C and fasting blood glucose levels, two clinical parameters highly

contributing to the definition of T2D severity clusters (Figure 2F and Table S1).

Finally, we defined T2D severity clusters for patients of our baseline cohort by

projecting their clinical data on the PCA built on our main cohort (see Methods and Fig.

S8A). The important increase of the class Bacteroidia was already present before

RYGB in the Severe cluster (Fig. S8B). Tannerella forsythia was also found in the GM of

Severe patients from this baseline cohort (Fig. S8C).

Overall, we demonstrated that species from the Bacteroidia class represent a major

signature of T2D severity both before and 5-years after RYGB. Interestingly, subjects

who experienced major T2D improvement after RYGB (i.e., 5y-Rep+ patients) do not

present this enrichment in Bacteroidia, despite being in the Severe cluster before RYGB

(Fig. S6).

Fecal transfers in mice induced a transfer of the donors’ metabolic alterations.

To move beyond associations, we explored the causality linking post-RYGB GM

composition and long-term T2D improvements by performing human to mice fecal

microbiota transfers (FMT).

Thirteen patients (9 from the 5y-Severe cluster, and 4 from the 5y-Mild) were

selected based on their clinical profiles and anti-T2D drug usage, and were recalled for

a clinical meeting in the hospital. According to their 5-years T2D severity cluster, these

13 patients strongly differed on parameters associated with T2D severity, but not on

other clinical variables (Table 2). Of note, to avoid any potentially confounding factors

linked to biological sex, we selected solely women for this experiment. To account for

possible GM modulation induced by medications, we selected 5y-Severe patients on the

full spectrum of glucose-lowering treatments: 3 were taking both metformin and insulin,

3 were on insulin but not metformin, and 3 others solely on metformin. All 5y-Mild

donors were free of medication.
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After having collected stool samples, we confirmed by ONT sequencing that the GM

of the selected donors harbored the features associated with their respective cluster.

Out of the 16 aforementioned species significantly associated (either positively or

negatively) with T2D severity (Figure 2D-E), the differences were indeed observable in

the donors, except for Alistipes finegoldii and Bacteroides vulgatus (Fig. S10).

FMT were performed in a model of juvenile conventional mice which GM was

depleted using broad-spectrum antibiotics and laxatives (27). Mice were fed a high-fat,

high-sucrose (HFHS) diet and were followed for 14 weeks (Figure 3A). To avoid

statistical imprecision due to pseudoreplication (20), all statistical analyses were

performed on the mean of each donors’ 4 animals.

Throughout the follow-up, no difference in body weight and composition were

observed within the recipient animals (Figure 3B). Daily (Figure 3C) and cumulative

food intakes (Fig. S11A) were higher in the 5y-Mild recipients (“r-Mild”). The difference

of cumulative food intake summed up to about 13 grams of diet per r-Mild mouse (+6%,

p=0.03 - Fig. S11A-B). As there was no difference in body weight, we hypothesized that

the difference in food intake could be compensated by either decreased energy

absorption or increased expenditure. We used bomb calorimetry to estimate the caloric

content of the animals’ feces, and found that the daily caloric excretion was higher in the

r-Mild animals (Figure 3D), which, associated with a trend towards higher daily fecal

output (Fig. S11C), resulted in an overall decreased energy efficiency (Fig. S11D).

Therefore, the amount of daily absorbed calories was similar between the two groups

(Figure 3E).

To evaluate whether FMT induced alterations of the mouse's metabolic phenotype,

we performed an oral glucose tolerance test (OGTT) 11 weeks after the FMT. As

compared to recipients from the 5y-Mild donors, recipients from 5y-Severe patients

(“r-Severe”) had a significantly impaired glucose tolerance, with significantly higher

glycemia at the 15 minutes peak and slower clearance of blood glucose (Figure 4F-G).

Insulin levels during the OGTT displayed significantly increased levels at fasting
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(p<0.05) and at the 30 minutes timepoints (p<0.05) in the r-Severe group, suggesting

increased insulin-resistance, in agreement with higher HOMA-IR and decreased

QUICKI index values (Figure 4I-J). When considering the donor’s treatment group

(either metformin only, insulin without metformin or metformin & insulin), both

insulin-only and insulin+metformin recipients showed similar profiles (Fig. S12).

Interestingly, recipients from metformin-only donors presented a different phenotype of

intestinal absorption and glucose tolerance, closer to that of the recipient from the

non-treated patients. Conversely, they presented the highest insulin secretion during the

OGTT, and therefore showed the same alterations in insulin resistance/sensitivity

indexes as other 5y-Severe recipients (Fig. S12). Overall, these results suggest that the

5y-Severe GM (regardless of the donors’ medications for T2D) induced perturbations of

glucose tolerance and insulin-sensitivity in recipient animals.

To assess the transfer of the donors’ phenotype, we correlated donors’ clinical

variables to recipient animals’ phenotypic variables (Fig. S13). Interestingly, recipients’

terminal body weight and fat mass positively correlated with their donor’s body weight,

underlying a partial transfer of patient’s corpulence. Similarly, the area under the curve

of the OGTT, HOMA-IR and QUICKI indexes correlated or showed tendencies towards

a positive relationship with the donor’s HbA1C and/or fasting blood glucose (Fig. S13).

These observations confirmed that the FMT allowed for a partial transfer of glucose

homeostasis profile. Finally, tissue harvesting revealed that r-Severe animals presented

an increase in liver and visceral adipose tissue masses relative to their body weight

(Figure 3K-M).

Importantly, all of these results remain valid in the context of DR/non-DR, as all

donors from the 5y-Mild cluster were in DR, and all patients in the 5y-Severe group

were in non-DR (Table 2).

Several Bacteroidia species associated with T2D-severity associate with

recipients’ metabolic alterations upon FMT

244



GM composition 11 weeks after the initial inoculation was determined using the

MinION from ONT following the same protocols used for our human cohorts. We first

evaluated long-term engraftment and persistence of the donors’ GM the recipient

animals. We found that a mean of 60% of the donor’s species were detected in their

respective recipients, without differences according to the donors’ clusters (Figure 4A).

A major observation was that the donor and their treatment-group are the variable

explaining the highest proportion of variation within the recipients’ GM composition

(Figure 4B), demonstrating that the FMT induced specific and long-lasting changes

within the recipients’ GM (Figure 4B).

Evaluation of differential class relative abundances between r-Mild and r-Severe

animals revealed a strong increase in Bacteroidia (+37%, p=0.035) (Figure 4C) in

r-Severe mice. At the species level, we found differentially abundant species

(representing at least 0.1% of the total GM, n=75) across the donor’s T2D severity

clusters (Figure 4D). Out of the 15 differentially abundant species (qFDR<0.1) observed

across the donors’ T2D severity clusters, 9 were more prevalent in r-Mild animals

(CDe<0), and 6 in the r-Severe (CDe>0) (Figure 4D). Five out of the 6 species

increased in the r-Severe animals belonged to the class Bacteroidia, and were more

prevalent in humans from the 5y-Severe cluster (Figure 2D). The top three bacterial

species, namely Bacteroides fragilis, Phocaeicola dorei and Bacteroides caecimuris,

were indeed the top three species found to be associated with the Severe cluster in

humans (Figures 4D and 2D). When considering pseudoreplication, 5 species remained

significantly different across the donors’ clusters: the top three Bacteroidia species

(Bacteroides fragilis, Phocaeicola dorei, Bacteroides caecimuris) as well as two Bacilli:

Lacticaseibacillus paracasei and Streptococcus gallolyticus.

We next correlated both donors’ and recipients’ abundances of the 5 species which

remained significant when pseudoreplication was accounted for, in order to evaluate

their engraftment (Fig. S14). These correlations showed that donors’ and recipients’

abundances of both Bacteroides fragilis and Phocaeicola dorei were significantly
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correlated (Spearman ρ=0.85 and 0.31, p<0.001 and 0.03, respectively - Fig. S14). This

was not the case for Bacteroides caecimuris, nor for the abundances of the 2 species

increased in r-Mild animals, Lacticaseibacillus paracasei and Streptococcus gallolyticus.

Finally, we examined the relationships between the 15 bacterial species presented in

Figure 4D and the phenotype of recipient animals. Amongst these species, several

which were increased in r-Severe animals strongly correlated with glucose tolerance

variables (AUC, glycemia and insulinemia during the OGTT), with insulin-sensitivity

indexes (HOMA-IR, QUICKI) and fat-mass (Figure 4E). Interestingly, most bacteria

increased in r-Mild animals did not correlate with any glucose tolerance parameters,

except for negative associations with Erysipelotrichaceae bacterium I46,

Lactiplantibacillus plantarum and Latilactobacillus curvatus (Figure 4E).

Of note, 75% of the recipient animals GM is composed of species from the Bacilli

class, mostly Lactococcus lactis, which represents by itself 60% of the total murine GM

(Figure 4C). Lactococcus lactis has been described as a dietary contaminant of high-fat

diets containing dairy byproducts (28), which was the case for our diet.
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Discussion

By combining clinical and preclinical studies, we demonstrated that the long-term

persistence and severity of T2D after RYGB is associated with an enrichment of several

species of the class Bacteroidia. Moreover, we showed for the first time that

human-to-mice FMT induces an alteration of blood glucose homeostasis in recipient

animals through the transfer of species that were associated with T2D severity in

humans. Therefore, the GM appears to be partly involved in the deterioration and/or the

maintenance of T2D after RYGB.

Long-term DR is a key clinical outcome for patients undergoing BS, as it is

associated with major improvements of a series of comorbidities, leading to an overall

reduced mortality (7). However, DR does not concern all patients, and a non-negligible

proportion of them experience T2D relapse during the follow-up (9, 10). These

observations already outline the need for (i) early detection of patients at risk of

escaping the beneficial effects of RYGB, and (ii) for adapting care management and

follow-up of these patients. In this direction, several predictive scores of DR induction

and maintenance have been proposed, which rely mainly on the baseline severity of

T2D (12).

However, a non-DR status according to the ADA’s definition of DR (8) does not

necessarily describe the severity of the persisting T2D. It relies on a restricted set of

variables of T2D control (HbA1C, fasting blood glucose and use of glucose-lowering

drugs), and its strict thresholds cannot grasp the heterogeneity of persisting T2D.

Indeed, the severity of T2D in non-DR patients can range from mild (next to normal

HbA1C levels with no treatment or solely metformin), to a persisting high severity (high

HbA1C levels despite the combination of potentially several glucose-lowering drugs).

To counteract these limitations, we used hierarchical clustering to build clusters of

T2D severity at baseline, 1-year and 5-years of follow-up on a cohort of 100 deeply
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phenotyped patients. We confirmed that patients’ metabolic phenotype strongly differed

at all time-points according to their T2D severity cluster, and identified poor, good and

stable trajectories of long-term metabolic improvements. Although we found major

similarities between T2D severity clusters and DR statuses, our clustering approach led

to the classification of 21% (n=21) of the non-DR patients in the 5y-Mild cluster, as they

were clinically and metabolically closer to DR patients, with HbA1C and fasting blood

glucose values close to the ADA’s thresholds, while requiring minimal glucose-lowering

medications. Our clustering methodology therefore helped accurately classify patients

according to their metabolic phenotype. It also allowed for baseline T2D-severity

classification (which is not possible with the definition of DR).

By analyzing patients’ GM composition 5-years after RYGB, we revealed specific

bacterial signatures associated with T2D severity. Compared to 5y-Mild patients, those

in the 5y-Severe cluster presented an enrichment of the class Bacteroidia, as well as of

several bacterial species including Phocaeicola dorei, Bacteroides ovatus, Bacteroides

vulgatus, Bacteroides thetaiotaomicron and Alistipes finegoldii. These species were

associated with the alteration of glucose homeostasis markers.

The negative impact on the host of some of these bacteria was already proposed in

the literature. For instance, Sun et al., showed that a 3-day metformin treatment in

newly-diagnosed T2D individuals led to a decreased abundance of Bacteroides fragilis,

which contributed to the antidiabetic effect of the drug (29). Using mice, they

demonstrated that the supplementation of Bacteroides fragilis induced a complete blunt

of metformin-induced benefits on glucose homeostasis (29). Intriguingly, they also

observed that metformin reduced the abundance of several bacteria that were found

increased in 5y-Severe patients. This raises questions regarding the long-term effect of

metformin on the GM composition after RYGB, as almost 70% of our patients in the

5y-Severe cluster were taking metformin. Importantly, Sun et al., included 22 newly

diagnosed (therefore untreated) and slightly overweight (mean BMI = 25 kg/m2) patients

with mean HbA1C and fasting blood glucose values of 7.9% and 9.7 mmol/L,

respectively (29). In contrast, our patients were severely obese (mean BMI = 35 kg/m2),
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had a long duration of T2D (21.5 years) and were receiving several other

glucose-lowering drugs in addition to metformin to control their T2D after RYGB.

Therefore, we cannot exclude that the initial beneficial action of metformin on members

of the Bacteroidia class might lessen with time, particularly in subjects with long-lasting

history of obesity- and T2D-associated GM dysbiosis. Moreover, the impact of

metformin (and potentially other drugs (30)) on the GM may also differ between patients

who underwent BS and non-operated subjects, although remains to be evaluated.

Reports on the effect of both Bacteroides vulgatus and Phocaeicola dorei are

conflicting. We previously showed that Bacteroides vulgatus was associated with an

altered metabolic profile during severe obesity (5), which corroborated a study showing

its positive association with insulin resistance (31). A randomized clinical trial comparing

prebiotics and placebo found Bacteroides vulgatus to be decreased by the prebiotics, in

association with moderate metabolic improvements (32). However, another study

presented a positive impact of Bacteroides vulgatus and Phocaeicola dorei

administration on systemic inflammation and cardiovascular risks (33), which goes

against other reports presenting these two bacteria as inducing intestinal inflammation

during ulcerative colitis (34). Overall, these differing results may arise from different

population characteristics, disease states, medications, or bacterial strains. Indeed, two

different strains of the same species can induce distinct phenotypes (34–36).

On the flip side, we also found 3 species associated with a mild T2D affection (i.e.,

in Stable-Mild and 5y-Rep+ patients): Streptococcus agalactiae, Bifidobacterium

angulatum and Ruminococcus albus. To date, only Streptococcus agalactiae was ever

described in the context of metabolic alterations, as it was found in diabetic foot wounds

(37), and in the subgingival microbiota of patients with impaired glucose homeostasis

(38). Although these associations ought to be confirmed in other cohorts (especially in a

post-BS setting), these bacteria may represent interesting targets for preclinical in-vivo

supplementation studies. Of note, Tannerella forsythia was found increased in patients

with Severe T2D in the independent baseline cohort, and was also significantly higher in

good responders (5y-Rep+) as compared to 5y-Mild patients in our 5-years cohort.

249

https://www.zotero.org/google-docs/?v1oJR8
https://www.zotero.org/google-docs/?OCrd0i
https://www.zotero.org/google-docs/?cCGOsL
https://www.zotero.org/google-docs/?yv0Ne2
https://www.zotero.org/google-docs/?W9VWb0
https://www.zotero.org/google-docs/?wHxUOL
https://www.zotero.org/google-docs/?B3ZmZL
https://www.zotero.org/google-docs/?De3L2E
https://www.zotero.org/google-docs/?U2nxDB


Therefore, it may represent a signature of baseline T2D severity, which persists after

RYGB regardless of metabolic improvements. Interestingly, Tannerella forsythia is also

a Bacteroidia species found in the subgingival microbiota of obese subjects (39) and is

decreased in patients with uncontrolled T2D (40). The interest for oral microbiota during

metabolic disease is increasing and ought to be more extensively explored after BS,

especially in regards to metabolic improvements. Taken together, abundance of some of

these bacterial species provide good performance for classifying T2D severity, which

suggest that GM data before and/or after BS intervention may help improve the

predictive performances of DR predictive scores (17).

A keystone observation of our study is that good responders at 5-years (5y-Rep+)

were almost indistinguishable from Stable-Mild patients, both clinically and regarding

GM composition. We also showed that the enrichment of species from the Bacteroidia

in patients 5-years post-RYGB was retrieved in patients before the surgery in the

Severe T2D severity cluster. This thereby suggests that post-RYGB metabolic

improvements (leading to cluster transitions from Severe to Mild) are concomitant to a

restoration of a “Mild profile” of the GM. We acknowledge that this finding must be

further examined in a cohort with kinetic analysis of the GM in the same subjects, which

was unavailable in these cohorts. However, these GM changes in the 5y-Rep+ patients,

which also include an increase in the class Actinobacteria, are concordant to previous

findings observed in a small powered study (19). Importantly, the authors also showed

no change in the abundance of Bacteroidia in non-DR patients, thus corroborating our

observation in both baseline- and 5y-Severe patients.

Importantly, we showed for the first time that these T2D-associated hallmark

alterations were partially transmittable to mice via FMT. Indeed, the culprit of most

GM-centered studies is inference of causality from correlations or associations, which

does not necessarily translate towards in vivo validations (20, 36). As previously

mentioned, FMT studies in murine models of BS presented limited effects on both

adiposity and glucose homeostasis (16, 25, 26). In the present study, GM transfers were

effective at inducing both GM and phenotypic alterations related to that of the donors,
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including perturbations of glucose tolerance and insulin sensitivity. Most interestingly, we

found strong similarities between the donors and their recipient animals’ metabolic and

corpulence phenotypes, as well as between donors’ and recipient specific bacterial

abundances. These results confirm the involvement of the GM in T2D severity and

persistence after RYGB.

We performed FMT in a model of juvenile microbiota-depleted mice (27). We

recently proposed this model as an alternative to germ-free rodents, which harbor

physiological alterations, some of which persist after conventionalization (41). This

model has been used to perform human-to-mice FMT (23, 42, 43) and has shown

satisfactory engraftment capabilities. Here, 60% of the detected species within the

recipient animals were found in their respective donors, a level concordant with the

literature and to the level of germ-free animals (44). It is also important to mention that

we used multiple donors, which allowed for a relative diversity in terms of patients’

metabolic phenotype and medications, known to impact the host’s GM (30, 45).

Moreover, we followed the recommendations proposed by Walter and colleagues (20) to

limit statistical biases due to pseudoreplication. Overall, we believe that these

methodological precautions strengthened our conclusions.

While our study has to date the largest cohorts (n=36 at baseline and n=100 at

5-years) of extensively phenotyped patients studying GM features in the context of

post-RYGB metabolic improvements, we are aware of some limits. We only included

patients who underwent RYGB, most of whom were women of Caucasian descent.

Therefore, our observations ought to be replicated on diverse populations and different

BS types. Regarding the GM analyses, the 2 time-points of sequencing were not

matched, therefore limiting results interpretation at the individual level. We did not have

access to longitudinal fecal samples (i.e., prior and after RYGB), and therefore recruited

another independent cohort for confirmation purposes. Finally, ONT sequencing was

used for both human and mice GM exploration. ONT is discussed as a relatively

error-prone technique, although we recently demonstrated consistent results between

ONT, Illumina and SOLiD sequencing (46).
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In conclusion, we herein report an accurate clustering method to grasp the

magnitude of T2D improvements after RYGB, which allowed for the identification of a

net enrichment in Bacteroidia in severe cases of T2D both before and 5-years after

RYGB. Parts of Bacteroidia fraction of the GM were transferred upon FMT and

negatively impacted the glucose homeostasis of recipient mice, confirming the causal

involvement of the GM in long-term T2D persistence and severity. In addition, we

observed that post-RYGB cluster transitions due to important metabolic improvements

are associated with a strong decrease in Bacteroidia. This suggests that restoring a

“healthier” GM profile by eventually promoting other bacterial classes/species may help

improve the metabolic phenotype of patients both before and after BS. Several

interventions have shown GM-modulating properties, such as dietary and/or life-style

interventions (47), pre- or probiotics (32, 48), pharmacological drugs (30, 45), or even

FMT from metabolically healthy subjects (49). There is now a need to examine the

benefits of such interventions in post-BS settings.
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Materials and Methods

Study design and participants.
The aim of the present work is to explore the implication of the GM in the

modulation of T2D after RYGB. We studied two subgroups of 136 patients in total, from

our prospective bariatric surgery cohort “BARICAN” (Bariatric Surgery Cohort of Institute

of Cardiometabolism and Nutrition) who had T2D at baseline, underwent RYGB, and for

whom we had access, for the first subgroup (n=100) to stool samples collected during

the 4-7-years clinical follow-up appointment (Fig. S1), as well as preoperative fecal

samples for the second subgroup (n=36). GM sequencing was performed using the

MinION from ONT. Of note, 1 patient out of 100 had to be excluded from all GM

analyses due to aberrant GM profile (see Supplementary Methods).

To explore causality, we selected 14 patients based on their clinical profile before

and after RYGB. Patients came for a clinical visit at the Nutrition department, during

which stool samples were collected, and immediately prepared to ensure bacterial

viability upon -80°C freezing. These FMT solutions were then inoculated to groups of

four 3-weeks old SPF male C57bl6/j mice, a sample size determined on the basis of

prior experience, pilot experiments and statistical pertinence. Upon delivery in our

animal facility, mice were dispatched in 1 cage of 4 mice per donor. They were placed

on a “western” diet enriched in fat and sucrose, and were subjected to our previously

described microbiota depletion protocol (1 week of antibiotics and 1 day of laxative

treatments) prior to receiving 3 days of inoculation with the donor’s GM (27). Of note,

one cage of animals had to be excluded from the experiment due to a leak in its water

supply (a 5y-Severe donor). As such, these animals were excluded from all analyses

presented in this paper. Further detailed information about experimental procedures and

data analyses are available in the Supplementary Material and Methods.
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Hierarchical clustering to stratify pre- and post-RYGB T2D severity
Groups of T2D severity were built by integrating 7 clinical variables selected based

on routine association with T2D severity and control in clinical settings: HbA1C, fasting

blood glucose, T2D duration, patients’ age and sex, as well as T2D treatments

information (total number of glucose-lowering agents and insulin requirements). This

integration was performed using Principal Component Analysis (PCA from FactoMineR)

at each time point concomitantly, to ensure that clusters’ definitions were constant

throughout the follow-up. Three PCA components were kept (Kaiser-Guttman rule,

eigenvalues ≥1). Clusters of T2D severity were then defined by using Hierarchical

Clustering on Principal Components (HCPC from FactoMineR), and were named as

“Severe” or “Mild” according to clusters’ clinical characteristics, presented in Fig. S3.

Donor patients’ recall and inoculum preparation for human to mice FMT
The 14 donors were recalled by the medical team of the Service de Nutrition of the

Pitié-Salpêtrière Hospital around 5-years after their RYGB. During their clinical visit,

fresh stool samples were collected. No patient declared any intake of antibiotics prior to

the feces collection. Stool samples were maintained in closed plastic pots under

anaerobic conditions (GenBag-anaer™, BioMérieux). Feces were then sampled,

weighted, and diluted (10% weight/weight dilution) in an anoxic cryo-preserving solution

(see Supplementary Materials) before being homogenized using a hand-held

Ultra-Turrax homogenizer (T10 Basic Ultra-Turrax™, IKA). Slurries were then filtered on

three layers of sterile gauzes, and were aliquoted in 5 ml tubes before being stored at

-80°C until usage.

Mouse study: experimental design
Male specific pathogen-free weaning C57Bl6/j mice were obtained from Charles

River Laboratories (France) and were housed in groups of 4 animals per cage (one

cage per human donor). Animals were maintained on a 12-hour light-dark cycle with

ad-libitum access to water and a “western” diet enriched in lipids and sucrose (19.5%

w/w protein (mostly casein), 35% w/w sucrose, 5% w/w fibers, 21% w/w fat (mostly

butter) - D12079Bi from Research Diet). Mice were housed in individually ventilated
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cages, which were changed every week. Food, bedding and enrichments were

irradiated at 10 kGy. Drinking water was filtered and treated with 2 ppm chlorine. All

animals were sacrificed 14 weeks after the beginning of the experiment. A summary of

the experimental design is presented Figure 2A, and all murine-related experimental

procedures are available in the Supplementary Material and Methods.

Human and murine gut microbiome analysis
Details about fecal DNA extraction, library preparation, ONT MinION sequencing

and bioinformatic processing are available in (46) and in the Supplementary Material

and Methods. Briefly, human and murine fecal DNA were extracted using a protocol we

recently described (46) adapted from the PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit

(A29790, Invitrogen). DNA libraries were prepared according to the ONT’s instructions.

We used the Ligation Sequencing Kit 109 (SQK-LSK 109, ONT), with multiplexing

(EXP-NBD104, ONT) so that up to 12 samples were sequenced at the same time on the

same R9 flow-cell in the MinION sequencer. Raw fast5 read files generated by the

MinKNOW™ software (ONT) were basecalled and demultiplexed using Guppy (version

2.1.3). Sequences were then mapped on an 8,000 reference genomes database using

Centrifuge. The assignment was further quality-checked using Minimap2. Final

taxonomic and abundances tables were compiled using the phyloseq package.

Statistical analysis

All analyses were conducted using Rstudio 3.10 relying on R 3.6.2. P-values were

corrected to control for multiple testing errors using the Benjamini-Hochberg method. P

or q-values were considered significant when ≤ 0.05 (or ≤ 0.1 when clearly stated).

Human Clinical Study

Continuous variables are expressed as mean ± standard deviation and categorical

variables as numbers (percentages) unless specified otherwise. Comparisons of

continuous variables were performed by ANOVA with the effect of sex and age

controlled for. For categorical data comparisons, binomial models controlling for sex and

age were used. Missing data were imputed by the variable’s median.
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Human to mice fecal microbiota transfer experiment

To avoid statistical imprecision due to pseudoreplication (artificial inflation of the

number of samples, as multiple animals are recipients of the same donor), all statistical

analyses on data concerning the recipient animals were performed using the geometric

mean of each donors’ 4 animals (unless specified otherwise). As such, 13 mean

samples (corresponding to the 13 donors) were used for comparisons. Continuous

variables are presented as mean ± error of the mean.

256



Supplementary Materials

Supplementary Materials and Methods

Fig. S1. Study flow-chart.

Fig. S2. Time-specific PCA representations of T2D severity clusters.

Fig. S3. Clinical confirmation of T2D severity clusters at each time-point of follow-up.

Fig. S4. Changes of T2D severity in RYGB patients during the follow-up.

Fig. S5. Clinical and technical covariates of GM composition in the human cohort.

Fig. S6. Minor GM differences are observed according to 5y-Mild patients’ trajectory
of metabolic improvements.

Fig. S7. No differences of GM diversity or richness can be observed across T2D
severity, despite post-RYGB increases for both parameters.

Fig. S8. Baseline GM composition of n=36 patients from the baseline cohort
according to their T2D severity.

Fig. S9. Cross-validated species importance to classify T2D severity.

Fig. S10. Donors’ T2D-severity associated species abundances are representative to
that of the whole cohort.

Fig. S11. Differences in food intake of recipient animals are marginal, whereas caloric
absorption and caloric absorption efficiency is decreased in r-Mild animals.

Fig. S12. Metabolic alterations are variable but mostly independent of donors’
treatments for T2D.

Fig. S13. Spearman rank correlations of donor’s clinical variable and an equivalent
variable of the recipient animals.

Fig. S14. Spearman rank correlations of donors and recipient animals’ bacterial
species associated with T2D severity.

Table S1. Standardized odd-ratios evaluating the association with clinical variables
and T2D severity.

Table S2. Patients’ clinical characteristics before and after RYGB according to their
5-years T2D severity clusters.
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Table S3. 5-years T2D severity clusters only differed from DR for n=21 patients.

Table S4. Comparisons of the pre-operative clinical characteristics of both the 5-years
and baseline cohorts.
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Figure captions

Fig. 1. Categorization and long-term evolution of T2D severity after RYGB. (A)
Patients’ PCA projection according to their T2D severity at all time points. ●
represent patients’ baseline position, while ▲ and ■ indicate their position at 1-
and 5-years post-RYGB, respectively. (B) Long-term trajectories of T2D
severity, and association with long-term T2D remission, which was defined
according to the ADA’s criteria (8). 5y-, 5-years; DR, T2D remission; Rep+,
good responders; Rep-, poor responders; RYGB, Roux-en-Y gastric bypass;
T2D, type-2 diabetes.
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Table 1. Clinical characteristics before and after RYGB across 5-years T2D
severity trajectories. Variables are presented as mean ± SD or as n (%).
Variance analyses were adjusted for age and sex, and within-classes were
assessed via Dunn’s tests. #: binomial models were adjusted for age and
sex. Pvalues were further corrected using the Benjamini-Hochberg method.
CDR, complete type-2 diabetes remission; PDR, partial type-2 diabetes
remission; non-DR, non-type-2 diabetes remission; Rep+, good responders;
Rep-, poor responders.
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Supplementary Material and Methods
Ethical compliance

As part of usual patient care, the BARICAN cohort is recruited and followed-up at

the Pitié-Salpêtrière Hospital Nutrition Department (Paris, France), and is approved

by CNIL (Commission Nationale de l’Informatique et des Libertés; No. 1222666) as

well as the French Ministry of Research. Patients provided informed consent, and

are part of several studies registered on https://clinicaltrials.gov (P050318 Les

Comités de Protéction des Personnes (CPP) approval: 24 November 2006,

NCT01655017, NCT01454232). These patients all met standard bariatric surgery

indications and are monitored according to national and international guidelines. As

for animals, all procedures were validated by the Comité d'Éthique pour

l’Expérimentation Animale n°5 ethical committee under agreement number #25963.

Clinical, bioclinical and anthropometric variables
The following data were collected for all patients at every time point, as

previously described (1): obesity-related comorbidities (including hypertension, T2D,

dyslipidemia), the list of treatments, T2D duration, bio-clinical data including blood

tests (lipid panels, liver enzymes, and glucose-related parameters) as well as body

composition measured by body DEXA scans (Hologic Discovery, West Bedford, MA).

Fold changes of clinical variables between time points Tx and Tx+1 (e.g. weight loss

between Tbaseline and T12m) were calculated using the following formula: [(Tx+1 value -

Tx value)/Tx value].

Classification model to attribute 5-years T2D severity clusters
Variable selection by lasso penalization was performed using cv.glmnet() of the

glmnet package on a 60% partition of the whole cohort with regards to the

prevalence of 5-years T2D severity clusters (createDataPartition() from the caret

package). The minimal lambda value was passed down to a glmnet() model, from

which variable importance was estimated with varImp() from the caret package. The

classifier was finally tuned by performing a 10-fold 10-times repeated cross-validated

regression on the train cohort with train() from the caret package. The performances

on the train cohort, remaining patients (test cohort) were estimated using

confusionMatrix() from the caret package and roc() from the pROC package.
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Cryopreserving solution for Inoculum preparation
The cryopreserving solution consisted of anoxic solution composed of 10%

glycerol and 10% skim milk (ref 70166 - Sigma-Aldrich) and a cocktail of reducing

agents (L-cysteine (1 g/L - C7477), sodium ascorbate (1g/L - A7631), L-glutathione

(0.1 g/L - G4251), and uric acid (0.2 g/L - U2625) - all from Sigma-Aldrich) in order to

promote bacterial survival upon freezing and thawing.

Hierarchical clustering to stratify pre- and post-RYGB T2D severity
To avoid an increase in T2D severity due to time passing while including

time-sensitive parameters, T2D duration and patients’ age baseline values were

used for each time point for the PCA projection.

The HCPC algorithm initially proposed to divide our cohort in three clusters.

However, one of the clusters was gathering all male patients from the cohort,

whereas the two others were all female. As such, we decided to decrease the

number of clusters to two, among which male patients were homogeneously

distributed.

Gut microbiome analysis

Fecal DNA extraction

Frozen stool samples were weighted (200 mg of human sample or 20-40 mg of

mouse sample) and underwent both chemical and physical lyses twice to extract

most of the nucleic acids. Samples were deproteinated using Proteinase K

(3115844001, Roche Diagnostics), treated with DNAse-free RNase (12091021,

Invitrogen), and further purified on the PureLink™ Microbiome DNA Purification

(A29790, Invitrogen) kit’s columns after steps of precipitation/resolubilization. Fecal

DNA purity was assessed using a NanoDrop™ ND-1000 spectrophotometer

(ThermoFisher Scientific), its concentration was determined using a Qubit™

fluorometer (Invitrogen™) and fragments integrity using the BioAnalyzer™ (Agilent)

with the DNA 12000 kit.

Bioinformatic data processing - taxonomic binning

Sequence files were used for taxonomic binning using two different reference

resources. The first one relies on Centrifuge for the taxonomic binning of individual

reads, based on a comprehensive reference database of more than 8,000 reference

genomes from prokaryotes and viruses (including both human and mouse reference
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genomes). To remove spurious taxonomic assignments, we further mapped the

reads against their corresponding reference genome using Minimap2. Only

sequences with a minimum mapQ score of 5 were retained. Species abundance

tables were finally generated by summing the counts of each NCBI taxonomic IDs

from the mapQ-filtered Centrifuge results. Reference taxonomic tables were

reconstructed from Centrifuge NCBI taxonomic IDs using the R package taxize into a

S4 phyloseq object.

More than 31 millions reads were generated for our 188 samples (100+36+52),

with an average read size of 2.5 kb. For the human analyses, the number of reads

was rarefied with seed to 48,000 reads per sample prior to analyses, a threshold

allowing for the inclusion of all patients while ensuring similar sequencing depth. For

the recipient animals, two sets of rarefactions were performed: one at 65,000 reads

for comparing the donors and their recipients animals, and one at 113,000 reads for

within-animals comparaisons, in order to always use the maximum sequencing depth

possible. Throughout all analyses, the same seed (number 711) was employed to

ensure results’ reproducibility of results with random components.

GM data analysis

One patient from the 5y-Mild cluster had to be excluded from all analyses, as

they were a major outlier (true outlier detected using a rosnerTest with k=5 (5% of

the total number of patients) and ɑ=0.001) on 5/16 of the species differing between

T2D severity clusters (Figure 2).

dbRDA were performed using capscale() from the vegan package with a

Bray-Curtis β-diversity matrix as entry, itself computed using vegdist() from the same

package. Cliff’s delta effect-size estimates were determined using cliff.delta() from

the effsize package. All analyses on abundance data were performed after

rarefaction and exclusion of rare taxa (detected in less than 20% of the samples).

Relative abundances values were calculated for each sample by dividing the rarefied

abundances by the sum of the abundances.

To assess the implantation of the human GM in recipient animals, we separately

rarefied donors and recipients unrarefied and unfiltered phyloseq objects. Species

present in the donor object only were counted, as species from the recipients’ object.

Then, both objects were merged. A presence/absence study was then performed by
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counting zeros within the abundance table. Engraftment of the human microbiota

was then determined by dividing the number of common species of the donors and

their recipient animals by the total number of species of the human samples.

Mouse-study experimental procedures
Body weight and food intake were monitored once a week. Body composition

was assessed every two weeks using a LF90 Minispec+ scanner (Brucker). Stool

pellets were collected every two weeks and were immediately placed in liquid

nitrogen before being stored at -80°C. Mice were systematically handled under

dedicated hood with a laminar flow; gloves were changed between the handling of

each group/donor, and all instruments and working area were disinfected with

hydrogen peroxide 3% vol/vol to prevent cross-contaminations.

Antibiotics-induced Gut Microbiota Depletion and fecal microbiota transfers
To deplete the endogenous GM of our animals prior to the inoculation, all

animals were gavaged with a cocktail of broad-spectrum antibiotics over 7 days (2)

upon their arrival at the animal facility. The antibiotic solution containing 200 mg/kg of

ampicillin (A9393, Sigma-Aldrich), neomycin (N1876, Sigma-Aldrich) and

metronidazole (M1547, Sigma-Aldrich), as well as 100 mg/kg of vancomycin (V2002,

Sigma-Aldrich) diluted in sterile tap water was prepared and stored at -20°C until

usage. Antibiotics were administered once a day (in the morning) for a week. During

that time, cages, bedding and food pellets were renewed regularly to prevent

re-contaminations, as mice are coprophagic. In the afternoon of the 7th day, animals

received 700 µL of a solution of polyethylene glycol (PEG), a laxative treatment used

to flush out the residual microbiota and antibiotics from the intestinal lumen. The

PEG solution was prepared using Colopeg™ (Bayer), which contains PEG 3350

(77.5 g/L), sodium chloride (1.9 g/L), sodium sulfate (7.4 g/L), potassium chloride

(0.98 g/L) and sodium bicarbonate (2.2 g/L). The laxative powder was diluted in

sterile tap water (according to the manufacturer's instructions), filtered on a 0.22 µm

membrane and stored at -20°C until usage. The administration was divided in two

equal volumes that were gavaged within 1 hour after a 2-hours fast. The PEG

treatment was performed a second time in the morning of the 8th day following the

same procedure. Throughout the microbiota depletion protocol, animals were closely

monitored and showed no sign of suffering.
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For the inoculations, frozen tubes (1 per donor per day) were thawed in ~30°C

water for 30 seconds and were agitated once by inverting prior to opening. 300 µL of

fecal slurries were then inoculated to each animal by gavage during three

consecutive days. To ensure long-lasting microbiota engraftment, one gavage with

FMT solutions was performed every 4-5 weeks during the follow-up (see Figure 3A).

Mice Metabolic Phenotype Exploration
An oral glucose tolerance (OGTT) was performed 11 weeks after the initial

inoculation. Mice were fasted for 6 hours in clean cages with ad-libitum access to

water but not food. Once fasted, all animals were gavaged with 2g/kg of a 30%

glucose solution (Lavoisier). Blood glucose levels were measured using Accu-Chek®

PERFORMA glucometer (Roche Diabetes Care) through tail clipping 30 minutes

before and at the moment of the gavage, as well as 15, 30, 60 and 90 minutes after.

Furthermore, 30 µL of whole blood were drawn using EDTA-coated capillaries

(16.444 - Sarstedt) at baseline, 15, 30 and 60 minutes after the gavage for further

cytokine quantification. Plasma was collected by centrifuging the blood samples at

13,000g for 3 minutes at 4°C and kept at -20°C until usage. At the end of the

experiment, animals were placed back into their respective cages with ad-libitum

access to both food and water. The area under the curve (AUC) of the OGTT was

determined using the trapezoidal method. A constant area value was subtracted to

all AUCs, representing the area below the smallest blood glucose value. HOMA-IR

and QUICKI insulin resistance/sensitivity indexes were computed using the following

formulas: [HOMA-IR = (fasting blood glucose (mg/dl) * 0.0555 * fasting insulin

(mU/L)) / 22.5]; [QUICKI = 1/(log(fasting blood glucose (mg/dl)) + log(fasting insulin

(mU/L))].

Intestinal Energy Absorption
Thirteen weeks after the inoculation, mice were placed on metal grids within their

cages emptied of any beddings. Feces and food residues that passed through the

grids were collected and weighed every 24 hours for 3 consecutive days. During the

experiment, food intake and spillage were monitored daily. Feces were dried at 37°C

for 48 hours and re-weighed. Total caloric content (kcal/g) of both the diet and feces

was determined by bomb calorimetry (C200™, IKA) at the UMR1388 GenPhyse

(INRAE Occitanie Toulouse, France). The net intestinal energy absorption capacity is
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expressed as a percentage of total energy ingested and represents the proportion of

ingested energy that was not recovered in feces.

Cytokine and liver lipids quantification
Circulating cytokines were quantified in plasma samples collected during the

OGTT using a MILLIPLEX™ Mouse Metabolic Hormone Panel - Metabolism

Multiplex Assay (Merck) using a Luminex™ (LX200) following manufacturer's

instructions.
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Fig. S2. Time-specific PCA representations of T2D severity clusters. Patients’
positions according to their T2D severity (A) before RYGB, (B) at 1-year
after, and finally (C) 5-years after the surgery. RYGB, Roux-en-Y gastric
bypass; T2D, type-2 diabetes.
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Fig. S3. Clinical confirmation of T2D severity clusters at each time-point of
follow-up. Each variable included in the clustering methodology was
compared according to patients’ assigned T2D severity cluster. (A)
HbA1C levels (%). (B) Fasting blood glucose levels (mmol/L). (C) T2D
duration (years). (D) Patient’s age (years). (E) Number of total
glucose-lowering drugs (n). (F) Insulin requirements (n). (G) Patient’s sex.
DR, type-2 diabetes remission; F, female; M, male; RYGB, Roux-en-Y
gastric bypass; T2D, type-2 diabetes.
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Fig. S4. Changes of T2D severity in RYGB patients during the follow-up. T2D
severity clusters at baseline, 1-year and 5-years post-RYGB, were
constructed using 7 clinical variables associated with T2D control and
severity: HbA1C, fasting blood glucose, T2D duration, age, sex, number
of glucose-lowering drugs and insulin requirements (see Methods).
Numbers written on alluviums indicate the number of patients following
this path. 5y- 5-years; Rep+, good responders; Rep-, poor responders;
RYGB, Roux-en-Y gastric bypass.
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Fig. S5. Clinical and technical covariates of GM composition in the human
cohort. Effect-size of GM variation explained in univariate models of
distance-based Redundancy Analyses (dbRDA) based on genus-level
ß-diversity matrix. Bolded variables are associated with the methods used
to sequence fecal DNA (fecal DNA extraction, sequencing efficiency).
ALAT, alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase; BMI,
body mass index; GM, gut microbiome; HDL, high density lipoprotein;
RYGB, Roux-en-Y gastric bypass; T2D, type-2 diabetes.
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Fig. S6. Minor GM differences are observed according to 5y-Mild patients’
trajectory of metabolic improvements. (A) Genus-level community
ordination (PCoA based on Bray-Curtis β-diversity matrix). (B) Left:
Classes’ abundances of Stable-Mild and 5y-Rep+ patients (n=44 and 25,
respectively). Right: Relative differences in class abundances. The
“Others” class represents the sum of classes whose abundance is below
0.1% of the total ecosystem. (C) Plot of significant (p<0.05, q<0.1) and
non-negligible Cliff’s delta effect sizes between Stable-Mild and 5y-Rep+
patients (n=44 and 25, respectively) across bacterial species representing
at least 0.1% of the total ecosystem (n=95 species). Rectangles next to
the taxonomic names represent species’ classes as in the Figure B of the
panel. 5y, 5-years; PCoA, Principal coordinates analysis; T2D, type-2
diabetes.
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Fig. S7. No differences of GM diversity or richness can be observed across
T2D severity, despite post-RYGB increases for both parameters.
(A-G) Comparison of GM richness and diversity indexes across 5-years
T2D severity clusters. (H-N) Comparison of GM richness and diversity
indexes between our cohort of patients 5-years after their RYGB (n=99),
and the baseline cohort, which gathers n=36 patients. 5y, 5-years; ACE,
abundance-based coverage estimator; RYGB, Roux-en-Y gastric bypass;
T2D, type-2 diabetes.
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Fig. S8. Baseline GM composition of n=36 patients from the baseline cohort
according to their T2D severity. (A) PCA representations of T2D
severity clusters of our main cohort (Figure 1A), with the 36 patients (big
rounds with white borders) from the baseline cohort projected onto the
original PCA. Patients from the baseline cohort were attributed to either
Preop-Severe or Preop-Mild according to their relative position on the
PCA of the main cohort. (B) Left: Taxonomic classes’ relative abundances
of patients across baseline T2D severity clusters. Right: Relative
differences in class abundances. The “Others” class represents the sum
of classes whose abundance is below 0.1% of the total ecosystem. (C)
Plot of significant and non-”negligible” Cliff’s delta effect size estimates
between Preop-Mild and Preop-Severe patients across bacterial species
representing at least 0.1% of the total ecosystem (n=95 species in total).
Rectangles next to the taxonomic names represent species’ classes,
colored according to the Figure B of the present panel. 5y, 5-years.
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Fig. S9. Cross-validated species importance to classify T2D severity.
Variables are colored according to the 5-years T2D Severity cluster they
are associated to (Figure 2D). See the Methods for precise description of
the methodology employed to build the model and estimate variable
importance. 5y, 5-years; T2D, type-2 diabetes.
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Fig. S10. Donors’ T2D-severity associated species abundances are
representative to that of the whole cohort. Fold-changes were
computed as follows: [(mean(Abundance 5y-Severe) - mean(Abundance
5y-Mild))/(mean(Abundance 5y-Mild))]. Only species from Figure 2D are
represented. 5y, 5-years; T2D, type-2 diabetes.
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Fig. S11. Differences in food intake of recipient animals are marginal, whereas
caloric absorption and caloric absorption efficiency is decreased in
r-Mild animals. (A) Cumulative food intake, determined as the total
amount of food eaten over the duration of the follow-up, divided by the
number of animals in the cage. (B) Cumulative food intake at the end of
the experiment. (C) Quantity of dried feces produced daily, and measured
over 3 days, divided to the number of animals in the cage. (D) Proportion
of the total amount of caloric eaten that is not excreted in the feces.
HFHS, high fat high sucrose diet; r-, recipient.
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Fig. S13. Spearman rank correlations of donor’s clinical variable and an
equivalent variable of the recipient animals. Points representing the
geometric mean of the four mice per donor are colored according to
donor/animal pairs’ T2D severity clusters. Human variables are presented
on the y axis, whereas animal values are presented on the x axis.
Numbers within the dots represent the donors, as presented in Table 2.
Linear regression lines and 95% confidence intervals are presented. AUC,
area under the curve; HOMA-IR, homeostasis model assessment of
insulin resistance; OGTT, oral glucose tolerance test; QUICKI, quantitative
insulin sensitivity check index.
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Fig. S14. Spearman rank correlations of donors and recipient animals
bacterial species associated with T2D severity. Points are colored
according to donor/animal pairs’ T2D severity cluster. Numbers within the
dots represent the donors, as presented in Table 2. Recipients’ values
were reduced to the mean of each donor to avoid error induced by sample
inflation. Human variables are presented on the y axis, whereas animal
values are presented on the x axis. Linear regression lines and 95%
confidence intervals are presented. r-, recipients.
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Table S1. Standardized odd-ratios evaluating the association with clinical
variables and T2D severity. The Mild group was used as reference;
these OR thus evaluate the risk of being in the Severe cluster. The
variables were standardized using the following formula: zi = (xi - µ)/σ
where µ represents the variable’s mean and σ its standard deviation. #
These OR could not be computed due to a perfect separation (i.e. all
insulin-requiring patients were in the Severe cluster). CI,
confidence-intervals; OR, odd-ratios; RYGB, Roux-en-Y gastric bypass;
T2D, type-2 diabetes.
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Table S2. Patients’ clinical characteristics before and after RYGB according to
their 5-years T2D severity clusters. Values are presented as mean ±
standard deviation for continuous variables, or within-classes [n (%)] for
categorical variables. For continuous data, anova controlled for age and
sex were used to assess overall T2D severity clusters differences. For
categorical variables (noted #), binomial models adjusted for age and sex
were used to assess differences across classes. P.values were further
corrected to avoid multiple comparisons errors using the
Benjamini-Hochberg method. BMI, body mass index; RYGB, Roux-en-Y
gastric bypass; T2D, type-2 diabetes.
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Table S3. 5-years T2D severity clusters only differed from DR for n=21
patients. Values are presented as mean ± standard deviation for
continuous variables, or within-classes [n (%)] for categorical variables.
For continuous data, anova controlled for age and sex were used to
assess overall T2D severity trajectories differences, and Tukey tests were
used to assess within-trajectories differences. For categorical variables
(noted #), binomial models adjusted for age and sex were used to assess
differences across classes. P.values were further corrected to avoid
multiple comparisons errors using the Benjamini-Hochberg method. 1y,
1-year; 5y, 5-years; BMI, body mass index; DR, type-2 diabetes
remission; NDR, non-type-2 diabetes remission; RYGB, Roux-en-Y
gastric bypass; T2D, type-2 diabetes.
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Table S4. Comparisons of the pre-operative clinical characteristics of both the
5-years (n=100) and baseline cohorts (n=36). Values are presented as
mean ± standard deviation for continuous variables, or within-classes [n
(%)] for categorical variables. For continuous data, anova were used to
assess cohort differences. For categorical variables (noted #), Chi-2 tests
were used to assess differences across classes. P.values were further
corrected to avoid multiple comparisons errors using the
Benjamini-Hochberg method. BMI, body mass index; bw, body-weight;
RYGB, Roux-en-Y gastric bypass; T2D, type-2 diabetes.
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Au travers de ce travail de thèse de science, j’ai pu contribuer au développement d’un 

nouvel outil prédictif, le 5y-Ad-DiaRem, permettant de prédire le statut de rémission du DT2 à 

moyen terme après RYGB, et d’améliorer la précision de l’identification des patients à risque 

de rechute du DT2. Parmi les mécanismes impliqués dans la résolution du DT2 après CB, que 

j’ai décrits au travers de deux revues de la littérature, je me suis spécifiquement intéressé au 

microbiote intestinal. Afin d’explorer sa contribution à cette variabilité d’amélioration 

métabolique postopératoire, nous avons réalisé une étude de métagénomique qui nous a permis 

d’identifier une signature bactérienne spécifiquement chez les patients présentant un DT2 

sévère et persistant. Nous avons enfin confirmé la contribution de cette signature délétère au 

phénotype métabolique des patients en réalisant une expérience de transfert de matières fécales 

chez la souris. 

La chirurgie bariatrique est une intervention extrêmement efficace pour induire une perte 

de poids durable et une amélioration des comorbidités associées à l’obésité, aboutissant ainsi à 

une réduction de la mortalité toute cause (365). Cependant, les différentes études prospectives 

et randomisées à moyen et plus long terme (5 à 10 ans) montrent toutes une perte des bénéfices 

métaboliques induits par la CB, ce chez une proportion variable des individus selon les études 

(Tableau 7 page 100). Outre la seule distinction entre rémission et non-rémission, ces 

observations confirment la réapparition ainsi que la réaggravation de la maladie diabétique au 

fil du temps chez certains patients (229,289) nécessitant au bout de quelques mois ou années la 

remise en place de traitements, alors qu’ils avaient été arrêtés en postopératoire (225,280). 

Pouvoir identifier précocement les patients à risque de se réaggraver à long terme est un enjeu 

majeur du suivi de ces patients, dont le nombre ne cesse de croître au fil des années. La récente 

recommandation de l’ADA de traiter certains patients atteints de DT2 par chirurgie métabolique 

(199) et l’augmentation prévisible du nombre déjà croissant de CB pratiquées chaque année 

soulignent cet enjeu.  

Dans cet objectif d’identification des patients à risque, les scores de prédiction de la 

rémission du DT2 représentent des outils très utiles. Néanmoins, les scores déjà publiés, tels 

que l’ABCD score (313), le DiaRem et le DiaRem2 (309,315), l’Ad-DiaRem (312) ou le 

DiaBetter (314) n’offrent tous qu’une prédiction à court terme (< 2 ans), et les rares études 

ayant étudié leur performance à plus long terme ont toutes montré des résultats décevants 

(330,339,366). 
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L’enjeu de la première partie de ma thèse était donc d’améliorer la prédiction de la 

résolution du diabète à plus long terme. Nous avons dans un premier temps mis en évidence les 

facteurs cliniques associés à la rémission et la rechute à 5 ans, notamment par des analyses 

multivariées (ajustées sur l’âge et le sexe) des données cinétiques de notre cohorte de 175 

patients atteints d’un DT2 et ayant eu recours à un RYGB. Nos résultats montrent qu’en 

préopératoire, les patients amenés à rechuter n’étaient finalement que peu différents des patients 

ayant maintenu leur rémission, si ce n’est qu’ils présentaient un DT2 légèrement plus sévère 

(évalué par la durée du diabète et le nombre de traitements antidiabétiques), ce qui avait déjà 

été décrit auparavant (278). Cette observation explique aussi les faibles performances des scores 

comme le DiaRem ou l’Ad-DiaRem à identifier les patients rechutant, puisqu’ils sont basés sur 

ces mêmes variables de sévérité préopératoire. En définitive, les caractéristiques cliniques 

usuelles mesurées en préopératoires ne permettaient pas de réellement distinguer ces deux 

trajectoires de patients, ce qui nous a poussé à évaluer leur évolution post-CB.  

Au cours de la première année postopératoire, nous avons montré que la composition 

corporelle des patients amenés à rechuter n’évoluait pas de la même façon que les autres. En 

effet, les patients qui ont maintenu leur rémission avaient perdu près de 30% de leur poids 

initial, alors que les patients amenés à rechuter « seulement » 23%, une perte de poids d’ailleurs 

inférieure à celle des patients n’ayant jamais été en rémission. Cette différence de perte de poids 

était expliquée majoritairement par une moindre perte de masse grasse totale (-42% vs -33%, 

p<0.001), mais aussi de la masse grasse tronculaire, des bras et des jambes. De plus, les patients 

qui ont rechuté sont ceux qui ont regagné le plus de poids au cours de la première année 

postopératoire (+8% vs +2,5% pour les deux autres groupes de patients, p<0.001) avec en 

particulier une réaugmentation de la masse grasse, de telle sorte qu’ils étaient quasiment 

revenus à leur pourcentage de masse grasse préopératoire (malgré la perte de poids absolue). Si 

ces paramètres de composition corporelle sont majeurs dans la caractérisation des patients en 

cinétique, ou pour comprendre les mécanismes physiopathologiques de la rechute du DT2, les 

résultats de composition corporelle et d’histologie du TA nous ont paru trop difficiles d’accès 

pour pouvoir être inclus au sein d’un score prédictif utilisable facilement en routine clinique. 

Nous avons donc décidé de ne considérer que la cinétique pondérale, qui elle est disponible 

dans tous les centres et pour tous les patients. 

Nous avons donc fait une sélection de variables cliniques simples (accessibles via un 

interrogatoire du patient ou par analyse biologique de routine) à inclure à notre nouveau score 

en fonction de leur association significative (sur la base d’odds-ratios) avec le fait (i) de rechuter 
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par rapport au maintien de la rémission ou (ii) de ne pas être en rémission à 5 ans par rapport 

au fait de rechuter. Dans le cadre de notre collaboration avec les experts en apprentissage bio-

informatique de l’équipe Nutriomics, et suite à l’application de la méthode d’apprentissage 

Fully Corrective Binning (FCB) sur ce set de variables sélectionnées, nous avons obtenu le 5y-

Ad-DiaRem incluant donc des paramètres préopératoires (durée du DT2, nombre de 

traitements anti-DT2, HbA1C) et des paramètres de cinétique à 1 an post-CB, le temps du suivi 

pour lequel tous les patients doivent être revus selon les recommandations de la HAS (nombre 

de traitements anti-DT2, glycémie à jeun, perte de poids au cours de la 1ère année et statut de 

rémission du DT2). Le positionnement de ce score diffère donc légèrement des autres : son but 

est de prédire le maintien à moyen terme des bénéfices induits grâce à l’évolution postopératoire 

de la 1re année. Nous avons pris soin de valider ce score au sein de 3 cohortes indépendantes et 

internationales aux caractéristiques cliniques variables, ce qui nous a permis de confirmer la 

justesse prédictive du 5y-Ad-DiaRem au sein d’une large population de patients opérés de 

RYGB.  

De manière concrète, la meilleure performance du 5y-Ad-DiaRem se traduit par la 

reclassification correcte de plus d’un tiers des erreurs du DiaRem et de l’Ad-DiaRem. De plus, 

70% des patients qui avaient rechuté entre la 1re et la 5e année avaient un score ≥ 11 (le seuil en 

dessous duquel une rémission à long terme est prédite) et étaient placés au sein de la zone dite 

« grise », intervalle de valeurs où la prédiction est complexe et beaucoup moins précise. La 

réaggravation de la condition métabolique de ces patients était donc suggérée par le modèle dès 

le rendez-vous de suivi à 1 an, et donc au cours de leur phase de rémission du DT2, puisqu’une 

rémission prolongée ne pouvait être prédite. Cette identification précoce pourrait ainsi 

permettre la mise en place d’actions synergiques à la CB ou un rapprochement du suivi médical 

afin de favoriser un maintien du poids perdu et les bénéfices métaboliques. 

Depuis la publication de ce score, sa validation externe n’a été réalisée qu’une seule fois 

en 2020 par Sjöhölm et al., afin de prédire la rechute du DT2 à 10 et 15 ans au sein d’une partie 

de la cohorte SOS (366). Bien que les auteurs aient identifié la cinétique de perte de poids 

comme variable contributive majeure, confirmant nos observations et celles d’autres études 

avant nous (224), les résultats du 5y-Ad-DiaRem pour prédire la rechute ne sont pas 

exceptionnels (AUROC 0.65 à 10 ans, 0.70 à 15 ans), en deçà de modèles basés sur la perte de 

poids au cours des 2 premières années postopératoires, mais meilleurs que les scores 

préopératoires (DiaBetter, DiaRem et Ad-DiaRem) (366). Outre des différences 

méthodologiques et populationnelles dont l’impact n’a pas été évalué (temps de suivi précoce 
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à 2 ans au lieu de 1 an (donc déjà au cours de la réaggravation métabolique (289)), majorité de 

DT2 légers et diagnostiqués au moment de la chirurgie), l’objectif prédictif même de cette étude 

différait du nôtre. En effet, leur évaluation était vouée à prédire la rechute uniquement chez des 

patients en rémission à 2 ans, alors que notre score a été développé afin de prédire le maintien 

de la rémission à 5 ans (incluant la rechute dans la catégorie « non-rémission »). Sur les 27 

patients de notre cohorte qui ont été amenés à rechuter, 19/27 (70%) avaient un 5y-Ad-DiaRem 

supérieur à la valeur permettant de prédire une rémission à 5 ans. Ainsi, la précision 

d’identification de la rechute pour le 5y-Ad-DiaRem au sein de notre étude était de 70%, un 

résultat donc très similaire à celui de Sjöhölm et al., ce qui suggère une performance moyenne, 

mais stable de notre score même à très long terme (10 et 15 ans) (366).  

Néanmoins, cette performance à 70% ne saurait être considérée comme satisfaisante, et 

l’amélioration de la prédiction de la rechute notamment au sein de la « zone grise » reste donc 

un enjeu à ce jour. Les larges études comparatives des scores cliniques de prédiction de la 

rémission du DT2 ou de sa rechute comme celles de Dicker et al., ou de Sjöholm et al. 

(288,339,366), semblent aussi montrer la limite prédictive des scores basés sur des variables 

cliniques simples d’accès, suggérant donc la nécessité d’identifier de nouveaux biomarqueurs 

plus complexes et éventuellement en lien avec la physiopathologie de la maladie ou des 

mécanismes impliqués dans la rémission. 

En ce sens, de récentes études ont évalué l’apport en termes de performance prédictive de 

données « omiques ». Bien que ces études soient pour l’heure de petites tailles et souffrant d’un 

cruel manque de réplications et de validations, elles offrent des perspectives intéressantes en 

termes d’amélioration de la prédiction de la rémission et de la rechute du DT2.  

L’utilisation de données de génomique a été évaluée dans une seule étude publiée en 2019, 

incluant 47 femmes ayant un DT2 en préopératoire et qui ont eu recours à un RYGB (283). Les 

auteurs ont examiné la présence de 57 polymorphismes nucléotidiques (SNP), qu’ils ont utilisés 

pour créer des modèles de régression permettant de prédire la rémission et la rechute du DT2 à 

5 ans. Pour la rémission, la performance a été évaluée en comparaison avec le DiaRem, et 

suggère une amélioration importante de la performance (AUROC 0.87 pour le modèle 

composite (DiaRem + modèle basé sur le diagnostic génétique) vs 0.69 pour le DiaRem seul). 

Pour la rechute à 5 ans, l’AUROC est de 0.83 [0.68 ;0.93], des performances plutôt bonnes 

comparativement aux scores cliniques existants (283).  
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Aussi, le bénéfice prédictif apporté par la quantification de métabolites sériques a aussi été 

évalué. Plusieurs études ont montré que certains métabolites (comme la L-

dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) et l’acide 3-hydroxyanthranilique (322) (3-HAA, un 

métabolite de la voie du tryptophane déjà associé à l’amélioration métabolique postopératoire 

(367)) l’acide succinique (321), ou encore les acides palmitique et stéarique (321,368)) et 

certains groupements de métabolites (issus de projections par PCA – (323)) permettaient une 

prédiction précise de la rémission du DT2, de façon supérieure aux scores cliniques. Par 

exemple, la L-DOPA et le 3-HAA permettent, à eux seuls, d’atteindre une AUROC à 0.92 et 

0.85 pour prédire la rémission du DT2 au sein d’une cohorte de 24 sujets, alors que le score 

ABCD ne permet qu’une AUROC à 0.81 (322). Le bénéfice prédictif apporté par ces données 

de métabolomique suggère donc la participation des voies métaboliques de production et/ou 

dégradation de ces métabolites à l’amélioration ou la réaggravation de la condition métabolique 

post-CB. La description de ces mécanismes sous-jacents pourrait potentiellement permettre 

d’identifier de nouvelles perspectives thérapeutiques à explorer. 

Enfin, une étude brésilienne de métagénomique sur 14 sujets co-signée par des membres 

de l’équipe Nutriomics, a démontré que les abondances préopératoires de 3 genres bactériens 

(Gemella, Coprococcus et Desulfovibrio) étaient augmentées chez les patients en rémission, et 

qu’à l’inverse les abondances notamment des Asaccharobacter et Atopobium étaient 

augmentées chez les patients en non-rémission à 12 mois. Un modèle basé sur les abondances 

de 10 genres permettait de prédire parfaitement (100% spécificité et 100% sensibilité, AUROC 

1.00) le statut de rémission des patients.  

Cependant, l’interprétabilité et la généralisation de ces précédents résultats restent 

fortement limitées du fait des faibles effectifs et de la quasi-absence de validation au sein de 

cohortes externes de ces études. Ceci est problématique compte tenu de la forte variabilité tant 

métagénomique que métabolomique induite par des facteurs dépendants de la population 

(79,82,369). Toutefois, les probables apports à venir des technologies « omiques » laissent 

présager une amélioration grandissante des performances prédictives des scores pré- et mêmes 

postopératoires, et donc de l’essor d’une personnalisation fine du suivi des patients. Cependant, 

ces techniques restent chères et nécessitent un matériel coûteux, ainsi qu’un personnel 

hautement qualifié, ce qui rend pour l’instant peu probable leur utilisation en routine clinique. 

Ainsi, une alternative pourrait être d’évaluer la pertinence d’une stratégie en 2 étapes, dite 

« add-on » lors de l’utilisation de ces scores prédictifs : commencer par calculer un score 
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clinique « simple », permettant de cibler les patients de la zone grise chez qui il pourrait être 

pertinent de réaliser un phénotypage « omique » afin d’améliorer la performance des scores.  

Aussi, il est légitime de questionner l’emploi de moyens humains et financiers à des fins 

prédictives, alors que cette prédiction n’offre pour l’heure que peu de perspectives cliniques et 

thérapeutiques. En effet, face à une non-rémission ou une rechute prédite, il n’existe pas pour 

l’heure de conduite thérapeutique précise à tenir, outre une intensification du suivi clinique et 

la réintroduction de traitements si nécessaire. En tout état de cause, la redéfinition de parcours 

de soin de ces patients « mauvais répondeurs » ou susceptibles de rechuter est un véritable enjeu 

futur. 

Pour prévenir la rechute du DT2 (370), nos résultats et ceux d’autres équipes soulignent 

l’importance du poids et de son maintien ; ainsi, une prise en charge favorisant la perte de poids 

(activité physique (371,372), support psychologique (373,374), conseils et interventions 

nutritionnels (375,376), restriction calorique (377)), de manière analogue à la prévention du 

DT2 chez les patients intolérants au glucose (378), pourrait diminuer le risque de rechute, bien 

que cela reste pour l’heure spéculatif. Des études interventionnelles sont cependant nécessaires 

afin d’établir le bénéfice réel de ces modulations de prise en charge sur la durée de la rémission 

du DT2, de surcroît dans un contexte post-bariatrique. En ce sens, une étude randomisée a 

évalué l’intérêt d’introduire des traitements médicamenteux comme le liraglutide afin 

d’améliorer le poids et le DT2 après la CB. Les résultats montrent une diminution majeure de 

l’HbA1C et du poids au bout de 28 semaines avec une très bonne tolérance (-1.2% et -6 kg, 

respectivement) (379). Aussi, un programme hospitalier de recherche clinique (PHRC-

National) « DiabOUT » a été initié et permettra d’évaluer le bénéfice de la metformine afin de 

prolonger la durée de la rémission des patients opérés, là encore de manière analogue à la 

prévention du DT2 chez les patients intolérants au glucose (378).  

Un travail conséquent de description des mécanismes impliqués dans l’amélioration et la 

réaggravation de la condition métabolique après CB (299) et de translation vers le patient au 

travers d’études d’interventions reste donc à réaliser afin de pouvoir potentialiser et prolonger 

les bénéfices de la CB. La première partie de cette observation représente le second axe de ce 

travail de thèse, puisque nous avons exploré l’implication du MI dans les bénéfices 

métaboliques à long terme de la CB.  

En effet, le MI est décrit comme un acteur participant à la physiopathologie de l’obésité et 

du DT2, et ces changements majeurs de composition et de fonctionnalité après la CB 



 

 309 

(88,128,300) suggèrent un effet sur l’amélioration métabolique. La littérature avant le début de 

ma thèse avait montré par des études de transfert de MI de patients opérés chez l’animal que le 

MI modifié par CB permettait de moduler le poids des animaux receveurs (167,168). 

Cependant, l’implication du MI dans l’amélioration métabolique n’avait été que suggérée 

(168). 

La caractérisation de la population de patients au sein de laquelle nous avons développé le 

5y-Ad-DiaRem a donc été essentielle pour la suite de notre travail. Nous avons combiné cette 

étude clinique à une étude préclinique, ce qui nous a permis d’identifier (i) une signature 

associée à la sévérité du DT2, que ce soit avant (grâce à un groupe de patient indépendant pour 

lequel nous avons eu accès aux fèces préopératoires) ou 5 ans après la CB, et (ii) l’effet délétère 

de cette signature sur le métabolisme de l’hôte par transfert de MI chez la souris et 

caractérisation du phénotype métabolique des animaux. Ces résultats confirment donc la 

participation du MI à la résolution, mais surtout à la non-résolution et la persistance du 

DT2 après CB.  

Afin d’éclaircir la relation entre composition du MI intestinal et phénotype métabolique 

avant et après CB, il nous a paru important de nous éloigner de la définition usuelle de la 

rémission du DT2 (268). En effet, celle-ci ne peut être considérée comme un marqueur de la 

sévérité du DT2 puisqu’elle repose sur un ensemble restreint de variables cliniques traduisant 

son contrôle (HbA1C, glycémie à jeun et utilisation de traitement anti-DT2) et ses seuils stricts 

ne permettent pas d’évaluer l’hétérogénéité du DT2 persistant après CB. En effet, nous avons 

vu que le phénotype métabolique des patients en non-rémission du DT2 allait de patients à 

HbA1C quasi normale sans traitement ou uniquement sous metformine, à des patients 

présentant des valeurs élevées d’HbA1C bien qu’étant traités par plusieurs traitements 

antidiabétiques, et notamment l’insuline. Grouper ces patients sur la seule base de la dichotomie 

rémission vs non-rémission, et non sur la sévérité réelle de leur atteinte métabolique, ne nous a 

pas semblé judicieux dans un contexte d’exploration physiopathologique.  

En ce sens, nous avons utilisé une méthode de clustering hiérarchique associée à une 

réduction de la dimensionnalité (analyse en composante principale) d’un ensemble plus large 

de variables associées à la sévérité, au contrôle et à l’histoire du DT2 des patients (HbA1C, 

glycémie à jeun, durée du DT2, nombre de traitements anti-DT2, utilisation d’insuline, âge et 

sexe). De surcroît, nous avons réalisé cette méthodologie de « clinicotypage » de manière 

concomitante en préopératoire, à 1 an et à 5 ans postopératoires afin d’assurer une définition 
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identique de la sévérité du DT2 à chaque temps de suivi, tout en permettant aussi d’appréhender 

la sévérité initiale du DT2, ce qui est impossible avec la définition de la rémission de Buse et 

al (268). Cette méthodologie nous a aussi permis de définir des trajectoires d’améliorations 

métaboliques post-RYGB : (i) des patients qui présentaient un DT2 « Modéré » et qui sont 

restés dans cette catégorie (ii) des patients qui présentaient un DT2 « Sévère » et qui se sont 

nettement améliorés sur le plan clinique, ce qui leur a permis de changer de cluster à moyen 

terme, et enfin (iii) des patients qui se sont moins bien améliorés et qui sont restés dans le cluster 

« Sévère » tout au long du suivi. Les similitudes entre cluster de sévérité du DT2 et statut de 

rémission du DT2 étaient nombreuses. Néanmoins, notre méthodologie nous a proposé la 

reclassification des patients en non-rémission les moins sévèrement atteints vers le cluster 

« Modéré », puisqu’ils étaient finalement plus « proches » cliniquement des patients en 

rémission. 

Grâce aux séquençages métagénomiques par nanopores réalisés au sein de nos 2 cohortes 

(notre cohorte avec fèces disponibles en préopératoire et au sein de notre cohorte de suivi à 

long terme), nous avons montré que la sévérité du DT2 était associée à un enrichissement 

majeur de la classe des Bacteroidia, et particulièrement d’espèces telles que Phocaeicola dorei, 

Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Bacteroides vulgatus, qui étaient elles-mêmes 

associées à l’altération des paramètres de l’homéostasie du glucose (HbA1C, glycémie, durée 

du DT2) chez ces patients. Bien que décrites de manières séparées, l’impact négatif de certaines 

de ces espèces a déjà été démontré dans la littérature. En effet, Bacteroides fragilis impacte 

négativement le métabolisme du glucose chez la souris, et sa supplémentation contrecarre 

l’action de la metformine sur l’amélioration de la tolérance au glucose (59). De plus, un 

traitement par metformine induit une diminution de l’abondance de plusieurs espèces de 

Bacteroidia, ce qui est associé au bénéfice métabolique du traitement (59). Nous avons 

précédemment décrit que Bacteroides vulgatus était associé à un profil métabolique altéré dans 

l’obésité sévère (88), confirmant d’autres résultats dénotant son lien avec l’insulinorésistance 

(369). À l’inverse, d’autres études ont rapporté des résultats discordants, d’un côté accordant 

des effets positifs à Bacteroides vulgatus et Bacteroides dorei, notamment sur l’inflammation 

systémique et le risque cardiovasculaire (40), alors que d’autres les présentaient comme 

associées à l’inflammation au cours des maladies chroniques de l’intestin (380) ou au risque de 

développer un diabète de type I (381). Pour expliquer ces divergences, la variation des 

caractéristiques des populations peut être suggérée, notamment par rapport aux traitements 

potentiels des sujets et de leurs pathologies associées (79,82), ou encore des différences de 
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souches bactériennes, qui peuvent pour certaines induire des phénotypes très différents chez 

l’animal (380,382,383). Il conviendra maintenant de tester l’effet individuel de ces bactéries 

dans le cadre du DT2 et de la rémission post-CB. 

L’observation la plus importante de ce travail est que les patients qui étaient « Sévère » en 

préopératoire et qui ont transitionné vers un DT2 « Modéré », de par leur amélioration clinique 

majeure, ne présentent pas (ou plus ?) cette signature d’enrichissement en Bacteroidia qui était 

observée en préopératoire. Bien que la faiblesse de l’effectif de notre cohorte préopératoire 

limite la généralisation de ce résultat, l’amélioration métabolique pourrait donc passer par une 

perte de l’enrichissement en Bacteroidia. Ces observations corroborent l’étude de Murphy et 

al., où les auteurs ont démontré que la non-rémission du DT2 était associée à une augmentation 

des Bacteroidia et une diminution des Actinobacteria (347), ce qui nous conforte dans la validité 

de nos observations.  

Afin d’aller plus loin que de simples associations statistiques, nous avons aussi réalisé des 

transferts de matières fécales chez la souris à partir du MI de patients de cette cohorte. Cette 

étude murine a confirmé qu’une partie des composantes dysbiotiques associées à la sévérité du 

DT2 chez les patients donneurs était transmissible à l’animal, et que le transfert permettait 

d’induire une altération métabolique (diminution de la tolérance au glucose et de la sensibilité 

à l’insuline) chez les animaux receveurs, en lien direct avec le phénotype des patients donneurs. 

Ainsi, nos résultats vont dans le sens de la littérature existante sur l’induction d’un phénotype 

métabolique par transfert de MI post-CB, mais permettent aussi d’en identifier les causes. Les 

études de Liou et al., ainsi que Arora et al., ont toutes deux montré un effet très modéré du MI 

post-CB sur la tolérance au glucose des animaux receveurs, mais n’ont pas montré quelles 

étaient les bactéries qui étaient associées à ce transfert de phénotype (168,306). Chez les 

animaux de notre étude, nous avons pu mettre en évidence le transfert direct des 3 espèces les 

plus associées à la sévérité du DT2 chez l’homme : Bacteroides fragilis, Phocaeicola dorei et 

Bacteroides thetaiotaomicron, ainsi que de Phocaeicola salanitronis et Bacteroides 

thetaiotaomicron, confirmant ainsi leur participation au phénotype métaboliquement altéré des 

patients à DT2 « Sévère ».  

Bien que notre travail bénéficierait à être répliqué, le choix du modèle conventionnel plutôt 

qu’axénique, plus « physiologique » tout en permettant une implantation d’aussi bonne qualité 

(178,350,384,385), et le choix du plan statistique limitant l’imprécision due à la 

pseudoreplication et donc l’exagération de nos résultats (386) confortent nos observations. 
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Toutefois, notre étude présente aussi plusieurs limitations. La faiblesse des effectifs est un 

problème, bien que nos cohortes de métagénomique (préopératoire et à 5 ans) soient bien plus 

larges que toute autre cohorte de la littérature du même contexte (347,348). Aussi, l’absence de 

cinétique de l’analyse du MI limite grandement la portée de nos observations, mais nous 

n’avions malheureusement pas accès à des fèces préopératoires des patients pour lesquels nous 

avions de la selle à 5 ans, ni de selles à 1 ou 5 ans pour les patients pour lesquels nous en avions 

en préopératoire. Enfin, nous avons fait le choix du séquençage nanopore par MinION, qui a 

de nombreux avantages (rapidité de mise en place, séquençage « à la paillasse », moindre coût, 

possibilité d’assemblage et de reconstruction de génomes complets), mais qui présente aussi 

plusieurs limitations, et en particulier un fort taux d’erreur. Toutefois, l’étude publiée par Rohia 

Alili a permis de montrer une très bonne corrélation entre les résultats fournis par le MinION 

et ceux obtenus par SOLiD et Illumina, confirmant donc la pertinence de cet outil (113). 

Pour aller plus loin au niveau de la caractérisation des mécanismes en jeu, quantifier 

différentes molécules comme les acides gras à chaîne courte en circulant et au niveau fécal 

offrirait des informations précieuses quant aux changements métaboliques associés aux 

changements de composition du MI. Aussi, les profils d’acides biliaires seraient intéressants à 

évaluer, compte tenu du lien entre acides biliaires, bactéries comme Bacteroides fragilis, et 

phénotype métabolique (59,299). Il est en effet possible que l’augmentation de l’abondance de 

Bacteroides fragilis induise une diminution de l’hydrolyse de l’acide glycoursodeoxycholique 

(GUDCA), identifié comme un antagoniste du récepteur FXR au niveau intestinal participant 

aux effets bénéfiques de la metformine (59). Aussi, le séquençage métagénomique n’a été 

exploré que partiellement, puisque nous n’avons pour l’heure étudié que la composition 

bactérienne. Explorer les fonctions de ce MI, soit par mappage direct des séquences sur des 

bases de données comme KEGG ou par inférence à partir des données de composition par des 

algorithmes comme PICRUST (387) pourrait apporter des informations intéressantes par 

rapport aux shifts fonctionnels induits par l’enrichissement en Bacteroides ou plus 

généralement associés à la sévérité du DT2. Enfin, il faudrait identifier précisément les souches 

associées à la sévérité du DT2 (par reconstruction de génomes de-novo (113), ce qui est rendu 

particulièrement aisé par l’obtention de longues séquences via séquençage par nanopores), et 

confirmer leurs effets délétères par isolation à partir des échantillons de selles, mise en culture 

puis étude de supplémentations chez la souris. 

Nos résultats suggèrent donc qu’une action thérapeutique permettant de diminuer de façon 

absolue ou relative l’abondance des Bacteroidia, et particulièrement des espèces associées à la 
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sévérité du DT2, puisse améliorer la situation métabolique des patients. Toutefois, les méthodes 

à utiliser restent pour l’heure à définir, de surcroît au sein de la population particulière des 

patients ayant eu recours à une CB. Au travers de la Partie II, nous avons décrit différentes 

stratégies d’action sur la composition du MI qui pourraient être appliquées en ce contexte.  

Par exemple, les patients présentant cet enrichissement en Bacteroidia pourraient 

bénéficier d’un transfert de matière fécale, de façon analogue aux études de l’équipe du Pr 

Nieuwdorp (136,137,171). Dans cette optique, le PHRC-N Drifter (essai clinique randomisé 

contrôlé), dont l’investigateur principal est le Dr Judith Aron-Wisnewsky étudiera le bénéfice 

d’une transplantation de MI de sujets « métaboliquement sains » chez les sujets opérés en non-

rémission du DT2, 6 mois après un ou plusieurs transferts de matières fécales.  

L’identification précise des souches des espèces associées à la sévérité du DT2 pourrait 

aussi orienter la prise en charge. En effet, une étude murine a démontré une réduction de colites 

et de la tumorigénèse (induites par une souche entéropathogène de Bacteroides fragilis) par 

l’administration de souches non toxiques de la même espèce. Il est donc possible que l’isolation 

de souches non toxicogènes de Bacteroides fragilis ou d’autres espèces chez des sujets sains et 

leur administration chez des patients dont le DT2 persiste après CB puisse induire un effet 

bénéfique par remplacement, bien que cela reste à démontrer.  

D’un point de vue nutritionnel, une étude interventionnelle japonaise regroupant 60 sujets 

sains a démontré une déplétion spécifique des Bacteroides par supplémentation en son de blé 

(riches en arabinoxylanes) et du BARLEYmax®, un produit alimentaire riche en fructanes, 

fibres non digestibles et β-glucans pendant 4 semaines (388). Une autre étude a démontré une 

baisse de 50% de l’abondance de Bacteroides fragilis par consommation d’amande pendant 8 

semaines chez 73 jeunes adultes (389). Enfin, un traitement par prébiotique (inuline, β-glucan 

associés à des polyphénols) module le MI et potentialise l’effet antidiabétique de la metformine 

par action sur le MI (390). Les prébiotiques pourraient là aussi avoir un rôle à jouer dans la 

régulation de l’enrichissement en Bacteroides. La description des voies métaboliques du MI 

des patients du cluster « Sévère » et leur intégration aux données cliniques et alimentaires 

pourrait permettre de personnaliser le choix des prébiotiques afin de combler un vide 

métabolique ou favoriser l’abondance de certaines bactéries « manquantes » à utiliser afin de 

potentialiser la réponse métabolique.  

À un niveau alimentaire, une étude chinoise a démontré une variation nette de l’abondance 

de différentes espèces de Bacteroides comme Bacteroides fragilis, Phocaeicola dorei, ou 
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encore Bacteroides thetaiotaomicron chez des sujets de Mongolie. L’alimentation mongole de 

base est riche en graisses et protéines animales (ce qui a déjà été associé à un enrichissement 

en Bacteroides (86)). Différents changements alimentaires vers une alimentation plus riche en 

fibres végétales ont permis de faire varier significativement l’abondance de ces bactéries (391). 

Néanmoins, le faible effectif et les effets variables de l’évolution de l’abondance de ces 

bactéries en fonction de la composition des régimes n’ont pas été décrits.  

À plus long terme, des techniques très ciblées comme l’administration de phages ciblant 

précisément les espèces susmentionnées pourraient être proposées afin de diminuer leurs 

abondances (392). En effet, la restauration d’un profil de bactériophages « sain » a été associée 

à une meilleure réponse après TMF au sein des essais cliniques de l’équipe du Pr Nieuwdorp 

(393). Bien qu’offrant des perspectives intéressantes, l’impact isolé de ces bactériophages et 

leur potentiel thérapeutique restent inconnus. 

Des interventions cliniques et murines ont aussi décrit qu’une action sur l’apport 

vitaminique pouvait induire une diminution de l’enrichissement en Bacteroidia. Par exemple, 

une étude américaine a démontré chez la souris qu’une supplémentation orale de vitamine B12 

à tropisme colique induisait une déplétion sélective des Bacteroides (394). Ces résultats sur les 

Bacteroides ont été confirmés par une autre étude chinoise où les auteurs ont supplémenté en 

vitamine B12 des colons in vitro contenant du MI humain, ce qui induit une baisse des 

Bacteroides (395). Cet effet de diminution des Bacteroides n’est d’ailleurs pas exclusif à la 

vitamine B12. Récemment, une étude d’intervention chez l’Homme a en effet démontré que la 

plupart des vitamines induisaient une diminution de l’abondance des Bacteroides, et 

particulièrement les vitamines B2, C et D (396). L’impact de la vitamine D sur l’abondance des 

Bacteroides est aussi confirmé par l’augmentation de ce genre chez des souris invalidées pour 

le récepteur de la vitamine D (397). Bien que les patients en post-CB soient supplémentés en 

de nombreuses vitamines pour pallier les carences induites par ces chirurgies notamment 

malabsorptives (398), une réévaluation des doses administrées ou une formulation à tropisme 

distal afin de permettre une action sur le MI pourrait permettre de répliquer ces effets déplétifs 

sur les Bacteroides chez l’Homme, bien que cela reste à démontrer.  

Néanmoins, un objectif de diminution des Bacteroides pourrait ne pas être assez spécifique, 

puisqu’une augmentation de la proportion des Bacteroides a aussi été associée à une 

alimentation plus riche en hydrates de carbone complexes et moins riche en graisses et protéines 

animales (notamment végétarienne et végane (399)) ainsi qu’à une amélioration métabolique 
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par l’activité physique (400), ou encore à l’amélioration de la réponse glycémique postprandiale 

par prise en charge personnalisée développée par Zeevi et al. (166). Cette étude est majeure : 

les chercheurs de l’équipe israélienne d’Eran Elinav et d’Eran Segal se sont basés sur des 

données cliniques, anthropométriques, alimentaires et de composition du MI de 800 sujets pour 

prédire par machine-learning leur réponse glycémique après consommation de plats préparés. 

Ils ont démontré par une étude clinique randomisée pendant 7 jours que la proposition de « meal 

plan » (régime à base de plats préparés) définie par l’algorithme en fonction des caractéristiques 

des patients, permettait d’améliorer significativement leur glycémie postprandiale par rapport 

à une alimentation suivant les recommandations usuelles (166). De surcroît, ils ont démontré 

que cette amélioration métabolique se faisait en parallèle de changements importants de la 

composition du MI, et notamment un enrichissement en Bacteroides (166). De la même 

manière, au cours de notre travail sur la biotine, nous avons démontré que la supplémentation 

en biotine avait des effets majeurs sur l’amélioration du poids, de la composition corporelle et 

la santé métabolique des animaux supplémentés. Néanmoins, la caractérisation du MI des 

animaux a montré une augmentation relative de la classe des Bacteroides chez les groupes 

traités.  

Ainsi, l’ensemble de ces observations suggèrent qu’un objectif de restauration plus 

« global » de l’écosystème bactérien est sans doute plus approprié, et qu’une description fine 

des souches en cause dans le phénotype que nous décrivons chez l’Homme et les animaux post-

TMF est donc cruciale avant de discuter de potentielles interventions. 

Quelles que soient les études d’intervention mises en place chez ces patients, la description 

des mécanismes participants aux bénéfices (ou l’absence de bénéfices) sur la santé métabolique 

des sujets améliorera considérablement la compréhension de la relation hôte-microbiote, 

permettant en retour d’affiner ces mêmes interventions. En ce sens, je vais effectuer un 

postdoctorat chez le Pr Sean H. Adams à l’University of California Davis afin de décrire la 

capacité du MI à synthétiser et modifier des xénométabolites, c’est-à-dire des composés ne 

provenant pas de l’hôte (mais plutôt de l’alimentation ou du métabolisme microbien lui-même), 

et caractériser les flux et l’action biologique de certains d’entre eux sur la santé notamment 

métabolique de l’hôte.  

En conclusion, ce travail de thèse a permis d’une part d’améliorer la prédiction du maintien 

de la rémission et de la rechute du DT2 à moyen terme par développement d’un outil prédictif, 

le 5y-Ad-DiaRem, ainsi que de décrire des paramètres cliniques associés à la rechute du DT2 à 
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5 ans comme une moindre perte de poids. D’autre part, les séquençages métagénomiques pré- 

et postopératoires ont permis d’identifier un enrichissement en Bacteroidia associé à la sévérité 

du DT2. Nos résultats portent à croire que la disparition de cette signature est concomitante à 

une amélioration métabolique majeure post-CB. Les transferts de MI chez l’animal ont 

démontré l’implication de certaines espèces associées à la sévérité de l’altération métabolique 

des patients ayant un DT2 persistant, confirmant donc la participation du MI à la (non) 

résolution du DT2 à moyen terme après la CB. Ces résultats suggèrent qu’une action 

personnalisée ciblant le MI des patients à fort taux de Bacteroides avant et/ou après 

l’intervention chirurgicale pourrait induire des bénéfices métaboliques restant à évaluer. Il 

faudrait maintenant évaluer la pertinence de l’utilisation couplée des scores prédictifs pré- ou 

postopératoires de la rémission du DT2 et d’actions thérapeutiques personnalisées visant à 

moduler la composition du MI (et donc restaurer un profil « sain » de l’écosystème) afin de 

maintenir le plus longtemps possible les bénéfices de la chirurgie bariatrique.  
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Abstract 

Gut microbiota is a key component in obesity and type 2 diabetes, yet mechanisms and metabolites 

central to this interaction remain unclear. We here examined the human gut microbiome’s composition 

between healthy metabolic state and the most severe states of obesity and type 2 diabetes within the 

MetaCardis cohort. Quantitative microbiome profiling using faecal bacterial cell counts indicated major 

alterations in functional patterns including vitamin B7/biotin modules. By combining experiments in 

humans and mice, we found that obesity associates with deficiency in bacterial biotin producers and 

transporters, which is linked with host metabolic and inflammatory phenotypes. Concomitantly to low 

microbial B7/biotin production potential, we observed deficiency or suboptimal circulating levels of 

biotin in severe obesity and altered expression of biotin-associated genes in the human adipose tissue. 

Absence of gut microbiota or depletion by antibiotherapy in mice supported a contribution of the gut 

microbiota to host biotin metabolism. Furthermore, bariatric surgery, which improves metabolism and 

inflammation, in both humans and mice, associated with increased bacterial biotin producers together 

with improved host systemic biotin concentrations. Finally, we demonstrated that by acting on gut 

microbiota alterations and biotin deficiency, two components of obesity states, we could not only 

improve microbiome diversity and increase the potential of bacterial production of biotin and other B 

vitamins, but also limit weight gain and glycaemic deterioration under high-fat diet. Further 

translational work is needed to demonstrate whether this strategy can prevent obese subjects from 

transitioning to severe metabolic states. 
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Introduction 

The incidence of severe obesity, defined by a body mass index (BMI) ≥35kg/m2, has increased 11-fold 

for men (2.3%) and 3-fold for women (5.0%) worldwide from 1975 to 20141. Severe obesity creates a 

heavy burden for individuals and the health care systems as it is a strong risk factor for cardiometabolic 

complications2. Tissue alterations (e.g., altered metabolism and increased inflammation) and systemic 

low-grade inflammation are key components linking severe obesity to type 2 diabetes (T2D), and 

increasing evidences have revealed the gut microbiota as a factor contributing to these phenomena. 

Overweight and moderate obesity are characterized by reduced gut microbial gene richness3,4 that is 

exacerbated in severe obesity5. Metagenomic species (MGS) signatures are also associated with both 

(severe) obesity and glucose metabolism deterioration4,6 and, associated functional changes that need 

to be more deeply investigated. Mechanisms have been proposed by which the gut microbiota could 

directly or indirectly influence metabolic health by producing various metabolites, which include 

bacteria-derived B vitamins. As such, impaired bacterial production of B vitamins can affect both 

microbial community functions and host metabolism and inflammation5. Among B vitamins, vitamin 

B7/biotin is key for host physiological functions including carbohydrate and lipid metabolism. The 

homeostasis of biotin metabolism and recycling is also important for proper bacterial growth and 

function. Gut bacteria form complex ecosystems consisting of trophic webs with complementary 

metabolic features including vitamin cross-feeding, which is essential for the growth of bacterial species 

not able to synthesize a vitamin; e.g. auxotrophic biotin transporters7. Utilizing vitamins from external 

sources is energetically more advantageous than synthesizing them. For instance, producing one biotin 

molecule requires more than 6 enzymes and 7 ATP equivalents8. Moreover, the importance of biotin in 

metabolism is illustrated by the number of biotin-dependent carboxylases that play a key role in fatty 

acid synthesis and mitochondrial oxidation, including those in the adipose tissue9. In humans, compared 

to healthy controls, serum biotin was found to be decreased during moderate obesity and T2D10,11, 

independently of the host genetic background10. Biotin supplementation is also suggested to improve 

glucose metabolism in T2D individuals, but has not been explored yet in the context of westernized diet 
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induced obesity or severe obesity11–16. Moreover, it is unclear whether bacterial metabolism is altered 

in severe obesity and whether the gut microbiota can be a source of altered biotin homeostasis in 

metabolic disorders. Interestingly, in the context of the human microbiome, enrichment of biotin 

biosynthesis genes is associated with a Bacteroides enterotype (Bact), which is characterized by a low 

bacterial/richness constellation17. Furthermore, an increase in bacterial biotin producers has been 

described in subjects with inflammatory bowel disease (IBD), also associated with low bacterial 

richness and microbial cell densities18–20. To characterize bacterial biotin metabolism potential in 

obesity and investigate its importance for host metabolic state, we cross-sectionally analysed the faecal 

microbiota of 1545 subjects with obesity at different states of metabolic deterioration within the 

European MetaCardis cohort21. To get further insights into bacterial biotin and host cross-talks, we also 

performed a series of experiments in mice. 

Results 

This cross-sectional study was performed to clarify how the microbiome changes between healthy state 

and severe obesity and T2D in 1545 individuals from the MetaCardis cohort. We stratified this 

population by BMI (non-obese group (NOB, BMI<25; n=638), overweight/obese group (MOB, BMI 

25-34.9; n=299) and patients with severe obesity (SOB, ≥35 kg/m2; n=608)). We also examined 

deterioration in glucose and lipid metabolism within these BMI groups, thus investigating the effect of 

increasing severity of metabolic alteration (metabolically healthy group (MH; n=458), metabolically 

unhealthy group (MUH; n=430), Type 2 Diabetes group (T2D; n=657)) (Supplemental discussion for 

cohort description, Supplementary Tables S1-S4). Severe obesity and T2D were characterized by 

significantly lowered gene richness and microbial cell density and by increased prevalence of the 

Bacteroides 2 enterotype in comparison with the NOB and MH group. Same observations have been 

previously described in the MetaCardis paper from Vieira-Silva et al.22, extending findings gathered 

during inflammatory intestinal disorders19,20 (Supplemental Discussion, Extended Data Figure 1). We 

then assessed the impact of obesity traits, metabolic-related variables constituting the International 
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Diabetes Federation consensus definition of metabolic syndrome23 and medications consumed by >10% 

of individuals on microbiome composition. We showed that BMI explains the highest non-redundant 

fraction of microbiome variation (n=1515, stepwise distance-based redundancy analyses [dbRDA] with 

genus-level RMP mOTU abundance data, R2=1.96, false discovery rate (FDR)=1.6x10-3), followed by 

metformin intake (dbRDA, R2=1.64, FDR=1.6x10-2), percentage of fat mass (dbRDA, R2=0.73, 

FDR=1.6x10-2), serum triglycerides (dbRDA, R2=0.34, FDR=1.6x10-2) and plasma glucose (dbRDA, 

R2=0.18, FDR=1.6x10-2) (Figure 1a). Statins was also included among the variables with non-

redundant effect on microbiome variation (dbRDA, R2=0.34, FDR=6.7x10-2), in line with Vieira-Silva 

et al.22. Most importantly, when we included the previously defined severity groups, these categories 

became the ones explaining the highest non-redundant fraction of microbiome composition (dbRDA, 

R2=3.17, FDR=1.0x10-4, Supplementary Table S5), pointing that obesity and metabolism severity 

groups were associated with major differences in microbiome composition. 

Bacterial loads differentially affected the associations between bacterial taxonomy, as well as functions, 

and severity states. At taxonomic level, previously published associations of species clusters (mOTUs) 

with obesity and T2D were reproduced with both quantitative and relative microbial profiles (QMP and 

RMP respectively) (Supplemental discussion, Extended Data Figure 2, Supplementary Tables S6-S7). 

In contrast, bacterial loads strongly impacted the abundances of many functional modules, even 

changing the sign of their association with disease states in some cases. This corresponded to situations 

where an increase of a functional module across the disease severity categories with RMP (Cliff’s delta< 

0) changed subsequently to a decrease using QMP abundance (Cliff’s delta>0) (Extended Data Figure 

3). Two broad classes of KEGG functional modules, over which cell count abundance correction had 

different impacts on the sign of the associations after univariate analyses, were filtered by common 

effect sizes and microbial gene richness correlations in disease states. We found that 140 functional 

modules were significantly decreased from MH to T2D in BMI groups and from NOB to SOB in 

metabolic groups with both RMP and QMP abundances (Cliff’s delta effect size>0; FDR<0.05, 

Kruskal-Wallis tests adjusted for country, metformin (in T2D groups) and statin intake (in obesity 
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groups)). These modules were associated with a loss of microbial gene richness. They included biotin 

transport along with sporulation, drug resistance, and transport systems of sugars and cofactors 

(Extended Data Figure 4, Supplementary Tables S9-S10). In contrast, 58 functional modules were 

significantly increased from MH to T2D in BMI groups and from NOB to SOB in metabolic groups 

with RMP data (FDR<0.05, Kruskal-Wallis tests adjusted for country, metformin (in T2D groups) and 

statin intake (in obesity groups), Cliff’s Delta effect size<0). These modules were inversely associated 

with microbial gene richness. Here, the sign of the associations significantly changed when considering 

bacterial cell load especially in SOB, with a significant decrease when examining QMP data in 

metformin-treated T2D individuals (Cliff’s delta effect size>0; FDR<0.05; Kruskal-Wallis tests 

adjusted for country and statin intake) (Figure 1b, Supplementary Tables S10-S11). Amongst these 58 

modules with opposing associations in RMP (increase in severe obesity states) and QMP (decrease in 

severe obesity states) data, seven were related to the biosynthesis of cofactors and B-vitamins including 

biotin biosynthesis through different pathway variants (Figure 1b, Supplementary Tables S10-S11). We 

further confirmed some other functional signatures which have previously been associated with T2D 

and obesity22,24–26(e.g. the biosynthesis and export of lipopolysaccharide (LPS), degradation of sulphur 

glycosaminoglycans, and sulphur metabolism or modules involved in aerobic respiration). Thus, 

bacterial cell load can strongly impact the relationships between metagenomic functional modules and 

stages of obesity and T2D severity. 

Given previous indication of a role of biotin in T2D and obesity (see introduction) and the paucity of 

knowledge on the role of the gut microbiota on biotin homeostasis, we focused on this signal among 

the differentially abundant functions in these severity groups. Thus, we quantified 15 different groups 

of bacterial genomes with different profiles linked to biotin metabolism defined in a recent comparative 

genomics study 27. These included 3 groups of strict biotin producers (P groups) harboring all 4 genes 

common to the different pathway variants of biotin biosynthesis from pimeloyl-ACP. This also included 

8 groups of strict biotin auxotrophs (A&S/A groups; microorganisms not capable of biotin production 

and with or whithout genes involved in biotin transport respectively) with different levels of 
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incompletion in the 4 core biotin biosynthesis genes, and 4 groups of biotin producers that also harbors 

genes coding for biotin transport (P&S groups) (Extended Data Figure 5). Biotin biosynthesis modules 

clustered with strict biotin producers with no transport gene producers (named P1) with RMP data 

(Figure 1c, Spearman Rho=0.83 [P1vs. M00577], 0.84 [P1 vs. M00123], 0.84 [P1 vs. M00573]; 

FDR<0.05); this group includes mostly Bacteroidetes and Proteobacteria genomes (Extended Data 

Figure 5). On the other hand, biotin transport module groups that clustered with the group named A&S 

(Figure 1c, Spearman Rho 0.68 [A&S vs. M00581], FDR<0.05), corresponded to bacteria with no 

biosynthesis genes that harbors the main biotin transport gene BioY from the ECF (Energy Coupling 

Factor) transport system28; this group is dominated by Firmicutes (Extended Data Figure 5). We 

observed that, even if these modules do not probably capture all phenotype variability of biotin 

metabolism, they represent good proxies of the overall potential of biotin production based on reference 

genomes (Figure 1c, Spearman Rho=0.86 [B7_1 vs. M00577], 0.86 [B7_1 vs. M00123], 0.86 [B7_1 

vs. M00573]; FDR<0.05). We also observed that the taxonomic trade-off between Bacteroides and 

Prevotella in RMP quantifications19 was reflected at the functional level in the negative correlations 

between the group of transporters A (dominated by Prevotella; Extended Data Figure 5) and the biotin 

biosynthesis variables dominated by Bacteroides lineages (modules M00123, M00573, M00577 and 

M00581; group P1). Importantly, this trade-off disappeared when microbial cell density was taken into 

account with QMP profiles (Figure 1c). Altogether, these taxonomic differences in biotin biosynthesis 

and transport bacteria indicate that the observed shifts in biotin biosynthesis and transport could be 

reflective of the changes in microbiome community structure in severe obesity. Importantly, we 

observed that the decrease in the QMP of biotin biosynthesis and transport in severe obesity was not 

only confirmed using KEGG modules (Figure 1d), but also by the complete genome data (Figure 1e) 

after correcting the observed abundances by the estimated abundances from taxonomic composition 

(FDR<0.05 in MH and T2Dmtf+ groups; Kruskal-Wallis test across obesity groups controlled for 

country or statin intake; Supplementary Table 11). This observation could be extended to the bacterial 

metabolism of other B vitamins (Extended Data Figure 6), suggesting that the loss of microbial cell 

loads has an impact on vitamin B metabolism across metabolic disease states of severity. 
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We first hypothesized that the observed metagenomic functional alterations in bacterial biotin 

metabolism might be related to the host metabolic and inflammatory phenotypes in severe obesity. We 

performed linear regression analyses of log10-transformed absolute abundances (QMP abundances) of 

metagenomic signatures of biotin transport and biosynthesis (KEGG modules, groups of biotin 

producers and transporters based on reference genomes), adjusted by country and age, against 53 

clinical and nutritional variables. We observed that the absolute abundances of groups of biotin 

auxotrophs (A groups) and strict biotin producers de-novo from fatty acid intermediates (P1 group) and 

from pimelate precursor (P*, P2 groups; Extended Data Figure 5) were negatively associated with 

corpulence variables (BMI, fat mass (%), waist circumference, visceral fat rating), glucose tolerance 

and lipid-related variables (fasting plasma glucose, glycated hemoglobin, C peptide, triglycerides and 

insulin resistance surrogates), as well as inflammatory status (C-reactive protein, Interleukin 6, total 

leukocytes, neutrophils and monocytes counts) (Figure 2, standardized beta coefficients< 0, 

FDR<0.05). On the contrary, biotin transport and production modules showed a positive association 

with microbial gene richness, insulin sensitivity surrogates (HOMA-S), and cholesterol-related 

variables including HDL-cholesterol (Figure 2, standardized beta coefficients >0, FDR< 0.05). These 

associations were reproduced with overall estimates of microbial biotin production and transport from 

KEGG modules and reference genomes (Figure 2). This analysis supports an interplay between host 

metabolism, inflammatory state and the disturbed homeostasis of bacterial biotin metabolism, towards 

decreased absolute abundances of bacterial biotin biosynthesis and transport modules in severe obesity.  

We then examined if the potential perturbation of bacterial biotin metabolism observed in gut 

microbiota in severe obesity could be observed at the systemic level in the host. Thus, we quantified 

serum biotin in 212 NOB and SOB subjects with low or high gene richness and in 17 subjects with 

more severe obesity of an independent cohort from the Microbaria study6 (mean BMI ± SD=24.71 ± 

3.09 in MetaCardis NOB group, 41.19 ± 4.91 in MetaCardis SOB group, 44.53 ± 5.12 in Microbaria 

SOB group). We found a moderate but significant decrease in serum biotin levels in the SOB group 

(Figure 3a. FDR=3.3x10-2, Cohen’s D effect size=0.18) with an even more important reduction in the 
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Microbaria group who displayed a more severe obesity phenotype (Figure 3a, FDR=1.3x10-3, Cohen’s 

D=0.91, with or without adjustments for diabetes status, metformin, statin and biotin intakes (Figure 

3a)). Importantly, we assessed potential biotin deficiency using recommended and published 

thresholds26. We found that 78.09% of the SOB group (88.24% for the Microbaria group) showed 

suboptimal (biotin serum: 200-400 ng/L) or deficiency levels (biotin serum:< 200 ng/L) whereas this 

concerned only 19.65% in NOB subjects (Figure 3b). Furthermore, the increase in the urinary excretion 

of 3-hydroxyisovaleric acid, is a sensitive and early marker of biotin deficiency29. In particular, we 

found a positive association between 3-hydroxyisovaleric acid urine concentration and BMI (n=1545 

individuals of the MetaCardis study with (R2=5.6x10-2, P-value=7.9x10-14) or without (R2=3.0x10-3, P-

value=3.6x10-2) adjustments for diabetes status, metformin, statin and biotin intakes). The disease 

severity groups (BMI and metabolism deterioration) explained the highest fraction of variance in the 

urinary concentration of 3-hydroxyvaleric acid in a multivariate model with 28 other clinical and 

nutritional variables (Figure 3c; eta squared=1.5x10-2; P-value=1.2x10-2, multivariate ANCOVA 

model). Altogether, a relative deficit in systemic biotin status was observed in subjects with severe 

obesity. 

At host level, humans do not have the capacity to synthetize biotin, which is, then, mainly absorbed 

from the diet in the jejunum, and to a lesser extent, in the distal intestine30.Yet, the systemic biotin 

concentration differences found across the BMI spectrum are unlikely to be explained by differences in 

biotin intake. Indeed, biotin intake derived from ubiquitous food sources (e.g. predominantly meat, fish, 

poultry, egg, dairy, and vegetables31) was similar in NOB and SOB, and even slightly higher during 

obesity and T2D (Figure 3d). Nevertheless, we cannot exclude that the transport of biotin across the 

intestine epithelium is impaired. This transport requires the host transporter (Sodium Multi Vitamin 

Transporter (SMVT) (SLC5A6 gene)30. It was shown that intestine inflammation is negatively 

associated with biotin transport expression in rodent32 and that Tumor Necrosis Factor (TNF)-alpha and 

interferon-gamma were able to inhibit SMVT expression in cultured intestinal epithelial cells32. 

Moreover, colonic epithelial cells treated with LPS display decreased membrane expression of the 
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SMVT transporter and lower colonic biotin uptake33. We previously showed in patients with severe 

obesity that immune cells accumulate in the jejunum34, a major absorption site of biotin. We found in a 

subset of patients with severe obesity that jejunal SMVT expression showed a trend of negative 

correlation with the expression of TNF-alpha by CD4+ lymphocytes and MAIT cells, a T cell subset 

known to be activated by gut microbial activity32 (Extended Data Figure 7, Spearman correlations 

ranging between -0.4 and -0.6, P-values ranging from 3x10-3 to 4.5x10-2, Supplemental Discussion). 

While this hypothesis needs to be further explored in humans, the combination of increased intestine 

inflammatory tone, together with the low number of biotin-producing bacteria, might thus be 

detrimental for the host biotin availability. 

As a consequence of the systemic biotin deficiency that we observed in severe obesity, we hypothesized 

that biotin metabolism may also be altered in biotin-dependent host tissues, such as the adipose tissue. 

Biotin is covalently linked to many carboxylases and this binding is catalysed by Holocarboxylase 

Synthetase (HLCS) in the mitochondria and cytosol, which is important for tissue metabolism9. Using 

a previously published data set of individuals with severe obesity (EROIC cohort)35, we observed 

negative associations between BMI and subcutaneous adipose tissue gene expression of biotin-

dependent carboxylases like acetyl-CoA carboxylase (ACACA), propionyl-carboxylases (PCCA, 

PCCB), 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC2), pyruvate carboxylase (PC) or the 

holocarboxylase synthase (HCS), that covalently binds biotin to these carboxylases10 (qPCR- data, 

Spearman correlations ranging between -0.42 and -0.70, all P-values<0.05; n=24; Extended Data Figure 

8a). Interestingly, the expression of these genes was also negatively correlated with the expression of 

inflammatory genes, such as the chemokine CCL2, interleukin IL-18 binding protein, metallopeptidase 

9, secreted phosphoprotein 1 and the TNF receptor superfamily member 1A (Extended Data Figure 8a). 

We found that bariatric surgery-induced weight loss was associated with decreased expression of 

inflammatory genes in microarray data (Extended Data Figure 8b, P-values<0.05 paired Wilcoxon rank-

sum test; n=42 SOB individuals) and serum levels of systemic inflammation-related factors (Extended 

Data Figure 8c, P-values<0.05 paired Wilcoxon rank-sum test; n=161 SOB individuals). We also 
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observed a concomitant post-surgery increase in the expression of 5 biotin-related genes in microarray 

data (Extended Data Figure 8d, P-values<0.05 paired Wilcoxon rank-sum test; n=42 SOB individuals), 

mostly confirmed by qPCR assays (Extended Data Figure 8e, n=25 SOB individuals). 

We further substantiated these human observations, by performing a series of experiments in mouse 

models. Notably, we evaluated whether weight gain or loss (induced by high-fat diet (HFD), prebiotics 

or bariatric surgery) known to induce changes in gut microbiota may impact microbial biotin 

metabolism and serum biotin levels. First, in agreement with the human data, we found that HFD (60% 

kcal from fat)-induced obesity was associated with significantly lowered plasma biotin levels, despite 

the two-fold higher intake of biotin in HFD compared to chow fed animals (0.65 vs.0.26 µg of biotin 

per day for these diets respectively). In fact, four weeks after HFD-feeding, mice displayed a decrease 

in plasma biotin compared to chow-fed animals (Figure 4a, left, Chow vs. HFD: P-value=7.3x10-2, 

Wilcoxon rank-sum tests), that reached significance after thirteen weeks of HFD-feeding (Figure 4a, 

right, Chow vs. HFD: P-value=3.7x10-3, Wilcoxon rank-sum tests). As seen in humans, we also 

observed a significant reduction in the expression of most of the biotin carboxylases in epididymal 

adipose tissue in situation of obesity (Extended Data Figure 9a). At the microbiome level, we observed 

that mouse groups showed similar abundances of different groups of biotin producers and transporters 

at baseline, but that four weeks after HFD feeding, there was a significant decrease in 5 groups of biotin 

producers (P) and 6 groups of biotin transporters (A) in parallel with an increase in the main group of 

biotin transporters A&S, observing similar results after thirteen weeks of HFD feeding (Figure 4b; 

FDR<0.05, Wilcoxon rank-sum tests). The increase in A&S group was explained by the large increase 

of Lactococcus lactis after HFD feeding (Extended Data Figure 9b), which has been described as a food 

contaminant in different studies36. However, similar results were observed when L. lactis was excluded 

from the microbiome profiles (Supplemental Discussion). 

We next evaluated whether the gut microbiota could contribute to the circulating levels of biotin. First, 

we measured serum biotin in chow diet-fed germ-free (GF) and conventionally raised (CONV-R) 

C57BL/6J and Swiss Webster mice and observed higher levels in CONV-R in both mouse strains 
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(Figure 4c; C57BL/6J P-value=1.0x10-2; Swiss Webster P-value=3.6x10-2, Wilcoxon rank-sum test). 

To control for the effects of microbial colonization, a group of Swiss Webster GF mice was exposed to 

the environment outside the film isolator and colonized with environmental bacteria. In these mice, we 

observed serum levels of biotin similar to pristine GF mice, thus showing that microbial colonization 

per se was not sufficient to restore the serum biotin to CONV-R levels (Extended Data Figure 9c). 16S 

sequencing of fecal samples from the GF mice colonized with environmental microbes showed 

significantly lower levels of biotin biosynthesis potential (Extended Data Figure 9d; P-value=4.04x10-

3; Wilcoxon rank-sum test) and significantly higher levels of biotin transport (Extended Data Figure 9e; 

P-value=4.04x10-3) compared to CONV-R, with a normal mouse microbiota. These results were 

consistent with the major representation of Staphylococcus genus, harboring the BioY transport gene, 

in the group colonized with environmental microbes, and therefore support that biotin production is a 

function of commensal gut bacteria. To further validate the link between gut microbiota and host 

circulating biotin levels, we administrated a combination of large spectrum antibiotics to C57BL/6J 

mice fed a standard chow diet, which led to a major decrease in plasma biotin (Figure 4d; P-

value=3.1x10-4, Wilcoxon rank-sum test). We confirmed by qPCR that the antibiotic treatment induced 

a decreased bacterial load in the feces of these animals (Figure 4e; P-value=2.0x10-4, Wilcoxon rank-

sum test). Therefore, our results on the GF and antibiotics-treated mice suggest that depletion of the gut 

microbiota negatively impacted circulating biotin levels. Third, to determine if different configurations 

of the human gut microbiota impact biotin levels to different extents, we colonized Swiss Webster GF 

mice using stools from two subjects with severe obesity (SOB) and two subjects with no obesity (NOB) 

who harbored increased amounts of bacterial biotin producers in comparison to the SOB subjects. To 

consider the effect of the diet, we fed the mice either an autoclaved chow diet or a Western Diet (WD 

40% kcal from fat). We observed both a diet and donor effect. In linear regression analyses with diet, 

donor phenotype and the abundance of biotin biosynthesis and transport modules (from 16S rRNA gene 

sequencing data), we found that the diet had the strongest impact on biotin plasma levels (Figure 4f; P-

value=3.2x10-4). However, within the two groups of chow-fed animals, we observed a significant 

decrease in biotin plasma levels in mice receiving the gut microbiota of SOB patients (Figure 4g; P-
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value=1.0x10-2). We also reproduced the decrease in serum biotin levels in mice under obesogenic diet 

(WD), this decrease being significant in the group receiving the gut microbiota of NOB patients (Figure 

4g; P-value=4.1x10-4). Our results therefore indicate that for the same biotin dietary intake, the 

composition of the gut microbiota influences the circulating levels of this vitamin. Indeed, 16S 

sequencing of fecal samples from the colonized mice at the end of the experiment confirmed that the 

difference in biotin production potential observed in the donors’ fecal microbiota was transferred to the 

chow-fed mice (Figure 4h; P-value=4.4x10-3, Wilcoxon rank-sum test), but not to the WD-fed mice. 

These results also pointed to a significant effect of this diet on the transfer of the microbiome functional 

potential from donors to mice. 

Finally, we explored gut microbiota biotin metabolism in the context of severe obesity management. 

First, we focused on bariatric surgery, a surgical procedure commonly used in severe obesity, which is 

known to induce gut microbiota changes in addition to improved metabolism and inflammation6,38. We 

performed an entero-gastro anastomosis (EGA) in C57BL/6J mice receiving either a chow diet or 

HFD39. We observed that plasma biotin significantly increased three months’ (in chow-fed animals) 

and one month’s (in HFD-fed animals) post-surgery in comparison to sham operated animals (Figure 

5a, left: chow, P-value=1.0x10-3; right: HFD, P-value=7.0x10-2, Wilcoxon rank-sum test). The increase 

in plasma biotin post EGA was nevertheless higher in the chow than in the HFD fed animals, suggesting 

the contribution of the diet quality in modulating biotin levels. We sequenced the gut microbiota of the 

HFD fed operated animals and observed an important increase in biotin producers, e.g., P1 and P1&S 

(Figure 5b, FDR=2.18x10-3, Wilcoxon rank-sum test). Interestingly, these observations were replicated 

in humans, where the number of patients with optimal biotin status one year after Roux-en-Y gastric 

bypass improved in comparison with baseline levels (Figure 5c, P-value=2.4x10-2, n=8 individuals in 

bypass group; P-value=1.0x10-1, n=9 individuals in the band group; Fisher’s tests). Again, we found a 

significant increase in biotin-producing bacteria in these individuals after bariatric surgery that 

paralleled the improvement in the host biotin status when we estimated the absolute metagenomic 

abundances using microbial gene richness as a surrogate of microbial cell counts (Figure 5d; P-
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value=4.9x10-2 T0-M3, P-value=3.0x10-2 T0-M12; n=14 bypass individuals; Wilcoxon signed-rank 

test). Interestingly, and unlike the animal models, patients after bariatric surgery intervention are 

supplemented by a combination of vitamins that includes biotin (150 µg/day). We can speculate that 

this oral supplementation contributes to improve the potential of bacterial biotin production and 

ameliorates the host biotin status.  

This prompted us to examine a model of installed and severe obesity through HFD-feeding in mice and 

to investigate the effects of a supplementation of biotin together with a modulation of the gut microbiota 

via a prebiotic (Fructo-oligosaccharides, FOS). Noteworthy, the utilization of FOS in this context was 

also stimulated by the fact that in another experiment using FOS alone in parallel to HFD-feeding, we 

found increased plasma biotin levels and modified microbiota biotin producers (Extended Data Figure 

9f-g). Despite the effect on circulating levels of biotin, the administration of FOS alone was not able to 

restore the expression of biotin carboxylases in the epididymal adipose tissue (Extended Data Figure 

9a). Therefore, after 12 weeks of HFD leading to severe obesity (mean body weight was 37.9 ± 5.1g), 

adult male C57BL/6J mice were either maintained under HFD or supplemented with FOS in the 

drinking water and/or biotin in the diet for 8 additional weeks. In animals with biotin supplementation 

(alone or combined with FOS), the circulating levels of biotin was dramatically increased of 136.6 fold 

compared to the non-supplemented groups. We observed a strong limitation of body weight gain, due 

to a reduction of the accumulation of fat mass in the animals treated concomitantly with FOS and biotin 

(Figure 6a). The simultaneous supplementation by biotin and prebiotic also induced a decrease in 

fasting glucose, fasting insulin and an improved HOMA-IR (Figure 6b: HFD+FOS+Biotin vs. HFD P-

value=1.3x10-3; HFD+Biotin vs. HFD P-value=4.4x10-2 and HFD+FOS+Biotin vs. HFD+FOS P-

value=3.2x10-2; Extended Data Figure 10a: HFD+FOS+Biotin vs. HFD P-value=2.1x10-3; and Figure 

6c: HFD+FOS+Biotin vs. HFD P-value=1.0x10-2; Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparison 

test). Regarding adipose tissue metabolism, the combined use of FOS and biotin induced a significant 

increase of the expression of biotin carboxylases ACC2 (Figure 6d; HFD vs. HFD+FOS+Biotin 

FDR=1.4x10-2; Wilcoxon rank-sum tests) and the biotin transporter SMVT (Figure 6d; HFD vs. 

HFD+FOS+Biotin FDR=3.8x10-2; Wilcoxon rank-sum tests), and a trend of increase for most of the 
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other biotin carboxylases (Figure 6d). Subsequently, analyses of the gut microbiota in these mice with 

installed obesity showed a significant increase of bacterial diversity (Simpson Index) following the 

supplementation of FOS and biotin separately, which was even augmented by the concomitant 

supplementation of FOS and biotin (Figure 6e; FDR<0.05; pairwise Wilcoxon rank-sum tests). 

Importantly, the quantification of biotin transporters and producers in gut bacteria highlighted an 

increase of producer groups P1 and P1&S as well as an increase of main transporters A&S mediated by 

the prebiotic supplementation. Biotin supplementation alone led to the specific increase of producers 

P2 and P2&S (i.e. bacterial groups which do not synthesize biotin de novo from fatty acid intermediates 

but from pimelate) and pure biotin auxotrophs A and A3 (Figure 6f; FDR<0.05 on Kruskal-Wallis tests 

and FDR<0.05 on pairwise Wilcoxon ranked-sum tests). This suggests that biotin supplementation per 

se may promote the increase of some biotin producer lineages together with microbiome diversity. 

Moreover, and most interestingly, both the producers and transporters of other B vitamins were 

similarly affected by the supplementation of both biotin and FOS (Extended Data Figure 10b), 

suggesting that the supplementation not only improved bacterial metabolism of biotin but also of other 

B vitamins, in the context of altered gut bacterial diversity by the pre-existing obesity. Similar results 

were observed for body composition and glucose homeostasis when biotin was administrated alone in 

parallel to the development of obesity, independently of the administration mode of biotin either via 

food or via subcutaneous osmotic minipumps (Extended Data Figure 10c-d).  

In conclusion, in a context of marked dysbiosis, low-grade inflammation and altered metabolism as 

seen in severe obesity, the reduction in bacterial load impacts gut microbiota functionality. Specifically, 

we demonstrated the alteration of microbial biotin metabolism evaluated by the metagenomic 

quantification of bacterial producers and auxotrophs. Severe obesity was associated with low 

availability of microbial biotin which extended to other B vitamins. Since biotin intake through dietary 

analysis did not reveal major intake differences, we suggest that the particular decrease in biotin 

transporters might be due to insufficient release by the producers which utilize biotin themselves or 

within the local bacterial ecosystem. Low biotin availability in the host was also evidenced by blood 

measurements and adipose tissue gene exploration of biotin-dependent genes. Convergent experimental 
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results in mice fed a high fat diet, emphasized on the importance of dietary intake quality. Indeed, the 

high fat or western diet led to a decrease in systemic biotin and, experiments in mice converged to 

confirm that the gut microbiota has the capacity to contribute to systemic biotin levels. In humans, the 

degree to which biotin of bacterial origin contributes to the circulating biotin remains unmeasured. An 

estimation based on computer modelling has proposed that the contribution from bacterial production 

is around 4.5%5, but this needs further experimental substantiation in humans. 

The origin of low biotin availability will need further explorations. Correlation studies revealed an 

interplay between the altered microbial biotin metabolism and obesity related metabolic and systemic 

inflammation in the host. We, thus, cannot exclude that metabolic and inflammatory perturbations in 

severe obesity have an impact on gut bacterial metabolism of biotin. In the case of increased biotin 

requirement during the expansion of fat mass in severe obesity, the suboptimal availability of biotin to 

the host might be even more amplified by decreased intestinal biotin absorption due to intestinal 

inflammation. In favour of this hypothesis, improved metabolism and inflammation concomitantly 

induced by bariatric surgery did not only led to improvement of microbial biotin metabolism but also 

to increased systemic biotin levels. Finally, in severe obesity, a vicious cycle for both the host and gut 

microbiota might occur, resulting in abnormal metabolic interactions, where molecular signals from the 

dysbiotic microbiota could contribute to the aggravation of host inflammation and tissue biotin 

deficiency. As a consequence, a concomitant management of gut dysbiosis via gut-focused therapies 

(e.g. prebiotics), and improvement of vitamin availability appears interesting to prevent obesity from 

transitioning to a more severe metabolic state. As such, we showed that biotin administration together 

with FOS in mice with installed obesity limit further weight gain and glucose metabolism deterioration 

while improving microbial metabolism not only of biotin but also of other B vitamins, suggesting 

overall functional improvement of the gut microbiota. This paves the way for future clinical 

investigation of biotin and prebiotic administration in humans, in severe obesity.  
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Methods 

Cross-sectional cohort description (MetaCardis) 

The cross-sectional European MetaCardis study cohort consisted of 2214 participants that were 

recruited between 2013 and 2015 in the clinical departments of Pitié-Salpêtrière Hospital in Paris, 

France, in the Integrated Research and Treatment Center (IFB) Adiposity Diseases in Leipzig, Germany 
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and in the Novo Nordisk Foundation Center for Basic Metabolic Research (NNFCBMR) in 

Copenhagen, Denmark. Exclusion criteria included age above 75, history of abdominal cancer/radiation 

therapy on the abdomen, history of intestinal resection (except for appendectomy), acute or chronic 

inflammatory or infectious diseases (including VHC, VHB, and HIV), history of organ transplantation 

or receiving immunosuppressive therapy, severe kidney failure (MDRD glomerular filtration rate< 50 

ml (min 1.73m²)-1), or drug or alcohol addiction. Study participants had to be free of any antibiotic use 

in the three months prior to inclusion. Subjects provided written informed consent and the study was 

conducted in accordance with the Helsinki Declaration and is registered in clinical trial 

https://clinicaltrials.gov/show/NCT02059538. Detailed bio-clinical information as well as gut 

microbial metagenomics sequences from faecal samples were obtained. Herein, we focused on a subset 

of 1545 participants based on BMI and glucose metabolism alteration.  

We defined three different groups based on the degree of metabolic disease progression, named “MH” 

(metabolically healthy state, defined by the absence of the metabolic syndrome and/or type 2 diabetes), 

“MUH” (metabolically unhealthy state, defined by the presence of the metabolic syndrome using the 

IDF definition but the absence of type 2 diabetes), and “T2D” (type-2 diabetic) defined with a fasting 

glycaemia>6.9mmol/l, and or Hba1c≥6.5% and/or the presence of anti-diabetic drugs. We separated 

each of these groups according to their BMI status (non-obese normal BMI (NOB BMI< 25 kg/m²), 

moderately obese (moderate obesity (MOB BMI 25-35 kg/m²)), severely obese, severe obesity (SOB> 

35 kg/m2) as to obtain 9 final study groups.  

The metabolic syndrome (MS) was defined based on the International Diabetes Federation 2005 

Consensus Worldwide Definition of the Metabolic Syndrome (http://www.idf.org/metabolic-

syndrome), e.g. waist circumference> 94 cm in men and> 80 cm in women, and any two of the following 

four factors: i) triglycerides levels ≥ 1.7 mmol/L or treatment for lipid abnormality (statin and/or fibrate 

or ezetimibe); ii) high density lipoprotein (HDL) cholesterol<  1.03 mmol/L for European men and 1.29 

mmol/L in European women and/or and/or treatment for lipid abnormality; iii) abnormal blood pressure 

(BP): systolic BP ≥ 130 mmHg and/or diastolic BP ≥ 85 mmHg or patients taking anti-hypertensive 

treatments and, iv) abnormal fasting plasma glucose ≥ 5.6 mmol/L or prevalent T2D. T2D status was 
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defined using the American Diabetes Association (ADA) definition: fasting glycemia> 6.9 mmol/l 

and/or 2h values in the oral glucose tolerance test> 11 mmol/l and/or haemoglobin A1c (HbA1c, 

glycated haemoglobin) ≥ 6.5% and/or use of any anti-diabetic treatment40. 

Biochemical analyses 

Biochemical analyses were conducted on blood samples collected after an overnight fast. Fasting 

glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides and HbA1c were measured using enzymatic 

methods, and kinetic assays based on coupled enzyme systems were used to measure alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and γ-glutamyltransferase (GGT). LDL 

cholesterol was calculated based on the Friedwald equation for French and Danish participants, and 

measured for German participants. Free fatty acids were measured via a photometric method (Diasys 

Diagnostic systems GmbH). A chemiluminescence assay (Insulin Architect, Abbott) permitted to 

measure serum insulin and C-peptide at a fasting state and at 30 and 120 minutes during an oral glucose 

tolerance test, and serum leptin was measured using the Human Leptin Quantikine ELISA Kit (R&D 

Systems, Inc.). Adiponectin was measured using an ELISA sandwich assay (HMW & Total 

Adiponectin ELISA kit by the American Laboratory Products Company (ALPCO)). 

Levels of high-sensitivity c-reactive protein (hs-CRP) were measured using an IMMAGE automatic 

immunoassay system (Beckman-Coulter). Blood concentrations of high-sensitivity interleukin 6 (hs-

IL-6) were measured using the Human IL-6 Quantikine HS ELISA Kit (R&D Systems), and 

concentrations of sCD14 were measured using the Human CD14 Quantikine ELISA Kit (R&D 

Systems). A Luminex assay (ProcartaPlex Mix&Match Human 13-plex, eBioscience) was used to 

measure the following cytokines: Interferon gamma-induced protein 10 (IP-10), C-X-C motif 

chemokine ligand 5 (CXCL5), CC-Chemokin ligand 2 (CCL2), Eotaxine, Interleukine 7 (IL-7), 

Macrophage migration inhibitory factor (MIF), Macrophage inflammatory protein 1β (MIP 1β), stromal 

cell-derived factor 1 (SDF1), and Vascular endothelial growth factor A (VEGF A). Values < the 1st 

standard were replaced by 1/2 lower limit of quantification (LLoQ), and values below the limit 
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permitting extrapolation were replaced with LLoQ/4. Blood cell counts (leukocytes, monocytes, 

neutrophils and immune cells) were measured using flow cytometry as previously described41. 

Biotin serum levels were quantified in serum samples from 212 individuals of this MetaCardis subset. 

Samples were selected among French individuals on the extremes of health status (excluding 

individuals from metabolically unhealthy group) and obesity state (excluding individuals from 

moderately obese group) excluding also individuals with coronary artery disease. Among the 381 

samples retained from 8 study groups (NOB-MH, n=87, NOB-T2D, n=107, SOB-MH, n=86, SOB-

T2D, n=101), 27 samples in the extreme of gene richness distribution for each group were selected for 

biotin serum quantification. Biotin was measured from serum samples with competitive enzyme-linked 

assay (ELISA) by MDbioscience (http://www.mdbiosciences.com/). The urinary excretion of 3-

hydroxyisovaleric acid was quantified by ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem 

mass spectrometry (UPLC-MS/MS). 

 

Collection of anthropometric and clinical data 

Patients had clinical examination. Weight and height were assessed during the clinical inclusion visit 

according to standardized procedures using the same scales and units. Body fat mass and fat-free mass 

were measured via bioelectrical impedance analysis. Systolic and diastolic blood pressure were 

measured using a mercury sphygmomanometer (measures were taken three times on each arm, and the 

mean of the last 2 measurements in the right arm was used for analyses). Moreover, a detailed list of 

prescribed medications as well as the patient’s medical history were gathered. 

Collection of lifestyle and dietary data 

Data on physical activity were collected using the Recent Physical Activity Questionnaire (RPAQ). 

This questionnaire, which assesses physical activity practices over the last four weeks, has been 

validated against doubly labelled water42. Dietary data were collected via a food-frequency 

questionnaire (FFQ) that was adapted to the cultural habits of each of the countries of recruitment. The 
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MetaCardis FFQ was based on the validated European Prospective Investigation of Cancer (EPIC)-

Norfolk FFQ and the content was based on several relevant European FFQs. Portion size and nutrient 

composition were derived from national food consumption surveys and food composition databases. A 

validation study against repeated 24h-dietary records among 324 French MetaCardis participants has 

indicated an acceptable relative validity level, with a mean correlation coefficient of 0.503 for 

micronutrients43. Although there is no extensive validated food composition database for biotin and no 

official validated dietary recommendation, we have estimated biotin intake based on values concerning 

the biotin contents by 2 independent sources. The first concerned selected foods published by Staggs et 

al.31.The second concerned estimated biotin intake with a recent comprehensive nutrient database 

FoodDB44 added to the Danish national food database (DTU food database)45 which contains more 

complete biotin contents for 1029 foods. Importantly, we found that the FFQ based estimation of biotin 

intake based on the derivation of foods contents using these 2 methods (published Staggs et al. values 

vs. online data FoodDB or DTU food database) were well correlated (with a mean correlation 

coefficient of 0.75). Consequently, for each individual, we decided to average the dietary intake of 

biotin estimated by the 2 methods to adjust our analyses. This allowed us to rank individuals based upon 

dietary biotin intake and to adjust our analyses on nutritional intakes. 

 

Metagenomic sequencing  

Total faecal DNA was extracted following the International Human Microbiome Standards (IHMS) 

guidelines (SOP 07 V2 H) and sequenced using ion-proton technology (ThermoFisher Scientific) 

resulting in 23.3 ± 4.0 million (mean ± SD) 150-bp single-end reads per sample on average. Reads were 

cleaned using Alien Trimmer (v0.2.4)46 in order to remove resilient sequencing adapters and to trim 

low quality nucleotides at the 3’ side (quality and length cut-off of 20 and 45 bp, respectively). Cleaned 

reads were subsequently filtered from human and potential food contaminant DNA (using human 

genome RCh37-p10, Bos taurus and Arabidopsis thaliana with an identity score threshold of 97%).  
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Faecal microbial load 

Microbial loads of faecal samples were determined as described previously19,20. Briefly, 0.2 g frozen (-

80°C) aliquots were dissolved in physiological solution to a total volume of 100 mL (8.5 g/L NaCl; 

VWR International, Germany). Subsequently, the slurry was diluted 1,000 times. Samples were filtered 

using a sterile syringe filter (pore size of 5 µm; Sartorius Stedim Biotech GmbH, Germany). Next, 1 

mL of the microbial cell suspension obtained was stained with 1 µL SYBR Green I (1:100 dilution in 

DMSO; shaded 15 min incubation at 37°C; 10,000 concentrate, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA). The flow cytometry analysis was performed using a C6 Accuri flow cytometer 

(BD Biosciences, New Jersey, USA)47. Fluorescence events were monitored using the FL1 533/30 nm 

and FL3 >670 nm optical detectors. In addition, also forward and sideward-scattered light was collected. 

The BD Accuri CFlow (v1.0.264.21) software was used to gate and separate the microbial fluorescence 

events on the FL1/FL3 density plot from the faecal sample background. A threshold value of 2000 was 

applied on the FL1 channel. The gated fluorescence events were evaluated on the forward/sideward 

density plot, as to exclude remaining background events. Instrument and gating settings were kept 

identical for all samples (fixed staining/gating strategy)47. Based on the exact weight of the aliquots 

analysed, cell counts were converted to microbial loads per gram of faecal material. 

 

Metagenomics data processing 

Gene abundance profiling was performed using the 9.9 million gene integrated reference catalogue of 

the human microbiome48. Filtered high-quality reads were mapped with an identity threshold of 95% to 

the 9.9 million-gene catalogue using Bowtie (v2.2.6) included in the METEOR software. A gene 

abundance table was generated by means of a two-step procedure using METEOR. First, the uniquely 

mapping reads (reads mapping to a single gene in the catalogue) were attributed to their corresponding 

genes. Second, shared reads (reads that mapped with the same alignment score to multiple genes) were 

attributed according to the ratio of their unique mapping counts. The gene abundance table was 

processed for rarefaction and normalization and further analysis using the MetaOMineR49 (v1.2) R 
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package. To decrease technical bias due to different sequencing depth and avoid any artefacts of sample 

size on low abundance genes, read counts were rarefied. The gene abundance table was rarefied to 10 

million reads per sample by random sampling of 10 million mapped reads without replacement. The 

resulting rarefied gene abundance table was normalized according to the FPKM strategy (normalization 

by the gene size and the number of total mapped reads reported in frequency) to give the gene abundance 

profile table50.  

Metagenomic species (MGS; co-abundant gene groups with more than 500 genes corresponding to 

microbial species; n=1436) were clustered from 1267 human gut metagenomes used to construct the 

9.9 million-gene catalogue48, as described previously51. MGS abundances were estimated as the mean 

abundance of the 50 genes defining a robust centroid of the cluster (if more than 10% these genes gave 

positive signals). MGS taxonomical annotation was performed using all genes by sequence similarity 

using NCBI blast N; a species-level assignment was given if>50% of the genes matched the same 

reference genome of the NCBI database (November 2016 version) at a threshold of 95% of identity and 

90% of gene length coverage. Remaining MGS were assigned to a given taxonomical level from genus 

to superkingdom if more than 50% of their genes had the same level of assignment. Microbial gene 

richness (gene count) was calculated by counting the number of genes that were detected at least once 

in a given sample, using the average number of genes counted in ten independent rarefaction 

experiments. Moreover, a second approach was used to quantify microbial taxons based on the mOTU 

approach52. The quantification of mOTU abundance per metagenome was performed following the 

original methodology: (1) short reads were mapped to the database of single-copy marker genes52; (2) 

gene-level abundance tables were computed, normalizing by the size of each gene and the number of 

input reads, emulating the scaled mode in MOCAT253; (3) within each metagenome, the abundance of 

all reads mapping to genes within the same mOTU cluster and the same orthologous group (COG), was 

added together to obtain a mOTU-COG abundance table, emulating the functional mapping of 

MOCAT253 (which could not be used directly as the file formats were not appropriate); (4) this 

abundance table was then run through the final step in the NGLess interface54 to the mOTU tool to 

obtain the mOTU abundance table . Briefly, the abundance of a mOTU is defined as the mean its 
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constituent COGs, while ignoring non-detected COGs, provided that at least two COGs have been 

detected, as in the original publication52–54. 

For quantification of functional modules metagenome reads mapped to the IGC gene catalog after 

rarefaction to 10M reads per sample, were binned by functional category as per the annotations of the 

IGC previously carried out within the MOCAT2 framework53 . Functional potentials at each class of 

annotations (e.g., KEGG KOs, modules) were summed within each annotation term. 

 

Quantitative abundance profiling (QMP) 

Relative metagenomic profiles (RMP) of taxonomic and functional metagenomic features were 

transformed to quantitative metagenomic profiles (QMP) by multiplication of relative proportions to an 

indexing factor proportional to the microbial cell densities of the samples (load), defined as the sample 

load divided by the median load over the entire MetaCardis cohort.  

 

Enterotyping  

Enterotyping (or community typing) based on the Dirichlet multinomial mixtures (DMM) approach was 

performed in R, with package Dirichlet Multinomial, as described by Holmes et al.55 on a subsample 

(n=2022) of the n=2214 MetaCardis cohort (clinical and metagenomics data available).  

 

Quantification of B-vitamins biosynthesis and transport bacterial groups 

To carry out an in-depth profiling of the bacterial metabolism of biotin and other B-vitamins, we 

quantified the abundance of 15 different groups of bacteria with different phenotypes in terms of biotin 

biosynthesis and transport capabilities based on their gene content defined in the study of Rodionov et 

al. 27. Briefly, 2126 reference genomes were retrieved from PATRIC database using PATRIC command 

line API 56. Human-filtered metagenomic reads from 1545 samples were mapped against these 2126 

reference genomes using NGLESS54. Reads with >95% identity and >45% alignment length were 

retained and reference genome abundances were computed with the dist1 option of NGLESS, where 
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first the genome abundances are computed from unique mapped reads and then are corrected by the 

multiple mapped reads weighted by the coverage of unique mapped reads. The genome abundance table 

was processed for rarefaction and RPKM normalization with MetaOMineR (v1.2) R package49. The 

raw genome abundance table were rarefied to 2 million mapper reads per sample and the rarefied 

genome abundance table was normalized according to the FPKM strategy (normalization by genome 

size and the genome abundances reported in frequency). The abundance of the 15 biotin species groups 

was computed as the sum of the abundances of individual bacterial genomes. Similar approach was 

followed to compute the total abundances of B-vitamin auxotrophic and prototrophic bacteria. From 

this abundance table (RMP), absolute abundances (QMP) were computed by multiplying by the ration 

between the sample microbial load and the median value of microbial load throughout the MetaCardis 

cohort. 

 

Animals experiments 

Experiments with germ-free mice and faecal microbiota transfer 

12-15-week-old female conventionally raised (CONV-R) and germ-free (GF) Swiss Webster and 

C57BL/6J mice were fed an autoclaved chow diet (5021, LabDiet) and water ad libitum. CONV-R mice 

were housed in individually ventilated cages (Green line Sealsafe plus, Tecniplast, Buguggiate, Italy) 

and GF mice were housed in flexible film isolators; all mice were housed in groups of maximum five 

mice per cage under a strict 12 h light cycle. GF status was tested by culturing faecal bacteria 

anaerobically and aerobically, and by PCR of the bacterial 16S rRNA gene with universal primers 27F 

(5’-GTTTGATCCTGGCTCAG-3’) and 1492R (5’-CGGCTACCTTGTTACGAC-3’). PCR reactions 

were performed with a 5-min preincubation at 95°C followed by 30 cycles of 30 s at 94°C, 45 s at 52°C, 

and 90 s at 72°C and then kept at 72°C for 7 min.  

For faecal microbiota transfer, female Swiss Webster GF mice were colonized at the age of 10-13 weeks 

for four weeks with feces from two subjects with severe obesity (SOB) and two subjects with no obesity 

(NOB) who had higher amounts of microbiota biotin producers in comparison to SOB subjects. 

Colonized mice were kept in individually ventilated cages (ISOcage N System, Tecniplast, Buguggiate, 
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Italy) with a maximum of 5 mice per cage. 500 mg of frozen stools were suspended in 5 ml of LYHBHI 

medium (Brain-heart infusion medium supplemented with 0.5% yeast extract and 0.1% cellobiose, 

0.1% maltose, 0.05% cysteine and 0.25% hemin57 containing 20% glycerol. Faecal slurries were 

prepared in a Coy chamber, aliquoted in 1 ml volumes, and stored at -80ºC until use. The mice were 

randomized into 4 groups and colonized twice by oral gavage with 200 μl slurry after a 4h fasting; the 

second gavage was administered two days after the first dose. Colonized mice from each donor were 

fed ad libitum either an autoclaved chow diet (5021, LabDiet) or an irradiated western diet (40% kcal 

fat, TD.09683, Harlan Teklad).  

Serum samples were collected from the cava vein after a 5h fasting. The experiments were approved by 

the Ethics Committee on Animal Care and Use in Gothenburg, Sweden. All animal experiments were 

conducted in accordance with the principles of the ‘Guide to the Care and Use of Experimental 

Animals’. 

Analyses of Illumina 16S V4 amplicons from fecal transfer experiments were carried out with 

QIIME258. Quality filtering of raw reads, amplicon reconstructions, chimera removal, and 

reconstruction of Amplicon Sequence Variants were carried out with the DADA2 plugin of QIIME259. 

Taxonomic classification of ASV were carried out with the Naïve Bayes Classifier of QIIME2 trained 

against GreenGenes 13_8 database60. Raw ASV tables were rarified to 30000 counts per sample to 

avoid biases associated to differences in sequencing depth between samples after inspection of 

rarefraction curves. Functional profiling from rarified ASV table were carried out with PICRUSt261. 

 

Animals 

Male C57BL/6J mice were obtained from Charles River Laboratories (France) and Janvier Labs 

(France). Adult male C57BL/6NTac were obtained from Taconic Biosciences (Denmark). Mice were 

housed in groups of 5 and maintained on a 12-hour light-dark cycle with ad-libitum access to water. 

They had access either to a standard chow diet (A04-10, Safe Diets, Germany) or a high-fat diet (HFD, 

D12492, 60% kcal fat, Research Diets, USA). The experiments were carried out in accordance with the 

recommendations of Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 
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September 2010 on the protection of animals used for scientific purposes. The experiments were 

approved by the local committee and received permission from the French “Ministère de la Recherche”.  

 

Body weight and composition 

Body weight and food intake were monitored once a week in all animal models. Whole body 

composition was assessed weekly by Nuclear Magnetic Resonance (Minispec LF50, Bruker, USA), 

which quantified body fat, lean tissue and free body fluid. Mice were weighed before being inserted 

into the instrument for analysis (2 minutes/mouse). 

 

Antibiotic administration 

Adult male C57BL/6NTac control mice (n=16) were fed by daily gavage either with water 

(n=8) or with a solution of broad-spectrum antibiotics (100mg/kg of vancomycin and 200 

mg/kg of ampicillin, neomycin and metronidazole)62 diluted in water (n=8) for 14 days.  

 

EGA Surgery 

Fourteen C57BL/6J animals underwent an entero-gastro anastomosis (EGA). As a control group, 

thirteen animals underwent a laparotomy (Sham operated animals). The EGA procedure was performed 

as previously described39. In brief, C57Bl6 mice on high fat diet (HFD) or a standard Chow diet (A04-

10, Safe Diets, Germany) undergoing surgery were fasted for 6 h and anaesthetized with 2% isoflurane 

(Abbott, Rungis, France) and air/oxygen. Analgesia was delivered intraperitoneally 30 min before 

surgery (Buprenorphine, 0.03mg/kg, Axience SAS, France) and at the end of the procedure 

(Ketoprofen, Merial, 1%, diluted 1/100, 150 µL per mouse). The procedure consisted in a pyloric 

sphincter’s ligature, followed by an entero-gastric anastomosis allowing the exclusion of the duodenum 

and the proximal jejunum of the alimentary tract. Sham-operated mice (simple laparotomy) underwent 

the same duration of anesthesia as EGA mice. In both animal groups, the laparotomy was repaired in 

two layers. All mice were maintained on a standardized post-operative protocol to monitor pain, body 
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weight and hydration, subcutaneous injection of saline serum and additional analgesia was given as 

necessary. The mice had access to water and diet right after the surgery. 

 

Biotin supplementation 

Two groups of animals (male C57BL/6J, 8 weeks old) were implanted with osmotic pumps (#2006, 

200µL, 0.15µL/hr, Alzet, USA) filled with either biotin (Sigma Aldrich, USA) diluted at a concentration 

of 75 mg/ml in vehicle solution (water + 5% DMSO; pH adjusted to 7.5) or the vehicle alone. Pumps 

were implanted subcutaneously in mice anesthetized by isoflurane. 

Other groups of animals were fed a biotin-supplemented HFD custom diet containing 97.7 mg of 

biotin/kg of diet (Research Diets, USA).  

 

FOS treatment 

The administration of a prebiotic, fructo-oligosaccharide (FOS, Orafti P95, Germany) was done in the 

drinking water of the animals. This compound was obtained from Bénéo and incorporated to drinking 

water at a dose of 10% w/w. The drinking solution was filtered on 0.22 µm and changed every two days 

to avoid spoilage. 

 

Fasting glucose and insulin measurements 

Animals were fasted for 6 hours then weighed and glycaemia was measured from tail blood  

Plasma insulin concentration was measured by a commercially available ELISA kit (Mouse 

Ultrasensitive Insulin ELISA, ALPCO, USA) in blood samples collected after 6 hours fasting, at the 

same time fasting glycaemia was measured.  

 

qPCR 

Total RNA was extracted from tissues using RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Germany). Then, the RNA 

was reverse-transcribed using random primers and M-MLV (Promega, USA). We performed qPCR 



  

 

 

 

389 

 

with StepOne System (Applied BiosystemsTM, USA) using Fast SYBR Master Mix (Life Technologies, 

USA). Each sample was normalized to housekeeping genes, 18S and rplp0. Relative fold changes in 

gene expression were calculated by the ∆∆𝐶𝑇 method using the equation 2 ∆∆ . Sequences used are 

summarized in the table below.  

Gene Forward Reverse 

ACC1 CAGTGCTATGCTGAGATTGAGG ACACAGCCAGGGTCAAGTG 

ACC2 GGAGAGTTACTGCCTCGGTTC GGTCCAGTCCTTGCTCCAC 

MCC1 AGTTCATCCTCCTGGACAACA CACTGGAATGCCAACTTCAA 

MCC2 GCAGCTACAGGTGAAGAGGTGT AGTGACCCCAGACTTTCTGC 

PCCA TTGAAAAAGTGCCCAAGGAC GATTTCCTGACCTTCTGCTACC 

PCCB CCCAGGCAGAGTATGTGGAG ACGAGTAGAGGATGGCTGGA 

PC GGGACTCCTTTGGACACAGA GCCCCTTCCCAGTACTCACT 

SMVT GGATCTGTGGGACTGTGA  CACATCTGTCCAGATGACA 

 

Plasma/Serum biotin quantification 

Depending on the experimental design, blood was obtained either from retro-orbital bleeding under 

general anaesthesia (isofluorane 3%) or from the tail vein after 6h-fasting in EDTA-coated tubes. The 

blood was then centrifuged at 13,000g during 3 minutes to collect plasma. For the experiments using 

serum, blood was collected under anaesthesia (isofluorane) by cannulation of both the cava and porta 

veins after opening the peritoneal cavity. The blood was kept in a standing position for 30 minutes and 

then centrifuged at 1,500g for 10 minutes at 4°C to collect serum. Biotin level was estimated in the 

plasma/serum following the instructions of the IDK Biotin ELISA kit (K8141, Immundiagnostik). 

Plasma/serum was diluted to 1:10 and 1:20.  

 

Faecal DNA extraction 
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Feces from mice were collected weekly and immediately stored at -80°C upon usage. Extraction was 

then performed using the PureLink Microbiome DNA Purification kit (Invitrogen) following the 

provider’s protocol. DNA was assessed both by Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen) for the quantity and 

NanoDrop (Thermofisher) for the quantity and quality. 

 

 

Faecal DNA Sequencing (Nanopore) 

Extracted faecal DNA was sequenced by the MinION from Oxford Nanopore Technologies (ONT). 

The DNA library was prepared with the Ligation Sequencing Kit (ref SQK-LSK 109, ONT), with 

multiplexing so that up to 12 samples were sequenced at the same time (ref EXP-NBD104, ONT). The 

ZymoBIOMICS Microbial Community DNA Standard (#D6306, Zymo Research) was used as an 

internal control for each sequencing run.  

 

Bioinformatic data processing (Nanopore) 

Nanopore fast5 reads (343206 reads per sample on average) were basecalled and demultiplexed with 

Guppy (Version 2.1.3). Quantification of biotin and B-vitamin bacterial groups was carried out mapping 

Nanopore fastq files against the same set of 2126 reference genomes mentioned above coming from the 

study of Rodionov et-al27 using minimap2 aligner with the map-ont option optimized for Nanopore 

sequencing data63. SAM files product of minimap2 alignment were used as input for NGLESS54 to 

compute the abundances of reference genomes with the dist1 option as described. The genome 

abundance table was processed for rarefraction and RPKM normalization with MetaOMineR (v1.2) R 

package49. The raw genome abundance table were rarefied to 40000 mapped reads per sample and the 

the rarefied genome abundance table was normalized according to the FPKM strategy (normalization 

by genome size and the genome abundances reported in frequency). The abundance of the 15 biotin 

species groups was computed as the sum of the abundances of individual bacterial genomes. Similar 

approach was followed to compute the total abundances of B-vitamin auxotrophic and prototrophic 



  

 

 

 

391 

 

bacterial genomes. Similar approach was followed to compute the total abundances of B-vitamin 

auxotrophic and prototrophic. 

 

Microbiome data (Microbaria bariatric surgery cohort) 

We quantified serum biotin and performed functional metagenomics from faecal samples collected from 

patients with severe obesity involved in a bariatric surgery program as reported elsewhere6. Briefly, we 

included women with severe obesity at Pitié-Salpêtrière Hospital Nutrition department, Paris. Patients 

were assigned for adjustable gastric banding (AGB) or Roux-en-y gastric bypass (RYGB) following 

international BS guidelines. Clinical, anthropometric, and biological evaluations were obtained at 

baseline (T0) and during follow-up at one (T1), three (T3), and twelve months (T12) post-surgery. Feces 

were collected at each visit. No patient had received antibiotic treatment for three months prior toBS, 

nor had any past history of acute or chronic gastrointestinal diseases and were weight stable before the 

intervention. Ethical approval was obtained from the Ethics Committee (CPP-Ile-de-France). All 

subjects signed the informed written consent and the protocol was registered at clinicaltrial.gov 

(Microbaria Study, NCT01454232). Biotin serum levels were quantified in serum samples from 17 

individuals from Microbaria cohort on baseline and 1 year after bariatric surgery (34 samples overall). 

Biotin was measured with competitive enzyme-linked assay (ELISA) by MDbioscience 

(http://www.mdbiosciences.com/).  

Quantification of biotin producers and transporters were carried over 24 individuals from the 

Microbaria cohort with metagenomic data on baseline, 1, 3 and 12 months after bariatric surgery. 

Human filtered SOLiD reads from these individuals were downloaded from the ENA repository and 

mapped over the set of 2126 reference genomes mentioned above coming from the study of Rodionov 

et-al27 using bowtie allowing a maximum of 3 mismatches and keeping only the best alignments in each 

strata64. SAM alignment were used as input for NGLESS54 to compute the abundances of reference 

genomes with the dist1 option as described above. The genome abundance table was processed for 

rarefraction and RPKM normalization with MetaOMineR (v1.2) R package49. The raw genome 

abundance table were rarefied to 1 million reads per sample and the the rarefied genome abundance 
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table was normalized according to the FPKM strategy (normalization by genome size and the genome 

abundances reported in frequency). The abundance of biotin producers and transporters was computed 

as the sum of the abundances of individual bacterial genomes in each group and these abundances were 

multiplied by the gene richness from38 in order to have an estimate of the absolute (QMP) metagenomic 

abundances, based on the positive correlation described between microbial diversity and microbial cell 

density19 and observed in the MetaCardis cohort (Spearman rho=0.34, p-value=2.74e-44, n=1545 

individuals).  

 

Adipose tissue gene expression and blood inflammation markers 

For 43 obese patients who underwent bariatric surgery, subcutaneous adipose tissue gene expression 

measures were available from microarray and/or qPCR- based methods (42 patients had microarray 

data, of which 24 patients also had available qPCR data; 25 patients had qPCR data, and one of these 

patients did not have available microarray data). For these gene expression measurements on 

subcutaneous adipose tissue samples, RNA was extracted from needle biopsies taken before surgery 

and 1 year after surgery. Blood inflammation markers were measured using a multiplex immuno assay 

(Myriad, RBM) among n=161 subjects with severe obesity, before and after bariatric surgery. Missing 

values for blood inflammation markers (n=8 for CCL2, n=5 for IL-18, n=4 for CEACAM1, n=3 for 

CXCL9, n=1 for ANGPT1 and n=1 for SPP1) were imputed using the lower limit of quantitation and a 

beta law.  

 

Analysis of the association between gut inflammation markers and intestinal SMVT gene 

expression 

SMVT gene expression was calculated as the expression relative to GAPDH and 18S, and then z-score 

transformed. Next, Spearman correlations between SMVT gene expression and 30 markers of gut 

inflammation were calculated in Microbaria cohort subset. The 30 tested markers corresponded to the 

expression of inflammatory cytokines by immune cells (CD4+ cells, CD8+ cells, MAIT cells) in the 

lamina propria, after stimulation as described: % of CD4+ cells expressing granzyme B, % of CD4+ 
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cells expressing IL-17, % of CD4+ cells expressing IL-22, % of CD8+ cells expressing granzyme B, % 

of CD8+ cells expressing IL-17, % of CD8+ cells expressing IL-22, % of MAIT cells expressing 

granzyme B, % of MAIT cells expressing IL-17, % of MAIT cells expressing IL-22, % of CD4+ cells 

expressing IL-21, % of CD4+ cells expressing IL-10, % of CD4+ cells expressing IL-4, % of CD8+ 

cells expressing IL-21, % of CD8+ cells expressing IL-10, % of CD8+ cells expressing IL-4, % of 

MAIT cells expressing IL-21, % of MAIT cells expressing IL-10, % of MAIT cells expressing IL-4, % 

of CD4+ cells expressing IL-2, % of CD4+ cells expressing interferone-gamma, % of CD4+ cells 

expressing TNF-alpha, % of CD8+ cells expressing IL-2, % of CD8+ cells expressing interferone-

gamma, % of CD8+ cells expressing TNF-alpha, % of MAIT cells expressing IL-2, % of MAIT cells 

expressing interferone-gamma, % of MAIT cells expressing TNF-alpha, % of CD4+ cells expressing 

IL-13, % of CD8+ cells expressing IL-13, % of MAIT cells expressing IL-13. Spearman correlation 

coefficients were provided along with p-values and FDRs (FDRs were calculated using the Benjamini-

Hochberg method, to account for multiple testing). 

 

Microarray experiments 

Total RNA was extracted from stored tissues by using the RNeasy total RNA Mini kit (QIAGEN) with 

one-column DNase digestion. RNA quality and concentration were assessed by using an Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies). An Illumina RNA amplification kit (Ambion) was used according 

to the manufacturer’s instructions to obtain biotin-labeled complementary RNA from 250 ng total RNA. 

Hybridization processes were performed with Illumina Human HT-12 version 4.0 Expression 

BeadChips (Illumina Inc). Hybridized probes were detected with cyanin-3-streptavidin (1mg/mL; 

Amersham Biosciences, GE Health Care) and scanned by using an Illumina BeadArray Reader. Raw 

data were extracted with GenomeStudio 2011.1 software by using the default settings and without any 

additional normalization. The target genes on which the present study focused were selected as biotin-

related genes (SMVT, HLCS, BTD, ACACA, PCCB, PC, ACACB, PCCA, MCCC2), as well as 

selected inflammation- related genes (A2M, ADIPOQ, ANGPT1, CAECAM1, CCL13, CCL19, CCL2, 

CCL23, CCL5, CCL8, CXCL10, CXCL12, CXCL9, DCN, FTH1, IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5, 
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IGFBP6, IL18, IL18BP, MMP2, MMP9, PECAM1, SERPINE1, SFTPD, SPP1, TIMP1, TNFRSF11B, 

TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFSF113B, VCAM1). 

 

qPCR experiments 

For the above-mentioned selected biotin-related genes, subcutaneous adipose tissue gene expression 

before and after bariatric surgery was also measured by Quantitative polymerase chain reaction (qPCR). 

For each target gene whose expression was measured by qPCR, measured CTs (e.g., cycle threshold 

values) were transformed to ΔCTs by subtracting mean CT values observed at baseline (e.g. before 

bariatric surgery). CT values observed for the reference gene hypoxanthine phosphoribosyltransferase 

(1HRPT1) were also transformed to ΔCTs in the same manner. Next, ΔCTs for HRPT1 were subtracted 

from ΔCTs for the target genes, and the resulting value was then squared. For a better visualization in 

boxplot figures, these values were moreover transformed to Z-scores. Regarding intestine date, we 

based our study on previously built human jejunum biobank34, we measured SLC5A6 (SMVT) gene 

expression among 14 lean, 33 obese and 23 obese- diabetic individuals via qPCR. Two values higher 

than three times the interquartile range were considered as outliers and excluded from analyses. For a 

subsample of 28 individuals, immune cell profiles were characterized via flow cytometry as described 

in Monteiro-Sepulveda et al.34. 

 

Statistical analysis 

All statistical analyses were carried out using R statistical analysis software version 3.3.2. and statistical 

tests were two-sided. All reported measures of correlation in the article are non-parametric Spearman 

correlations. R2 are expressed as %. 

All P-values were corrected for multiple testing when appropriate using the Benjamini-Hochberg 

method or Dunn’s method (for mice models). Only P-value or FDR (False Discovery Rate) < 0.05 were 

reported as significant. Regarding adjustments in the models, when appropriate, we have adjusted on 

country of recruitment and/or age because they are identified as confounding factors for gut (richness). 
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Sensitivity analyses were performed for all models regarding confounding covariates and did not 

change the results.  

 

Analyses of microbial diversity and community structure 

Microbial gene richness (the number of genes from the IGC gene catalog with non-zero abundance) 

was calculated after rarefying the data to 10 million reads per sample. Differences in microbial gene 

richness across disease groups (metabolic health groups within different obesity states with T2D 

individuals stratified by metformin treatment; obesity groups within metabolic health status) were 

evaluated with Kruskal-Wallis (KW) tests controlled for potential confounder of country of study with 

independence_test function of the COIN R package (options ytrafo = rank, teststat = "quad"). Pairwise 

differences between all study groups within each comparison were evaluated with Wilcoxon-Rank-Sum 

(WRS) test adjusted for the same potential cofounders (independence_test; options ytrafo=rank, 

teststat="scalar") and corrected for multiple testing using the Benjamini–Hochberg false discovery rate. 

Chi-Square tests were employed to assess for differences in enterotype composition across study 

groups. To identify features with non-redundant explanatory power on microbiota variation, first 

distance-based redundancy analyses was carried out on genus-level community ordination (PCoA based 

on Bray-Curtis beta-diversity matrix) with 25 patient variables including obesity parameters (BMI, %fat 

mass, waist to hip ratio), biological markers of metabolic impairment (plasma glucose, HDL-

cholesterol, Triglycerides, glycated haemoglobin, Uric acid), clinical markers of metabolic impairment 

(Systolic and diastolic blood pressure, hypertension status), diabetes status and medications consumed 

by at least 10% of the individuals with capscale function of the vegan R package. 17 covariates were 

identified (capscale p-value<0.05), which were subsequently filtered to identify the ones with non-

redundant explanatory power with the env2fit function of the vegan R package. 

 

Statistical analysis of differentially abundant taxa and functional modules 

To identify metagenomic features with significant differences across study groups ((metabolic health 

groups and obesity groups), adjusted KW tests controlling for potential confounders such as country of 
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study (for T2D and severe obesity groups), metformin (for T2D group) and statin intake (for SOB 

group) were carried out over each feature with independence_test function of COIN package (options 

ytrafo = rank, teststat = "quad") followed by P-value adjustment for multiple testing using the 

Benjamini-Hochberg method (FDR). To assess the direction of feature change, Cliff’s delta effect sizes 

were computed between MH and T2D groups (for metabolic health states) and between NOB and SOB 

groups (for obesity states) for all metagenomic features with the function cliff.delta of the effsize R 

package.  

For taxonomic features, mOTU abundance data scaled and downsized to 10 million reads per sample 

were used, and analyses were carried out for taxonomic features from species cluster to phylum level 

and for RMP and QMP abundance data. A low-abundance filtering was applied excluding taxonomic 

features not exceeding 0.001 in relative abundance in any sample65. Features with FDR<0.05 were 

retained as significant.  

For functional features, KEGG module abundance data were used, and features with FDR<0.05 were 

retained as significant. A two-steps filtering procedure was additionally applied to focus on modules 

with the strongest association with the gut dysbiosis in clinical groups. First, we retain modules with 

common changes across obesity groups (same sign of Cliff’s delta effect sizes between NOB and SOB 

groups across metabolic health states) or T2D (same sign of Cliff’s delta effect sizes between MH and 

T2D groups across obesity states). Second, Spearman correlation tests followed by P-value adjustment 

by Benjamini-Hochberg method were employed to select only modules with significant association 

with microbial gene richness in all study groups across obesity states (FDR<0.05 in MH, MUH, 

T2Dmtf-, T2Dmtf+ health groups; FDR<0.05 within each obesity subgroup (NOB, MOB, SOB) or 

metabolic health states (FDR<0.05 in NOB, MOB, SOB obesity group and within each health subgroup 

(MH, MUH, T2D). As with taxonomic data, analyses were carried out with both RMP and QMP data. 

For bacterial groups of producers and transporters of biotin and different vitamins of the B-group, 

differences in the abundance (RMP and QMP) across BMI and disease groups were evaluated in the 

same way as with mOTU and KEGG module abundance data, retaining features with FDR<0.05 as 

significant within each B-vitamin group comparison. 
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Taxonomic-deconfounded QMP abundances of biotin metagenomic variables 

In order to deconfound the taxonomic signal behind quantitative variables for microbial biotin 

biosynthesis and transport, we first correlate the QMP abundances of biotin biosynthesis and transport 

variables (KEGG modules, reference genomes) with the QMP genus-level mOTU abundance matrix 

using samples from the non-obese metabolically-healthy group (n=284; spearman correlation, 

FDR<0.05). Genus features with significant associations with biotin metagenomic variables were 

retained to build multivariate regression models of each of the biotin traits predicted from their 

respective list of associated genera (Supplemental Table S12) and were used to compute the expected 

abundances of functional traits based on the associated genus features. Spearman correlation analyses 

between the observed and predicted functional traits shows high levels of similarity (average Spearman 

Rho=0.81, Supplementary Table S13), meaning that functional abundances can be predicted from the 

associated genus abundances. The taxonomic-deconfounded functional traits were computed as the 

difference between the observed and expected abundances. 

 

Figures 
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groups from non-obese to severe obesity state (NOB vs. SOB effect sizes; n=284 (NOB-MH), n=161 

(SOB-MH), n=130 (NOB-MUH), n=219 (SOB-MUH), n=51 (NOB-T2Dmtf-), n=85 (SOB-T2Dmtf-), 

n=173 (NOB-T2Dmtf+), n=143 (SOB-T2Dmtf+)). Symbols in heatmap cells represent significant 

associations in univariate tests adjusted by country (white; *: P-value<0.05; #: FDR<0.05, Benjamini-

Hochberg method) and statin intake in obesity groups (black; *: P-value<0.05; #: FDR<0.05, 

Benjamini-Hochberg method). Biotin biosynthesis modules are highlighted in bold. (c) Correlogram 

of Spearman correlations between the abundances of the 15 prokaryotic groups of biotin producers (P-

groups) and transporters (A-groups; biotin auxotrophic bacteria), 3 KEGG biosynthesis modules 

(M00577, M00123, M00573), the KEGG biotin transport module (M00581) and the overall 

abundance of biotin producers (B7_1; sum of abundances of P groups) and transporters (B7_0; sum of 

abundances of A groups) based on RMP and QMP data. Details on the gene content of different 

groups are described in Extended Data Figure5. Blank cells correspond to non-significant associations 

(Spearman test). Highlighted in bold are the features discussed in the main text (d) Mean ± standard 

error of biotin biosynthesis and transport KEGG modules across obesity groups stratified by 

metabolic health status based on the original QMP data (original panel) and after correction by the 

expected abundances inferred from taxonomic composition. (e) Same as panel d using the overall 

abundances of biotin producers (B7_1) and transporters (B7_0) inferred from reference genomes. 

Symbols represent significant associations in non-parametric pairwise univariate tests adjusted by 

country of recruitment (*) or statin intake (#) after P-value adjustment by multiple comparisons by 

Benjamini-Hochberg method (FDR<0.05).  
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Figure 2: Association between microbiome biotin status and host metabolic and inflammation 

markers in the MetaCardis cohort. Heatmap indicating adjusted associations between log-10 

transformed QMP abundance profiles of metagenomic signatures regarding biotin production and 

transport with clinical and lifestyle factors. The y-axis represents independent variables and the 

variables in the x-axis are the dependent variable (n=1545 individuals). These models were adjusted 

for country of recruitment and age. *: P-value<0.05; **: FDR<0.05. Clinical and lifestyle variables 

for which no association with FDR<0.05 was found are not included in the heatmap. The colour tones 

correspond to effect sizes represented by standardized beta coefficients from the adjusted linear 

regression models. Biosynthesis and transport genome groups follow the nomenclature defined in 

Rodionov et al.27. See Extended Data Figure 5 for details about the gene content of genome groups.  

 









  

 

 

 

404 

 

month after surgery for the HFD group and 3 months after surgery for the Chow group (**: P-

value<0.01 Wilcoxon rank-sum test; Chow-Sham n=6, Chow-EGA n=8, HFD-Sham n=7, HFD-EGA 

n=6). (b) Mean abundances of different groups of biotin producers (P-groups) and transporters (A-

groups) in sham and EGA mice of the HFD group 30 days after surgery (*: FDR<0.05 pairwise 

Wilcoxon rank-sum test). (c) Distribution of biotin deficiency groups between baseline and month 12 

in 17 individuals of the Microbaria study stratified by surgery group (n=9, band; n=8, bypass) 

according to the following thresholds: deficiency (<200 ng/L), suboptimal levels (200-400 ng/L), 

optimal levels (>400 ng/L). P-value=2.4x10-2 (bypass), P-value=1.1x10-1 (band); Fisher’s test. (d) 

Change of biotin producers and biotin transporters abundances (relative abundances multiplied by 

gene richness to simulate QMP data) in 24 individuals of the Microbaria study stratified by surgery 

type (adjustable gastric banding, n=10; Roux-en-Y gastric, n=14) with metagenomics data at baseline, 

1, 3, and 12 months after bariatric surgery (*: P-value<0.05; Wilcoxon signed-rank test).  
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Figure 6: Effects of biotin and FOS supplementation on host metabolism, biotin status and 

microbiome composition in established obesity in mouse experiments. (a) Fat mass gain of mice 

with established obesity, between day 82 (after twelve weeks of HFD and before treatments) and day 

135 (after eight weeks of treatment by FOS and/or biotin) (a: HFD+FOS (n=10) vs. HFD (n=5); b: 

HFD+FOS vs. HFD+Biotin (n=9); c: HFD+Biotin vs. HFD; d: HFD+FOS+Biotin (n=5) vs. HFD; *P-

value<0.05, Kruskal-Wallis rank test with Dunn’s multiple comparison test) (b)Fasting glycaemia of 

these same animals measured after 6 weeks of treatment by FOS and/or biotin (*: P-value<0.05, 

Kruskal Wallis rank test with Dunn’s multiple comparison test). (c) HOMA-IR index calculated after 

6 weeks of treatment by FOS and/or biotin (*: P-value<0.05, Kruskal Wallis rank test with Dunn’s 

multiple comparison test). (d) mRNA expression of biotin carboxylases (ACCA, ACCB, MCC1, 

MCC2, PCCA, PCCB, PC, SMVT) in epididymal adipose tissue of mice with long-term established 

obesity supplemented with FOS and/or biotin after 20 weeks of total follow-up (Kruskal-Wallis rank 

test, with Dunn’s multiple comparison; (*: P-value and FDR<0.05, **: P-value and FDR<0.01, 

pairwise comparisons). (e) Simpson diversity distribution in different groups of mice with long-term 

established obesity (**: P-value<0.01 and FDR<0.05; pairwise Wilcoxon rank-sum test). (f) Mean 

abundances of different groups of biotin producers (P-groups) and transporters (A-groups) in different 

groups of mice with long-term established obesity (*:P-value and FDR<0.05 pairwise Wilcoxon rank-

sum test). 
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health groups stratified by obesity status. **: FDR<0.05 Chi-square test. (f) Differences in enterotype 

composition across obesity groups stratified by metabolically health status. **: FDR<0.05 Chi-square 

test. (g) Gene richness distributions across enterotypes in the cohort subsets. **: FDR<0.05 pairwise 

Wilcoxon rank-sum test. (h) Microbial cell counts distribution across enterotypes in the population. 

**: FDR<0.05 Wilcoxon rank-sum test. Sample sizes of clinical groups: n=284 (NOB-MH), n=130 

(NOB-MUH), n=51 (NOB-T2Dmtf-), n=173 (NOB-T2Dmtf+), n=13 (MOB-MH), n=81 (MOB-

MUH), n=41 (MOB-T2Dmtf-), n=164 (MOB-T2Dmtf+), n=161 (SOB-MH), n=219 (SOB-MUH), 

n=85 (SOB-T2Dmtf-), n=143 (SOB-T2Dmtf+). Sample sizes of enterotype groups: n=547 

(Bacteroides 1: Bact1), n=254 (Bacteroides 2 Bact2), n=440 (Prevotella: Prev), n=304 

(Ruminococcus: Rum). 
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ED Figure 2: Taxonomic features associated to T2D and obesity stages of severity: effect of 

bacterial load. (a) 64 mOTUs species clusters with significant differences between metabolic health 

groups in at least one obesity group (*: P-value<0.05 in non-parametric Kruskal-Wallis tests adjusted 

by country (black) and metformin intake (white); #: FDR<0.05) based on relative microbial profiles 

(RMP) and quantitative microbial profiles (QMP). The sign of the association is defined based on the 

Cliff’s delta effect sizes from metabolically healthy (MH) to T2D groups (positive: decrease towards 

T2D state; negative: increase towards T2D state) (n=284 (MH-NOB), n=224 (T2D-NOB), n=13 (MH-

MOB), n=205 (T2D-MOB), n=161 (MH-SOB), n=228 (T2D-SOB)). (b) 54 mOTUs species clusters 

with significant differences between obesity groups in at least one metabolic health group (*: P-

value< 0.05 in non-parametric Kruskal-Wallis tests adjusted by country (black) and statin intake 

(white); #: FDR<0.05) based on relative microbial profiles (RMP) and quantitative microbial profiles 

(QMP). The sign of the association is defined based on the Cliff’s delta effect size from NOB to SOB 

groups (positive: decrease towards SOB state; negative: increase towards SOB state) (n=284 (NOB-

MH), n=161 (SOB-MH), n=130 (NOB-MUH), n=219 (SOB-MUH), n=51 (NOB-T2Dmtf-), n=85 

(SOB-T2Dmtf-), n=173 (NOB-T2Dmtf+), n=143 (SOB-T2Dmtf+)). 29 mOTU species’ clusters were 

associated to both T2D and obesity stage of severity (upper panels). 
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ED Figure 3: Impact of cell counts correction in taxonomic and functional abundances in 

MetaCardis cohort subset. (a) Scatter plots of Cliff’s delta effect sizes between NOB and SOB 

groups across different metabolic health status for 614 KEGG modules quantified with RMP data (x 

axis) and QMP data (y axis). Dots are coloured according to the presence or absence of significant 

differences between obesity groups in non-parametric Kruskal-Wallis tests controlled for country of 

recruitment or statin intake (FDR<0.05) with RMP or QMP data. (b) Scatter plots of Cliff’s delta 

effect sizes between MH and T2D groups across different obesity states for the same 614 KEGG 

modules quantified with RMP data (x axis) and QMP data (y axis). Dots are coloured according to the 

presence or absence of significant differences between metabolic groups in non-parametric Kruskal-

Wallis tests adjusted for country of recruitment or statin intake (FDR<0.05) with RMP or QMP data. 

(c) and (d) panels represent the same analyses with 208 mOTU species clusters quantified in the 

studied population. 
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ED Figure 4: Functional features decreased across T2D and obesity stages of severity. Heatmap 

of Cliff’s delta effect sizes in 140 KEGG functional modules between NOB and SOB groups (left 

panel) and between MH and T2D groups (right panel). These modules were selected based on a three-

steps filtering procedure based on (i) significant associations in univariate tests adjusted on country of 

recruitment and metformin intake (metabolic status) or country and statin intake (obesity status) in at 

least one of the study groups, (ii) common decrease with RMP or QMP data across metabolic state or 
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M00251: Teichoic acid transport systemM00253: Sodium transport systemM00254: ABC−2 type transport systemM00256: Cell division transport systemM00298: Multidrug/hemolysin transport systemM00584: Acetoin utilization transport system

M00359: Aminoacyl−tRNA biosynthesis, eukaryotesM00360: Aminoacyl−tRNA biosynthesis, prokaryotes

M00022: Shikimate pathway, phosphoenolpyruvate + erythrose−4P => chorismateM00025: Tyrosine biosynthesis, chorismate => tyrosine

M00541: Benzoyl−CoA degradation, benzoyl−CoA => 3−hydroxypimeloyl−CoA
M00160: V−type ATPase, eukaryotes

M00331: Type II general secretion pathwayM00333: Type IV secretion systemM00335: Sec (secretion) systemM00429: Competence−related DNA transformation transporter

M00672: Penicillin biosynthesis, aminoadipate + cycteine + valine => penicillinM00673: Cephamycin C biosynthesis, aminoadipate + cycteine + valine => cephamycin C

M00165: Reductive pentose phosphate cycle (Calvin cycle)M00166: Reductive pentose phosphate cycle, ribulose−5P => glyceraldehyde−3PM00167: Reductive pentose phosphate cycle, glyceraldehyde−3P => ribulose−5PM00171: C4−dicarboxylic acid cycle, NAD − malic enzyme typeM00377: Reductive acetyl−CoA pathway (Wood−Ljungdahl pathway)

M00676: PI3K−Akt signalingM00691: DNA damage−induced cell cycle checkpoints

M00005: PRPP biosynthesis, ribose 5P => PRPPM00007: Pentose phosphate pathway, non−oxidative phase, fructose 6P => ribose 5PM00308: Semi−phosphorylative Entner−Doudoroff pathway, gluconate => glycerate−3P

M00140: C1−unit interconversion, prokaryotes

M00034: Methionine salvage pathwayM00035: Methionine degradationM00368: Ethylene biosynthesis, methionine => ethyleneM00609: Cysteine biosynthesis, methionine => cysteine

M00260: DNA polymerase III complex, bacteriaM00262: DNA polymerase delta complexM00263: DNA polymerase epsilon complexM00264: DNA polymerase II complex, archaea

M00667: Tetracycline resistance, efflux pumpM00738: Bacitracin resistance, BceAB transporter

M00625: Methicillin resistanceM00627: beta−Lactam resistance, Bla systemM00651: Vancomycin resistance, D−Ala−D−Lac typeM00652: Vancomycin resistance, D−Ala−D−Ser typeM00705: Multidrug resistance, efflux pump MepAM00725: Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance, dltABCD operonM00727: Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance, N−acetylmuramoyl−L−alanine amidase AmiA and AmiCM00728: Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance, envelope protein folding and degrading factors DegP and DsbAM00729: Fluoroquinolone resistance, gyrase−protecting protein QnrM00730: Cationic antimicrobial peptide (CAMP) resistance, VraFG transporter

M00085: Fatty acid elongation in mitochondria
M00075: N−glycan biosynthesis, complex type

M00089: Triacylglycerol biosynthesisM00098: Acylglycerol degradationM00099: Sphingosine biosynthesis

M00243: Manganese/iron transport systemM00247: Putative ABC transport systemM00581: Biotin transport systemM00582: Energy−coupling factor transport system

M00344: Formaldehyde assimilation, xylulose monophosphate pathwayM00356: Methanogenesis, methanol => methaneM00378: F420 biosynthesisM00422: Acetyl−CoA pathway, CO2 => acetyl−CoAM00563: Methanogenesis, methylamine/dimethylamine/trimethylamine => methaneM00567: Methanogenesis, CO2 => methane

M00188: NitT/TauT family transport systemM00190: Iron(III) transport system

M00033: Ectoine biosynthesis, aspartate => ectoine

M00552: D−galactonate degradation, De Ley−Doudoroff pathway, D−galactonate => glycerate−3PM00554: Nucleotide sugar biosynthesis, galactose => UDP−galactoseM00565: Trehalose biosynthesis, D−glucose 1P => trehalose

M00097: beta−Carotene biosynthesis, GGAP => beta−caroteneM00372: Abscisic acid biosynthesis, beta−carotene => abscisic acid

M00239: Peptides/nickel transport systemM00439: Oligopeptide transport systemM00566: Dipeptide transport system, Firmicutes

M00223: Phosphonate transport systemM00234: L−Cystine transport systemM00236: Putative polar amino acid transport systemM00237: Branched−chain amino acid transport systemM00238: D−Methionine transport systemM00589: Putative lysine transport system

M00337: ImmunoproteasomeM00340: Proteasome, 20S core particle

M00404: COPII complex

M00049: Adenine ribonucleotide biosynthesis, IMP => ADP,ATPM00050: Guanine ribonucleotide biosynthesis IMP => GDP,GTPM00546: Purine degradation, xanthine => urea

M00052: Pyrimidine ribonucleotide biosynthesis, UMP => UDP/UTP,CDP/CTP

M00296: BER complexM00414: Bloom's syndrome complex

M00288: RPA complexM00289: RF−C complex

M00177: Ribosome, eukaryotesM00178: Ribosome, bacteriaM00179: Ribosome, archaea

M00183: RNA polymerase, bacteriaM00184: RNA polymerase, archaea

M00390: Exosome, archaeaM00391: Exosome, eukaryotesM00427: Nuclear pore complex

M00194: Maltose/maltodextrin transport systemM00196: Raffinose/stachyose/melibiose transport systemM00197: Putative fructooligosaccharide transport systemM00199: L−Arabinose/lactose transport systemM00200: Putative sorbitol/mannitol transport systemM00201: alpha−Glucoside transport systemM00206: Cellobiose transport systemM00207: Putative multiple sugar transport systemM00214: Methyl−galactoside transport systemM00221: Putative simple sugar transport systemM00491: arabinogalactan oligomer/maltooligosaccharide transport systemM00591: Putative xylitol transport systemM00593: Inositol transport systemM00600: alpha−1,4−Digalacturonate transport systemM00601: Putative chitobiose transport systemM00602: Arabinosaccharide transport systemM00603: Putative aldouronate transport systemM00605: Glucose/mannose transport systemM00606: N,N'−Diacetylchitobiose transport system

M00018: Threonine biosynthesis, aspartate => homoserine => threonine
M00102: Ergocalciferol biosynthesis
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obesity state across different study groups (Cliff’s delta>0), and (iii) significant positive associations 

with microbial gene richness in all study groups (RMP or QMP data). Symbols in heatmap cells 

represent significant associations in univariate tests adjusted on country (white; *: P-value<0.05; #: 

FDR<0.05, Benjamini-Hochberg method) and metformin or statin intake in metabolic groups and 

obesity groups comparisons respectively (black; *: P-value<0.05; #: FDR<0.05, Benjamini-Hochberg 

method). In red, emphasized Biotin transport modules. 

 

 

 

ED Figure 5: Summary of the gene content in biotin biosynthesis and transport genes in 2126 

prokaryotic genomes from Rodionov study27. 15 different bacterial groups were defined based on 
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their genomic content in biotin biosynthesis and transport genes. Biotin producers (P-groups) are 

defined by the presence of all 4 enzymes common to the different pathway variants catalyzing the 

final steps of biotin biosynthesis from pimeloyl-ACP precursor (BioF,A,D,B). The lack of one of 

these genes classifies the organism as auxotrophic (A), including auxotrophic bacteria for biotin with 

the last enzyme BioB (A1), the last 2 enzymes BioD and BioB (A2) or 3 last enzymes (A3) of the 

pathway. Groups of producers and transporters can harbour biotin transport genes (S groups) of two 

different types (BioY ECF transport system or YgiM transporter, this last one being specific of 

Escherichia coli and other Proteobacteria and represented in the P2&S. 

 

 

 

ED Figure 6: Absolute abundances of producers and transporters of different B-vitamins across 

obesity stage of severity. Line plots representing mean absolute abundances of producers and 
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transporters of 8 B-vitamins across obesity groups stratified by metabolic status with the original 

QMP data (original panel) and after correction by the expected abundances inferred from taxonomic 

composition of the cohort (Original – Expected panel). This corrected abundance was computed as the 

difference between the original absolute abundances and the estimated QMP abundances based on a 

linear regression model with mOTUs genus features significantly associated to the different groups of 

producers and transporters in the NOB-MH group (Original – Expected panel). Symbols represent 

significant associations in non-parametric pairwise univariate tests adjusted on country of recruitment 

(*) or statin intake (#) after P-value adjustment by multiple comparisons by Benjamini-Hochberg 

method (FDR<0.05). Sample sizes of clinical groups: n=284 (NOB-MH), n=130 (NOB-MUH), n=51 

(NOB-T2Dmtf-), n=173 (NOB-T2Dmtf+), n=13 (MOB-MH), n=81 (MOB-MUH), n=41 (MOB-

T2Dmtf-), n=164 (MOB-T2Dmtf+), n=161 (SOB-MH), n=219 (SOB-MUH), n=85 (SOB-T2Dmtf-), 

n=143 (SOB-T2Dmtf+). 

 

 

 

ED Figure 7: Intestinal gene expression of SMVT in relation to health status and gut 

inflammatory markers. (a) Comparison of SMVT gene expression in small intestine epithelial tissue 

samples of 14 lean (“Lean”), 33 obese (“Ob”) and 23 obese-diabetic (“ObD”) individuals. Gene 

expression was calculated as the expression relative to GAPDH and 18S. Expressions among Lean vs. 

Ob and Lean vs. ObD- participants were compared using Mann-Whitney-U tests (+: P-value< 0.05 

but P-value adjusted for multiple comparisons via the Benjamini-Hochberg-method>=0.05). (b-e) 

Correlations between different intestinal inflammatory markers expressed in the lamina propria (LP) 

(B: % of CD4+ cells expressing TNF-α (n=23); C: % of CD4+ cells expressing INF-γ (n=23)); D: % 
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of MAIT cells expressing TNF-α (n=23); E: % of MAIT cells expressing IL-22 (n=26); with relative 

SMVT gene expression in small intestine epithelial tissues samples. Green dots refer to lean 

individuals, orange dots refer to obese individuals, and red dots refer to obese-diabetic individuals. 

Spearman correlations were calculated along with P-values, and FDR were calculated using the 

Benjamini-Hochberg method, to account for multiple testing (since correlations with 30 inflammatory 

markers were tested; only correlations with P-values< 0.05 are shown in the current figure).  
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ED Figure 8: Subcutaneous adipose tissue gene expression of biotin-dependent carboxylases and 

SMVT in relation to obesity and inflammatory factors in bariatric surgery cohort. (a) Spearman 

correlations of BMI and gene expression of inflammatory factors in subcutaneous adipose tissue 

samples (measured by a microarray assay) with gene expression of biotin-dependent carboxylases and 

SMVT (measured by qPCR, relative to HRPT1 expression) at baseline (T0, e.g. before bariatric 
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surgery). Numbers of observations per displayed correlation: n=24 for correlations with HLCS, BTD, 

ACACA, ACACB, PCCA, PCCB, MCCC2 and PC (except for results concerning TNFRSF11B: 

n=23) and n=23 for correlations with SMVT (except for results concerning TNFRSF11B: n=22). 

Tested variables that showed no association with biotin-related genes (17 inflammatory factors and 

%body fat) are not displayed. The full list of tested inflammatory factors is provided in the methods- 

section. (b) Delta changes in subcutaneous adipose tissue gene expression of inflammation-related 

factors before vs. 1 year after bariatric surgery. Gene expression was measured by a microarray assay, 

among 42 participants with severe obesity. For specific inflammatory factors, a lower number of 

observations was available: TNFRSF11B, n=29; SERPINE1 and SFTPD, n=34; CXCL9, n=37; 

CEACAM1, n=38; CCL23, CXCL10, SPP1 and MMP9, n=40. (c) Delta changes in serum levels of 

inflammation-related factors before vs. after 1 year after bariatric surgery. (n=161 severely obese 

individuals). For visualization purposes, 16 values (e.g. delta changes) higher than 4 are not shown 

but were included in statistical tests and in the calculation of boxplot shapes. P-values were obtained 

from Wilcoxon signed-rank tests (n.s: non-significant, *: P-value<0.05; **: P-value<0.01, ***: P-

value<1.0x10-3). (d) Subcutaneous adipose tissue gene expression of biotin-related enzymes and 

SMVT before and 1 year after bariatric surgery measured by microarray (n=42). (e) Comparison of 

gene expression of biotin-dependent carboxylases and SMVT before and 1 year after bariatric 

surgery, among severely obese participants in qPCR assays (relative to HRPT1 expression, n=25). P-

values in panels d and e were obtained from Wilcoxon signed-rank tests (n.s.: non-significant, *: P-

value<0.05; **: P-value<0.01, ***: P-value<0.001). Abbreviations: HLCS (gene encoding enzyme 

holocarboxylase synthetase), BTD (gene encoding biotinidase), ACACA and ACACB (genes 

encoding Acetyl-CoA carboxylases 1 and 2), PCCA and PCCB (genes encoding Propionyl-CoA 

carboxylase alpha chain and beta chain), MCCC2 (gene encoding Methylcrotonoyl-CoA carboxylase 

beta chain,), PC (gene encoding pyruvate carboxylase), SLC5A6 (gene encoding the biotin transporter 

SMVT). 

 

 





  

 

 

 

418 

 

test, with Dunn’s multiple comparison; *: P-value<0.05; **: FDR<0.05, pairwise comparisons). (b) 

Gut microbiome composition at phylum level of Chow, HFD and HFD+FOS groups at days 1, 35 and 

90 of diet and treatment. The fractions contributed by Lactococcus lactis and Bifidobacterium 

animalis are differenciated in the Firmicutes and Actinobacteria phyla respectively (c) Plasma biotin 

concentration of Germ-Free (GF) and Conventional (CONV-R) C57BL6/J mice (left panel) or Swiss 

Webster (right panel) mice including a contaminated germ-free group (GFc-Swiss group) (*: P-value 

<0.05 Wilcoxon rank-sum tests in C57BL6/J group; *P-value<0.05 Wilcoxon rank-sum test in Swiss 

Webster group), GF B6 n=7 and CONV-R B6 n=5, GF Swiss n=5, GFc Swiss n=8, CONV-R Swiss 

n=3). (d,e) Abundance of biotin biosynthesis and transport modules inferred from PICRUSt functional 

profiles of 16S amplicon data in fecal samples of Swiss Webster conventional mice (SW-C) and 

Swiss Webster mice colonized with environmental bacteria (contaminated) (*: P-value<0.05 

Wilcoxon rank-sum; n=4 (SW-C), n=8 (contaminated). (f) Plasma biotin concentration of age-

matched Chow, HFD, HFD+FOS C57BL6/J mice after 4 (left panel) and 13 weeks (right panel) of 

diet alone and FOS treatments (* FDR<0.05 Wilcoxon rank-sum test; Chow n=7 for day 35 and d90, 

HFD n=5 for day 35 and n=8 for day 90, HFD+FOS n=10 for day 35 and day 90 (g) Abundance 

profiles of 15 bacterial groups of producers (P-groups) and transporters (A-groups) in these same 

mice on baseline (day 1), day 35 and day 90 (*: FDR<0.05 Kruskal Wallis tests and in pairwise 

Wilcoxon rank-sum test within each bacterial group). 
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glycaemia of these same mice, after 2 months of diet and treatment (*: P-value and FDR<0.05, 

Kruskla-Wallis rank test, with Dunn’s multiple comparison test) 

 

 

Extended Data Figure 11: Impact of L. lactis removal on the abundances of biotin producers and 

transporters in mouse experiments of HFD-induced obesity. Abundance profiles of 15 bacterial 

groups of producers (P-groups) and transporters (A-groups) in age-matched Chow-fed and HFD-fed 

C57BL6/J mice in baseline (day 1) 4 weeks (day 35) and 13 weeks (day 90) of treatment represented in 

Figure 4b of the manuscript after excluding Lactococcus lactis from the computation of group 

abundances (*: FDR<0.05 pairwise Wilcoxon rank-sum test; Extended Discussion). 
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Résumé  

Le bypass Roux-en-Y (RYGB) permet d’induire une perte de poids massive et durable chez des patients 

atteints d’obésité sévère, ainsi qu’une rémission du diabète de type 2 (DT2) chez environ 50% des patients, 

bien que cette proportion diminue avec le temps. Notre équipe et d’autres ont décrit des modifications de la 

composition du microbiote intestinal (MI) à court et long terme après RYGB. Nous faisons l’hypothèse donc 

que ces modifications du MI participent à l’amélioration métabolique, et/ou la réaggravation du DT2 après 

quelques années. Grace à la description d’une cohorte de 175 patients DT2 ayant eu un RYGB et ayant été 

caractérisés au cours des 5 années post-RYGB, et montrons que plusieurs paramètres cliniques sont associés 

à la probabilité de rémission du T2D, ce qui nous a permis de développer un score de prédiction de la rémission 

du DT2 à 5 ans, le 5y-Ad-DiaRem. Nous avons ensuite réalisé des séquençages métagénomiques par MinION 

du MI de 100 de ces patients à 5 ans postopératoire. Par clustering hiérarchique, nous avons mis en évidence 

2 groupes de sévérité du DT2. Nous montrons que ces groupes présentent des différences notoires de 

composition du MI. Afin d’apprécier la causalité liant amélioration métabolique post-RYGB et MI, nous 

avons réalisé une étude de transferts de matières fécales, qui a montré une modulation métabolique notable 

(tolérance au glucose, résistance à l’insuline) chez les animaux receveurs en lien direct avec l’état métabolique 

des donneurs. Nos résultats démontrent donc la contribution partielle du MI à l’amélioration métabolique post-

RYGB, ce qui offre des perspectives prédictives, mécanistiques et thérapeutiques très précieuses. 

Abstract 

Roux-en-Y bypass (RYGB) can induce massive and durable weight loss in patients with severe obesity, 

as well as a remission of type 2 diabetes (T2DM) in about 50% of patients, although this proportion tends to 

decrease with time. Our team and others have described deep modulations of both the composition and 

functionality of the gut microbiota (GM) in the short and long term after RYGB. We therefore hypothesize 

that these microbial changes contribute to the observed metabolic improvements and/or the re-aggravation of 

T2DM a few years after RYGB. Through the description of a cohort of 175 patients with baseline T2D who 

underwent RYGB and were characterized during 5 years post-RYGB, we show that several clinical parameters 

are associated with the probability of T2D remission. Using these results, we developed a prediction score of 

long-term T2D remission, the 5y-Ad-DiaRem. We then performed nanopore-based sequencing using the 

MinION of the GM of 100 of these patients at 5 years. By hierarchical clustering, we highlighted 2 groups of 

T2DM severity. We show that these groups show significant differences in GM composition. In order to assess 

the causality linking post-RYGB metabolic improvement and GM, we performed a fecal matter 

transplantation study in mice, which induced a notable metabolic modulation (glucose tolerance, insulin 

resistance) in the recipient animals directly related to the metabolic status of the donors. Our results thus 

demonstrate the partial contribution of MI to post-RYGB metabolic improvement, which offers very valuable 

predictive, mechanistic and therapeutic perspectives. 
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