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R É S U M É D E T H È S E

Le microbiote intestinal humain, bien que considéré comme stable, subit des modifications avec le

vieillissement dues à divers paramètres comme le ralentissement du transit, la diminution des sécré-

tions, ou une mastication moins efficace. Parmi ces modifications est observée une augmentation de la

proportion d’archées méthanogènes. Ces dernières, dont le rôle reste méconnu, présentent une faible

diversité reconsidérée ces dernières années. Dans cette thèse, nous avons d’une part réévalué la di-

versité des méthanogènes du tractus gastro-intestinal (TGI) humain et d’autre part reconsidéré leurs

capacités métaboliques au sein du microbiote intestinal humain. Dans une première partie, des outils

ont été élaborés et évalués afin d’étudier le rôle et l’impact des archées dans le TGI : ainsi, une étude

de la présence des archées méthanogènes et de l’évolution du microbiote fécal du rat a été réalisée sur

différentes classes d’âge soumises à des conditions nutritionnelles et environnementales contrôlées. Le

système in vitro « ECSIM » a également été utilisé, pour étudier le rôle du temps de transit (caractérisé

le plus souvent comme lent chez les personnes âgées) et l’impact de l’apport et/ou de l’inhibition de

l’archée méthanogène majoritaire Methanobrevibacter smithii, validant ainsi un modèle d’étude de ces ar-

chées méthanogènes. Dans une deuxième partie, le métabolisme de composés méthylés par des archées

méthanogènes intestinales humaines a été étudié. Notamment, grâce à des enrichissements culturaux,

des données génomiques de différents membres de Methanomassiliicoccales ont pu être obtenues, et

des tests réalisés prouvant une méthanogenèse méthylotrophe H2-dépendante. Ces enrichissements

ont également permis l’isolement de la première représentante des Methanomassiliicoccales du clade

digestif, Methanomethylophilus alvus gen. nov., sp. nov.. Ces résultats procurent de nouveaux modèles

d’étude et une réévaluation du rôle fonctionnel des archées méthanogènes dans le TGI humain. Enfin,

ils procurent des arguments à l’utilisation d’archées comme probiotiques (« archaebiotics ») pour la

prévention de la triméthylaminurie et des maladies cardiovasculaires.

mots-clés

Archées, méthanogènes, méthanogenèse, Methanobacteriales, Methanomassiliicoccales, composés
méthylés, microbiote intestinal, personne âgée.
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A B S T R A C T

Human microbiota although considered to be highly stable undergoes a number of changes with the
progression of age due to changes in various parameters such as the slowing of the transit, reduction
of secretions or a less efficient chewing. During these transformations an increase in the proportion
of methanogenic archaea has been observed in the gut. In earlier years, the diversity of methanogenic
archaea have been underestimated. In this study, an attempt has been made to reassess the diversity
of methanogens in the gastrointestinal tract (GIT) of humans which partly reconsiders their metabolic
capacity within the human intestinal microbiota. Also tools have been developed and evaluated in or-
der to study the role and impact of archaea in the GIT : for example, a study showing the presence of
methanogenic archaea and evolution of the fecal microbiota was made on rats of different age groups
and subjected to controlled nutritional and environmental conditions. An in vitro system "ECSIM" was
also used to study the impact of increased transit time (usually in the elderly population) and also the
impact of archaea primarily of Methanobrevibacter smithii in modulating the gut microbiota, thus vali-
dating a model to study these methanogenic archaea. In the second part of the study, metabolism of
methylated compounds by intestinal methanogens has been studied. Availability and detailed analysis
of genomic data of the different methanogens belonging to the Methanomassiliicoccales order gave an
evidence of methylotrophic mode of methanogenesis that is H2-dependent. These informations have
also enabled the isolation of the first representative of the digestive Methanomassiliicoccales clade, Metha-
nomethylophilus alvus gen. nov., sp.. The results obtained during this study will provide new models of
study and further reassessment of the functional role of methanogenic archaea in human GIT. Further,
they provide an argument for the use of archaea as probiotics ("archaebiotics") for the prevention of
cardiovascular disease and trimethylaminuria.

keywords

Archaea, methanogens, methanogenesis, Methanobacteriales, Methanomassiliicoccales, intestinal
microbiota, aging.
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I N T R O D U C T I O N

L’organisme humain cohabite avec une quantité importante de microorganismes qui colo-
nisent ses surfaces et certaines de ses cavités. Le microbiote intestinal est la communauté mi-
crobienne la plus abondante dont la présence influence profondément la biologie de l’Homme.
Il représente dix fois plus de cellules que celles strictement humaines [1]. Le séquençage ex-
haustif des ADNr 16S de selles humaines a permis de montrer que le microbiote intestinal
est majoritairement composé de microorganismes anaérobies et non cultivables, dominé par
les bactéries des phyla Bacteroidetes et Firmicutes [2, 3]. L’évolution des techniques de séquen-
çages autorise maintenant les séquençages de masse, notamment d’amplicons 16S microbiens
[4] ou de l’ADN microbien dans son ensemble, le métagénome [5]. Ces approches révolution-
naires ont permis l’analyse et la quantification des communautés microbiennes complexes [4],
et dans le cas du microbiote intestinal humain, elles ont montré que de nombreuses espèces
bactériennes sont partagées entre les individus, mais que l’ensemble est spécifique à chacun.
Une étude basée sur des échantillons fécaux d’une cohorte de 124 adultes européens a permis
de répertorier plus de 3,3 millions de gènes microbiens différents [6]. Cette dernière étude
a montré par ailleurs que près de 40 % des gènes du microbiote de chaque individu étaient
partagés chez au moins la moitié des individus. En termes de bactéries, 57 espèces ont été
retrouvées dans plus de 90 % de la population analysée. La partie variable du microbiote
intestinal chez les différents individus dépendrait du régime alimentaire [7], du sexe [8], et
également de l’âge [9, 8], induisant à la fois des changements quantitatifs et qualitatifs dans
sa composition [6]. Lors du vieillissement, de nouveaux équilibres physiologiques se mettent
en place et semblent induire un remaniement du microbiote. Ce dernier se traduit par une
diminution des groupes bactériens impliqués dans la fermentation glucidique et une augmen-
tation d’autres impliqués dans la protéolyse [10, 11], en parallèle à une augmentation de la
proportion d’archées méthanogènes [12, 13, 14]. Les deux principaux méthanogènes retrouvés
chez l’Homme sont des Methanobacteriales, les espèces Methanobrevibacter smithii (Mb. smithii)
et Methanosphaera stadtmanae (Ms. stadtmanae). Ces espèces semblent avoir un effet immuno-
modulateur [15] et être associées à de nombreuses maladies, notamment l’obésité, les cancers
colorectaux ou la constipation. La bibliographie révèle néanmoins que ces associations sont
controversées. Ces deux archées méthanogènes possèdent un métabolisme de méthanisation
différent. L’espèce Mb. smithii, retrouvée chez plus de la moitié de la population, réduit le
CO2 par l’H2 alors que l’espèce Ms. stadtmanae, retrouvée chez un tiers de la population,
réduit le méthanol (méthylotrophie), tout en nécessitant également de l’H2 pour la produc-
tion de méthane CH4. En 2008, au sein de notre laboratoire, Mihajlovski et al ont mis en
évidence et identifié dans des selles humaines les membres d’un septième ordre d’archées
méthanogènes, nommées officiellement maintenant ordre de Methanomassiliicoccales [16]. De-
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puis, chez l’Homme, 3 génomes ont été obtenus : Methanomassiliicoccus luminyensis, Candidatus
Methanomassiliicoccus intestinalis, Candidatus Methanomethylophilus alvus. Les membres de
cet ordre semblent davantage présents (prévalence et quantité) chez les personnes âgées [17].
L’adaptation à un tel environnement implique la présence de capacités de résistance à l’acidité
gastrique, aux sels biliaires et à la concurrence des autres microorganismes du microbiote in-
testinal. Ces informations justifient la nécessité d’une meilleure connaissance de l’impact des
archées dans la physiologie digestive.

La première partie de cette thèse présentera l’historique tumultueux de l’apparition du
domaine des archées (ARCHAEA) en tant que tel, plus particulièrement sous l’angle de leurs
caractéristiques ainsi que de leur diversité écologique. Seront abordées sous forme de revue,
les différentes technologies de détection palliant aux problèmes dont fait l’objet l’étude des ar-
chées [18]. La troisième partie exposera la place des méthanogènes dans l’écosystème digestif
et les liens avec le vieillissement. Cela permettra de dégager les points à étudier et de mettre
en exergue les premiers objectifs à atteindre pour définir le rôle des archées dans l’écosystème
digestif.

Les travaux de thèse seront exposés dans les chapitres suivants : ils concernent en pre-
mier lieu, l’évaluation de la pertinence de deux systèmes, i) in vivo (modèle rat) et ii) in
vitro (3S-ECSIM) pour l’étude du microbiote lors du vieillissement. L’influence d’une archée
méthanogène sera étudiée au sein du système in vitro mettant en évidence les associations
archéennes avec les autres composantes du microbiote.

Dans un second lieu, les propriétés métaboliques (substrats de méthanogenèse) d’archées
méthanogènes seront étudiés, notamment par l’analyse des génomes du nouvel ordre des
Methanomassiliicoccales, et des multiples voies possibles de la méthanogenèse méthylotrophe.
Il présentera également le système d’encodage de la pyrrolysine chez ces organismes.
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Première partie

S Y N T H È S E B I B L I O G R A P H I Q U E





CHAPITRE I.1

A R C H É E S M É T H A N O G È N E S

Les archées ont longtemps été considérées comme des organismes extrémophiles car re-
trouvées dans des environnements inhospitaliers : cette extrémophilie regroupe à la fois l’hy-
perthermophilie (geysers volcaniques), la psychrophilie (eaux glaciales et profondeurs océa-
niques), l’halophilie (milieux à haute concentrations de NaCl), l’alcalophilie ou l’acidophilie
pour les archées supportant des pH extrêmes pouvant atteindre 0 ou 12 [19]. Cependant, les
archées ne sont pas toutes des habitantes des environnements extrêmes et de plus en plus
d’espèces mésophiles sont découvertes. Celles-ci vivent dans des environnements plus com-
muns tels que les sols, les eaux usées, les marais, les océans, les milieux pélagiques et même
le tractus digestif de nombreux animaux, dont l’Homme [20]. Elles représentent plus de 20

% des procaryotes océaniques et sont probablement les organismes les plus abondants des
sédiments du sous-sol et des habitats marins géothermiques [21].

i.1.1 archaea : un domaine du vivant à part entière

Les archées forment actuellement et de manière consensuelle un domaine du vivant à part
entière, dénommé ARCHAEA, aux côtés des domaines BACTERIA et EUCARYA (également appelé
EUKARYOTA). Leur place dans le vivant a souvent été soumise à modifications selon l’avancée
des connaissances et il est probable que des évolutions importantes interviennent encore dans
les années futures.

i.1.1.1 Dénominations variables : bref historique de la classification des archées

Les archées ont longtemps été assimilées aux bactéries et répertoriées parmi les procaryotes
dans une première classification dichotomique basée sur le caractère unicellulaire, la biochi-
mie et le métabolisme de ces microorganismes [22]. Plus récemment, le séquençage des gènes
de l’ARN ribosomal 16S (ADNr 16S ou ssu rRNA gene) a permis d’identifier d’importantes
différences génétiques, ce qui a induit une nouvelle classification distinguant les Archaebacteria
comme troisième domaine du vivant, aux côtés des Eucaryotes et Eubactéries [23]. En 1987,
Woese a mis en évidence des caractéristiques semblables aux eucaryotes, ce qui va par la suite
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étayer l’hypothèse d’une évolution plus proche de celle des eucaryotes, les éloignant des bac-
téries. Ainsi, pour marquer cette distinction, les Archaebacteria seront rebaptisées ARCHAEA

[24, 25, 26]. Les caractérisations biochimiques, génétiques et génomiques ultérieures appuient
la présence d’un troisième domaine [27, 28, 29]. La théorie endosymbiotique à l’origine de
l’acquisition d’organelles chez les eucaryotes indique un rôle majeur des α-protéobactéries et
la prépondérance de gènes d’origine bactérienne chez les eucaryotes, comme le reflètent en
particulier les génomes mitochondriaux ou leurs dérivés, semant un doute dans la parenté
ARCHAEA-EUCARYA [30, 31]. Cependant, bien que le nombre de gènes d’origine bactérienne
(α-protéobactéries) chez les eucaryotes soit beaucoup plus important, le patrimoine archéen
des eucaryotes comprend la plupart des gènes universels, hautement conservés, traduisant ap-
paremment une tendance verticale dans l’évolution ARCHAEA-EUCARYA [32]. Les constructions
phylogénomiques (constructions phylogénétiques basées sur un grand nombre de séquences ;
[33], à partir des gènes conservés, avancent même une théorie selon laquelle il n’y aurait que
deux grands domaines : les BACTERIA et les ARCHAEA. Ce seraient même des événements d’en-
dosymbiose entre les archées et les bactéries qui auraient donné naissance aux eucaryotes
[33]. Ce scénario qu’on pensait peu probable en vue de la présence de caractéristiques biochi-
miques, métaboliques et structurales propres aux archées, prend aujourd’hui plus d’ampleur.
En effet, les dernières analyses phylogénomiques indiquent une émergence des eucaryotes à
partir du rayonnement d’archées récemment mises en évidence, membres du superphylum
(TACK) comprenant les Thaumarchaeota, les Aigarchaeota, les Crenarchaeota, et les Korarchaeota
[34]. Plus récemment encore, de nouvelles études phylogénomiques ont montré un groupe
monophylétique comprenant ensemble le phylum archéen candidat Lokiarchaeota et les euca-
ryotes, remettant en question la notion même du domaine EUKARYA. Le phylum Lokiarchaeota
porte en effet des protéines eucaryotique supportant l’hypothèse d’un ancêtre archéen aux
eucaryotes [35] et suggérant un remodelage de la membrane plasmique chez ces derniers. En
conclusion, il se pourrait donc que notre vision de l’évolution du troisième domaine de la vie,
ainsi que celle de l’apparition des eucaryotes soit à reconsidérer dans les années à venir.

i.1.1.2 Phylogénie et organisation interne du domaine ARCHAEA

On compte aujourd’hui plus de 400 génomes complets ou presque d’archées disponibles
dans les bases de données : 75 % d’entre eux ont été obtenus durant les quatre dernières
années [21]. Les premières séquences ont été obtenues à partir de techniques de biologie
classique (culture pure, co-culture ou culture enrichie). Les nouvelles méthodologies (la mé-
tagénomique et la génomique unicellulaire) ont permis la découverte de lignées d’archées à
un rythme accéléré, détectant les archées non cultivables ou celles en abondance extrêmement
faible. Le domaine des archées était initialement divisé en deux groupes sur la base d’une
phylogénie de l’ARN 16S d’archées cultivées, (i) le phylum Euryarchaeota comprenant des mi-
croorganismes halophiles extrêmes, thermophiles, thermoacidophiles [36] et (ii) le phylum
Crenarchaeota comprenant la majorité des archées hyper-thermophiles et la majorité de celles
découvertes en milieu marin [37]. Ces deux grands phyla étaient séparés par une grande dis-
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tance évolutive. Les protéines ribosomiques habituellement utilisées, n’étant plus suffisantes
pour les études phylogénétiques, laissent des interrogations concernant d’importantes rela-
tions de parenté. Pour résoudre les noeuds phylogénétiques, de nouvelles méthodes plus
sophistiquées ont été élaborées. L’approche phylogénomique (analyse simultanée pouvant se
baser sur les séquences d’une centaine de gènes ou de protéines) sur des séquences conser-
vées a contribué à décrire de nouvelles lignées majeures. Ces techniques ont fait apparaitre de
nouveaux embranchements tels que les Korarchaeota, un groupe d’archées anaérobies hyper-
thermophiles encore mal caractérisé [38] et les Thaumarchaeota, un groupe marin mésophile
précédemment inclus dans les Crenarchaeota [39]. En 2011, le génome assemblé de Caldiar-
chaeum subterraneum réalisé uniquement à partir de données métagénomiques a été proposé
pour représenter le phylum des Aigarchaeota [40], un groupe très proche des Thaumarchaeota.
Ensemble, les Thaumarchaeota, les Aigarchaeota, les Crenarchaeota, et les Korarchaeota sont regrou-
pés en un superembranchement monophylétique dénommé "TACK" [41].

Une analyse phylogénétique de Petitjean et al (2015) sur 38 protéines conservées et 32

autres ribosomiques, en prenant les bactéries comme groupe externe, a permis de placer la ra-
cine de l’arbre phylogénétique entre les Euryarchaeota, d’une part, et les TACK d’autre part [42].
Ce nouvel enracinement a amené à proposer la création du nouveau phylum "Proteoarchaeota"
contenant les quatre phyla du superphylum TACK, à présent rétrogradés en classes. D’autres
classifications ont également été proposées, telles que le phylum Bathyarchaeota, fréquemment
détecté dans les sédiments profonds, ou l’embranchement des Lokiarchaeota, identifié dans des
sédiments hémipélagiques et glacio-marins [43]. La métagénomique et la génomique unicel-
lulaire ont également aidé à mettre en évidence des nano-archées, appelées ainsi en raison
de leur taille, à la fois morphologique (400 à 500 nm) et génomique (550 à 1200 gènes), très
faible. Parmi celles-ci figurent les Nanoarchaeota, les Parvarchaeota, les Aenigmarchaeota, les Dia-
pherotrites, les Nanohaloarchaeota, les Pacearchaeota, les Woesearchaeota, et les Micrarchaeota (Fi-
gure I.1.1) [44]. Ces organismes sont regroupés dans le groupe des « ultra-small » archées,
également dénommé clade "DPANN" [44]. De par la simplicité d’organisation génomique,
ils pourraient représenter des vestiges très anciens de la lignée des archées, permettant de
concevoir l’archée ancestrale originelle. Cependant, leur placement phylogénétique est encore
très discuté, leur profonde position de ramification pouvant être le résultat d’artefacts de re-
constructions phylogénétiques. Ces artefacts seraient dus à l’inhabituelle taille de séquences à
analyser combinée à leur rapidité d’évolution (Figure I.1.1) [21].
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Figure I.1.1: Arbre phylogénétique des différents domaines du vivant
Sur la base d’analyses de l’ARNr 16S, le domaine des ARCHAEA est indépendant

des domaines EUKARYA et BACTERIA. Les différents phyla existant des ARCHAEA sont
représentés ici : le superphylum "TACK" (vert), le phylum des Euryarchaeota (vio-
let), les lignées de taille nanométrique formant le superphylum "DPANN" (nuances
orange). Ces derniers présentent une polytomie (mutiples ramifications apparem-
ment simultanées) traduisant des positions phylogénétiques incertaines. L’arbre est
déraciné et les triangles violets indiquent les hypothèses privilégiées concernant la
position de la racine entre les archées. Le triangle jaune suggère un point de bran-
chement possible pour la lignée eucaryote (soit sœur du supergroupe TACK, ou à
l’intérieur, éventuellement sœur des Lokiarchaeota). Les symboles au pied de l’arbre,
indiquent le type de méthode de collecte d’ADN utilisée pour déterminer la sé-
quence du génome (métagénome, co-culture, la génomique unicellulaire ou culture
d’enrichissement), à moins que la culture pure ait été utilisée pour au moins un
organisme représentatif (pas de symbole). Les lignées supplémentaires récemment
découvertes (diversité fondée sur l’ARNr 16S seul), sans de nombreuses données
génomiques disponibles, ne sont pas représentées ici [21].
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i.1.1.3 Caractéristiques des archées

Les archées ont une structure cellulaire procaryotique, anucléée, d’apparence semblable
aux bactéries. Comme ces dernières, elles sont retrouvées sous différentes formes (coques,
spirilles, bacilles ou formes irrégulières) isolées, par paire ou regroupées en amas et peuvent
parfois être mobiles [45]. Par ailleurs, elles peuvent apparaître Gram positif ou négatif au
sein du même genre. Néanmoins, elles présentent des différences importantes avec les autres
domaines du vivant.

i.1.1.3.1 Membranes et parois des archées

La composition chimique et l’organisation de l’enveloppe cellulaire est l’une des princi-
pales caractéristiques observées chez les archées. Les membranes cellulaires sont constituées
d’une double couche de molécules appelées glycérophospholipides. Ces molécules possèdent
une partie polaire, hydrophile (groupement phosphate), et une partie apolaire, hydrophobe
(chaîne aliphatique). Les membranes cellulaires des archées présentent des caractéristiques
uniques, très différentes de celles retrouvées dans les autres formes du vivant. Chez les bac-
téries et les eucaryotes, les glycérophospholipides sont constitués d’acides gras reliés au D-
glycérol par des liaisons esters. Chez les archées, les acides gras sont remplacés par des iso-
prénols. Ces derniers viennent se fixer par le biais de liaisons éthers à une molécule de gly-
cérol en configuration L (Figure I.1.2) [46, 47]. Leur membrane est composée, le plus souvent,
d’une monocouche phospholipidique tétra-éther qui confère une meilleure stabilité, aidant à
supporter des conditions extrêmes [48, 49, 50, 51]. Au niveau pariétal, les archées se carac-
térisent également par l’absence de peptidoglycanes, à la place duquel sont retrouvées des
pseudo-muréines ou des sous-unités protéiques : ceci confère aux archées des résistances aux
antibiotiques interférant dans la synthèse de la paroi bactérienne (Figure I.1.3) [52, 45, 52].

i.1.1.3.2 Machinerie de réplication du génome

Seuls quelques éléments du système de traitement de l’information génétique des archées
sont partagés uniquement avec les bactéries, telles que la topologie circulaire du chromosome,
une taille de génome réduite, la présence d’unités de transcription polycistronique ou de
séquences Shine-Dalgarno dans l’ARNm au lieu de séquences de Kozak [53, 54].
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Figure I.1.2: Structure des glycérophospholipides constituant les membranes des archées et celles des
bactéries et des eucaryotes

Figure I.1.3: Structures et composants des différentes parois observées chez les archées et chez les
bactéries à Gram positif et négatif
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La machinerie de réplication des archées est quant à elle différente des deux autres do-
maines, bien que globalement beaucoup plus proche de celle observée chez les eucaryotes
(Tableau I.1.1). C’est suite au séquençage de Methanocaldococcus jannaschii, euryarchaeote mé-
thanogène de l’ordre des Methanomicrococcales, que les analyses génomiques ont introduit les
premières données sur la réplication de l’ADN chez les archées [55, 56]. Les résultats ont révélé
la présence de grandes similitudes avec les molécules intervenant dans la machinerie de ré-
plication des eucaryotes, parfaitement distincte de celle des bactéries. Au cours des dernières
années, des progrès considérables ont été réalisés dans la compréhension de la biochimie des
protéines impliquées dans la réplication des archées, notamment la caractérisation de la pre-
mière origine de réplication de l’ADN chez l’archée Pyrococcus abyssi [57]. Depuis, un certain
nombre de structures a été décrit, donnant des indications importantes sur les mécanismes de
réplication de l’ADN, à la fois chez les archées et les eucaryotes (Tableau I.1.1, [58]). En effet, le
premier complexe qui a attiré l’attention sur cette ressemblance est celui de la reconnaissance
de l’origine de réplication : il comprend le complexe Cdc6 et GINS (protéines initiatrices et
d’assemblage de la fourche de réplication) suivi de l’ensemble des composants intervenant
dans la réplication tels que le complexe MCM (MiniChromosome Maintenance), complexe
ADN hélicase impliqué à la fois dans l’initiation et l’étape d’élongation de la réplication de
l’ADN [59, 60]. Des différences importantes sont néanmoins rencontrées au sein du domaine,
comme l’absence de la protéine WhiP (Werner helicase interacting protein, impliquée dans
le chargement de l’hélicase sur l’ADN) qui n’est conservée que chez les Crenarchaeota, l’ab-
sence chez les Euryarchaeota des gènes codant les protéines Gins 15 et Gins 23 (impliquées
dans l’initiation de la réplication) ou de la protéine SSB (Single Stranded DNA Binding pro-
tein) présente chez certains taxons du phylum Euryarchaeota. Par ailleurs, la topoisomérase
VI absente des Thermoplasmatales (un ordre euryarchaeote) y est remplacée par une ADN gy-
rase. Une synthèse des facteurs impliqués dans la réplication de l’ADN inter et intra-domaine
est présentée dans le Tableau I.1.1. Celui-ci permet de comprendre l’étendue de la ressem-
blance de ces facteurs entre les archées et les eucaryotes [61]. Cette ressemblance couplée à
la facilité de l’étude des archées (microorganismes unicellulaires) a permis d’avoir un modèle
simplifié pour l’étude de la réplication chez les eucaryotes, avec des principes fondamentaux
identiques quant au mode de réplication (l’initiation, l’élongation et la terminaison), mais des
mécanismes différents d’un domaine à l’autre. Pour résumer de manière caricaturale, la répli-
cation de l’ADN chez les archées peut être considérée catalysée par des protéines eucaryotes
dans un contexte bactérien [62]. Néanmoins, il existe des caractéristiques spécifiques aux ar-
chées qui ajoutent à la complexité telle la présence de l’ADN polymérase D non retrouvée
dans les autres domaines du vivant [63].
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i.1.1.3.3 Cytosquelette et division cellulaire

La similarité de séquence entre les protéines MreB / FtsA et FtsZ (protéines de cloison-
nement, homologues éloignées de l’actine et de la tubuline) bactériennes et archéennes et les
composants du cytosquelette eucaryote est initialement apparue plutôt faible, voire inexistante
[64]. Cependant, l’hypothèse d’une origine archéenne aux eucaryotes repose sur l’intervention
de filaments d’actine dans le processus indispensable de l’internalisation d’un endosymbiote
proto-mitochondrial [65], car ces filaments détiennent un rôle clé dans la phagocytose. Des
protéines détenant un niveau de similarité de séquence élevé ainsi qu’une proximité phylo-
génétique aux actines eucaryotes ont été découvertes chez certaines Crenarcheota. La présence
de l’actine est également avérée dans le dernier ancêtre commun du superembranchement
TACK [66], permettant d’attribuer une capacité phagocytaire même rudimentaire aux archées
[67]. Des orthologues hautement conservés de tubuline chez les archées ont également été
découverts dans le génome de plusieurs Thaumarchaeota, appelées artubulines. Il semble donc
probable que les archées puissent former un cytosquelette de type microtubule [68, 69]. En
outre, un système de division (Cdv, pour Cell division system) homologue au complexe de
remodelage de la membrane eucaryote ESCRT-III (Endosomal sorting complex required for
transport) a été découvert chez les Sulfolobales et Desulfurococcales, ainsi que chez certaines
Thaumarchaeota et Euryarchaeota. Cette capacité de remodelage est également synonyme d’une
grande capacité d’évolution [70].

i.1.1.3.4 Ubiquitinylation et signalisation cellulaire

L’utilisation de l’ubiquitine (Ub) ou ubiquitinylation forme un réseau central de régula-
tion et de signalisation de la cellule eucaryote. Ce mécanisme contrôle la fonction la dégra-
dation des protéines chez les eucaryotes. Dans cette voie, les protéines sont ciblées pour la
dégradation par ligature covalente à l’ubiquitine, une petite protéine hautement conservée.
Ce mécanisme joue un rôle important dans la régulation de nombreux processus, y compris
la progression du cycle cellulaire, la transduction du signal, la régulation transcriptionnelle et
l’endocytose [71]. Il était jusqu’à récemment considéré comme propre aux eucaryotes. L’ana-
lyse du génome de Ca. Caldiarchaeum subterraneum, premier membre du phylum putatif
Aigarchaeota, a révélé la présence d’un opéron qui code pour une protéine Ub-like ainsi que
des homologues des sous-unités de ce système [40]. L’ensemble de ces données contribue à
supporter le scénario proposé par Williams et al. (2013) suggérant une origine archéenne en-
dosymbiotique proto-mitochondriale aux eucaryotes [72]. L’ensemble des systèmes décrits ici
est présenté dans la figure I.1.4.
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Figure I.1.4: Distribution taxinomique des composants archéens de la division cellulaire orthologues
aux composants eucaryotiques

Les composants du système d’actine-tubuline à base de FtsZ sont représentés en bleu, les systèmes CDV

(système de division cellulaire) en rose : les composants de type archéen sont affichés sur la gauche et les pro-

téines de signature eucaryotique sur la droite. Les protéines impliquées dans différents processus biologiques

sont indiquées en haut, à savoir dans la détermination de la forme cellulaire (rose), dans le recyclage de pro-

téines (vert), dans la traduction (violet), la transcription (jaune), l’empaquetage de l’ADN, sa réplication et sa

réparation (rose-violet), dans la division cellulaire, la formation de vésicules et le remodelage de la membrane

(turquoise). Certains composants apparaissent dans les deux catégories. Les cercles de couleur indiquent la pré-

sence d’homologues dans tous les membres d’une lignée, alors que les cercles à moitié remplis représentent la

distribution inégale et les vides représentent l’absence d’homologues [21].
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Au-delà de ces caractéristiques, et de la même manière que les bactéries et les eucaryotes,
les archées présentent de très grandes différences de métabolisme entre elles. Cependant, c’est
dans ce seul domaine du vivant que l’on trouve des représentants capables d’un métabolisme
particulier permettant l’acquisition d’énergie nécessaire à la vie de ces organismes : la métha-
nogenèse. Un métabolisme étroitement lié à la méthanogenèse est également retrouvé dans ce
domaine, utilisant une machinerie similaire mais dans le sens inverse, qui permet l’oxydation
du méthane en anaérobiose. Les archées responsables sont nommées les anaérobies métha-
notrophes (ANME). Une attention plus particulière est portée dans le chapitre suivant aux
archées méthanogènes et aux voies de la méthanogenèse.

i.1.2 méthanogenèse et archées méthanogènes

La méthanogenèse est un ensemble de voies métaboliques conduisant à la production du
méthane (CH4) à des fins énergétiques pour la cellule. Ce métabolisme n’a été observé que
chez certaines archées appelées archées méthanogènes, bien que certaines bactéries puissent
également produire du méthane secondairement lors de fermentations (par exemple Helico-
bacter pylori présent dans le tractus digestif humain). L’origine de la méthanogenèse reste ar-
chéenne et remonterait à l’apparition des Euryarchaeota [73, 74, 75, 76, 53] . En effet, les archées
méthanogènes font toutes partie de phylum des Euryarcheota et sont reparties en 7 ordres taxi-
nomiques : Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methano-
pyrales, Methanocellales et plus récemment les Methanomassiliicoccales [77, 78, 79, 13, 80]. Ces
méthanogènes sont retrouvés dans des milieux très divers, tous anaérobies et où les sulfates
sont le plus souvent rares, tels que les sédiments marins, les tourbières, les déserts chauds et
secs. Ils sont également présents dans les systèmes digestifs de nombreux animaux, notam-
ment ceux des mammifères et en particulier des ruminants, mais également celui de l’Homme
[81].

i.1.2.1 Méthane, un gaz impliqué dans le réchauffement global de la planète

Les méthanogènes attirent l’attention par leur contribution au processus du réchauffement
climatique. Dans la biosphère, le CH4 est produit de façon abiotique mais également biotique
par la digestion anaérobie de la matière organique. Les différents événements conduisant à
la genèse du CH4 sont illustrés sur la figure I.1.6. On estime jusqu’à 50 % les émissions de
méthane dues aux activités humaines (agriculture et élevage, IPCC, 2006). Ce phénomène de
méthanisation aide à la reminéralisation du carbone organique et contribue ainsi à la recons-
titution de la biomasse. Le CH4 est l’un des principaux gaz à effet de serre, dont l’impact est
21 fois plus important sur le réchauffement climatique que celui du gaz carbonique (CO2),
impact aggravé par son temps de vie dans l’atmosphère qui est estimé entre 8 et 12 ans [82].
Le CH4 est également un précurseur dans l’apparition de polluants atmosphériques toxiques
tels que l’azote troposphérique (CITEPA, 2013).
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Figure I.1.5: Arbre phylogénétique des archées méthanogènes

Arbre phylogénétique des archées méthanogènes réalisé par la concaténation de 57

protéines ribosomales [83]
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Figure I.1.6: Cycle du méthane dans la biosphère continentale profonde
Le méthane de la biosphère provient soit de réactions abiotiques à basse température ou d’activités biotiques

d’origine microbienne. De manière abiotique, le CH4 est essentiellement issu des flux magmatiques gazeux, de

réaction de serpentinisation (production de serpentine et de magnétite à partir de minéraux hydratés) ainsi que

des réactions de Fisher-Tropsch (catalyse de CO et de l’H2 en vue de les convertir en hydrocarbure) ou de

Sabatier (réaction du H2 avec du CO2 à des températures et des pressions élevées en présence de nickel afin

de produire du CH4). De façon biotique, les méthanogènes hydrogénotrophes utilisent le carbone inorganique

et les méthanogènes acéticlastiques et méthylotrophes utlisent du carbone organique (formate, acétate..) pour la

production duCH4. La consommation de ce dernier peut se faire soit par oxydation aérobie par des bactéries mé-

thylotrophes ou oxydation anaérobie par des archées méthanotrophes (ANME pour anaerobic methanotrophs),

dépendant des profondeurs auxquelles les microorganismes se trouvent [84].
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Une réduction de son émission est donc souhaitable, et nécessite d’atteindre les secteurs
responsables : comprendre les fondamentaux métaboliques de la méthanogenèse pourrait
ainsi permettre de mieux maitriser les émissions de CH4, voire dévier la production vers
une ingénierie de la méthanisation pour une production maîtrisée de biogaz comme source
énergétique pour l’humanité.

i.1.2.2 Trois voies métaboliques possibles à la méthanogenèse

Les archées méthanogènes ont une richesse de métabolites inhabituelle agissant comme
cofacteurs et précurseurs nécessaires pour produire le méthane [85]. Trois voies principales de
méthanogenèse sont classiquement définies selon les substrats utilisés : la méthanogenèse hy-
drogénotrophe, la méthanogenèse acétoclastique et la méthanogenèse méthylotrophe [45]. Ces
trois voies de méthanogenèse partagent toutes une dernière étape commune, avec la formation
d’un hétérodisulfide de deux coenzymes (CoB et CoM) amenant à la libération du méthane
sous l’action de la méthyl-coenzyme M réductase (représentée en rouge sur le schéma, Figure
I.1.7). Cette enzyme est spécifique à l’ensemble des méthanogènes.

i.1.2.2.1 Méthanogenèse hydrogénotrophe

Les méthanogènes hydrogénotrophes constituent le groupe d’archées méthanogènes le
plus diversifié dans la biosphère, puisqu’ils forment 5 des 7 ordres méthanogènes : les Metha-
nococcales, les Methanopyrales, les Methanobacteriales, les Methanomicrobiales et les Methanocellales
[86]. Le terme hydrogénotrophe indique que ces archées utilisent le dihydrogène (H2) comme
donneur d’électrons, mais ce terme ne s’applique qu’aux archées utilisant H2 comme réduc-
teur du CO2, amenant ainsi à la production de méthane. Cependant, comme nous le verrons
ultérieurement, il existe d’autres possibilités d’hydrogénotrophie, et pour des raisons de clarté,
nous parlerons alors dans ces cas de métabolismes H2-dépendants, en l’absence actuelle d’une
nouvelle classification métabolique / microbiologique des voies de méthanogenèse. Cette voie
de méthanogenèse nécessite sept étapes et fait intervenir plusieurs coenzymes spécifiques (re-
présentées en bleu dans la Figure I.1.7, A). La première étape est catalysée par la formylmétha-
nofurane déshydrogénase permettant la fixation d’une molécule de CO2, celle-ci se faisant sur
le méthanofurane pour générer le formylméthanofurane (Formyl-MF). Un cofacteur à molyb-
dène est requis pour cette étape. La source d’électrons est la ferrédoxine préalablement réduite
par leH2. La N-formyltransférase transfère le groupement formyl sur l’azote de son coenzyme,
pour former la formyl-tétrahydrométhanoptérine (Formyl-H4MPT). Une condensation du for-
myle donne naissance à la méthényl-tétrahydrométhanoptérine (méthényl-H4MPT), réduite
en méthylène-H4MPT par une déshydrogénase de méthylène-tétrahydrométhanoptérine. La
méthylène-H4MPT est convertie en méthyl-H4MPT par une nouvelle réduction (catalysée par
la méthylène-tétrahydrométhanoptérine réductase). Les deux dernières étapes nécessitent l’in-
tervention du coenzyme F420, source d’électrons. Ce coenzyme est appelé ainsi du fait de
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la fluorescence émise par excitation à 420 nm. Cette propriété permet par ailleurs de visua-
liser les méthanogènes en microscopie à épifluorescence, bien qu’étant non-totalement spéci-
fique. Ceci aboutit à la formation d’un groupement méthyl sur la tétrahydrométhanoptérine
(méthyl-H4MPT), groupement qui est ensuite transféré sur le coenzyme M sous l’action de
la tétrahydrométhanoptérine S-méthyltransférase, permettant d’une part, la régénération de
la tétrahydrométhanoptérine (H4MPT) et d’autre part, la formation du méthylcoenzyme M
(CH3-S-CoM), substrat de l’étape commune à l’ensemble des méthanogènes [87].

Figure I.1.7: Différentes voies de la méthanogenèse
Les différentes voies méthanogènes sont ici représentées, en bleu la voie hydrogénotrophe, en jaune la voie

acétoclastique, en vert la voie méthylotrophe. En rouge est indiquée la dernière étape de la méthanogenèse,

commune à toutes les voies [83].
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i.1.2.2.2 Méthanogenèse acéticlastique ou acétotrophe

Cette voie est limitée à quelques membres de l’ordre des Methanosarcinales, capables de
réaliser plusieurs voies de méthanogenèse, les genres Methanosarcina et Methanosaeta. Ces mé-
thanogènes sont capables de convertir l’acétate en méthane et en CO2 au cours d’une réaction
en quatre étapes. La première consiste au transfert de la fonction acétyle sur le coenzyme A
pour former l’acétyl-CoA, selon deux mécanismes possibles, direct ou indirect : l’un s’effec-
tue à l’aide de l’acétyl-coenzyme A synthétase (Acs, flèche rouge, figure I.1.7), le second par
un système acétate kinase (Ack) / phosphate acétyltransférase (Pta, flèches oranges, figure
I.1.7). Cette étape permet au final un transfert d’un groupement méthyle sur la tétrahydro-
méthanoptérine, formant la méthyl-H4MPT et libérant une molécule de CO instantanément
oxydée en CO2. La tétrahydrométhanoptérine S-méthyltransférase va permettre de transférer
le méthyle du méthyl-H4MPT au coenzyme M et générer le méthyl-coenzyme M (Figure I.1.7,
B), tout comme dans la méthanogenèse hydrogénotrophe. La quatrième et dernière étape est
celle commune à tous les types de méthanogenèse, et permet la formation du méthane par le
complexe MCR. Le CO2 produit est utilisé pour la voie hydrogénotrophe.

i.1.2.2.3 Méthanogenèse méthylotrophe

C’est également au sein de l’ordre des Methanosarcinales qu’est retrouvée cette voie alter-
native à la méthanogenèse, faisant de cet ordre le plus diversifié. A l’exception du genre
Methanosaeta, l’ensemble des membres est capable de méthanogenèse à partir de divers sub-
strats méthylés en absence d’H2. Les substrats de méthanogenèse peuvent être variés et sont
des composés en C1 ("C1-compounds"), pouvant contenir plusieurs groupements méthyles
(Figure I.1.7, C) [88]. Le groupement méthyle issu de différents types de substrats (méthanol,
mono-, di- et tri-méthylamines, diméthyl-sulfide) est pris en charge par le complexe méthyl-
transférase spécifique au substrat, respectivement MtaBC, MtmBC, MtbBC, MttBC et MtsB.
Ces derniers sont des hétérodimères protéiques corrinoïdes dont la première composante (res-
pectivement MtaB/ MtmB / MtbB/ MttB selon le substrat) catalyse le transfert du groupe
méthyle du substrat pour le fixer au groupement corrinoïde d’une protéine spécifique de
l’origine du donneur de groupement méthyle (MtaC/MtmC/MtxC/MtcC respectivement).
Une méthyltransférase spécifique catalyse ensuite le transfert du groupement méthyle au Co-
enzyme M (MtaA dans le cas du méthanol, MtbA pour les méthylamines, MtsA pour le di-
méthyl sulfide). Cette méthanogenèse méthylotrophe a également été retrouvée chez d’autres
organismes. Jusqu’à peu, elle faisait figure d’exception ailleurs que chez les Methanosarci-
naceae, notamment chez les Methanobacteriales du genre Methanosphaera, et en particulier Ms.
stadtmanae : cette dernière, présente dans le tube digestif de nombreux animaux, a perdu la
capacité de réduire le CO2 en méthane bien qu’elle ait conservé la plupart des gènes dédiés
à cette voie [89]. Cependant, chez celle-ci, le mécanisme global nécessite de l’H2, afin de per-
mettre la restauration des cofacteurs (en particulier la régénérescence du coenzyme B à partir
de l’hétéro-disulfide CoB-S-S-CoM).
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Enfin, très récemment, les Methanomassiliicoccales étudiées ont également montré une mé-
thanogenèse méthylotrophe vis-à-vis du méthanol, également sous dépendance de l’H2 [90].
L’analyse du premier génome de Methanomassiliicoccales, l’espèce candidate Ca. Methanome-
thylophilus alvus, et sa modalité de culture en consortium confirme cette méthylotrophie [91].
De plus, les gènes codant les enzymes et cofacteurs nécessaires aux autres voies de métha-
nogenèse présentent l’originalité par rapport à l’ensemble des autres méthanogènes étudiés
à ce jour, d’être intégralement absents. Ainsi, les Methanomassiliicoccales seraient pour l’heure
un ordre formé d’espèces uniquement méthylotrophes, en particulier à partir du méthanol
comme substrat. La présence dans divers embranchements des Euryarchaeota des composants
de cette méthanogenèse, couplée à leur analyse phylogénétique sont des arguments pour un
ancêtre méthanogène apparu très tôt chez les Euryarchaeota, et présentant une méthanogenèse
primitive méthylotrophe rudimentaire à partir de méthanol [83]. Les données génomiques
initiales de Ca. Mmp. alvus ont également révélé la capacité génétique d’utiliser d’autres com-
posés méthylés tels que les méthylamines et le diméthyl-sulfide comme substrats de méthano-
genèse [91]. Des études menées par Poulsen et coll. en 2013, ainsi que celles menées au sein du
laboratoire, suggèrent que des membres de cet ordre seraient effectivement capables d’utiliser
les méthylamines comme substrat [92], en plus du méthanol.

En conclusion, il existe trois voies et divers substrats de méthanogenèse, métabolisme
rencontré exclusivement chez des Euryarchaeota. Des archées méthanogènes hydrogénotrophes
peuvent également utiliser des alcools secondaires comme substrats, tels que le 2-propanol, le
2-butanol et le cyclopentanol ou encore l’éthanol [93, 94]. Le formate est également substrat
de méthanogenèse, ce substrat rentrant dans la voie dite « hydrogénotrophe » mais permet-
tant le déroulement de cette voie sans H2. De plus, Methanothermobacter thermoautotrophicus
(Methanobacteriale) et Methanosarcina barkeri (Methanosarcinale) peuvent utiliser le CO [95, 96].
Les énergies libres standards des différentes réactions de méthanogenèse existantes et les mi-
croorganismes typiques sont résumés dans le Tableau I.1.2 . Ainsi, nous avons pu voir que
l’utilisation des méthylamines nécessite des méthyltransférases dédiées. Parmi celles-ci, l’ana-
lyse des gènes codant les méthyltransférases B de deux souches de Methanosarcina barkeri a
mis en évidence la présence d’un codon ambre (codon non sens stop de traduction) dans
le cadre de lecture des gènes codant les méthyltransferases mtmB1, mtbB1, mtbB2, mtbB3 et
mttB. Depuis, la même caractéristique a été mise en évidence pour ces gènes dans d’autres
génomes, tels ceux de Methanosarcina thermophila, Methanosarcina acetivorans, Methanosarcina
mazei et Methanococcoides burtonii : la présence d’un triplet ambre (TAG) en phase de lecture ou-
verte semble être un trait conservé dans tous les gènes de méthyltransférases de méthylamines
[97, 98]. Cette observation est à la base de la découverte du 22ème acide aminé protéinogène,
la pyrrolysine.
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Table I.1.2: Énergie libérée et microorganismes typiques des différentes réactions de méthanogenèse
existantes

Réaction globale Delta G˚ Les archées consernées
de la méthanogenèse (KJ/mol de CH4)

I. Composés non méthylés

4 H2 + CO2 -135 La plupart des méthanogènes
→ CH4 + 2 H2O

4 HCOOH -130 Plusieurs hydrogénotrophes
→ CH4 + 3 CO2 + 2 H2O -130

CO2 + 4 isopropanol -37 Quelques hydrogénotrophes
→ CH4 + 4 acétone + 2 H2O

4 CO + 2 H20 -196 Methanothermobacter et Methanosarcina
→ CH4 + 3 CO2

II. Composés méthylés

4 CH3OH -105 Methanosarcina et autres méthylotrophes
→ 3 CH4 + CO2 + 2 H20

CH3OH + H2 -113 Methanomicrococcus blatticola
→ CH4 + H2O Methanosphaera spp et Methanomassiliicoccales

2 (CH3)2S + 2 H2O -49 Quelques méthylotrophes
→ 3 CH4 + CO2 + 2 H2S

4 CH3NH2 + 2 H2O -75 Quelques méthylotrophes
→ 3 CH4 + CO2 + 4 NH3

2 (CH3)2NH + 2 H2O -73 Quelques méthylotrophes
→ 3 CH4 + CO2 + 2 NH3

4 (CH3)3N + 6 H2O -74 Quelques méthylotrophes
→ 9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH3

4 CH3 NH3Cl + 2 H2O -74 Quelques méthylotrophes
→ 3 CH4 + CO2 + 4 NH4Cl

III. Acétate

CH3COOH→ CH4 + CO2 -33 Methanosarcina et Methanosaeta
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i.1.2.3 Usage d’un acide aminé rare, la pyrrolysine

D’autres acides aminés que les 20 classiques sont retrouvés dans les protéines. Parmi ceux-
ci, certains sont incorporés dès la traduction, et sont donc des acides aminés protéinogènes.
Ainsi, la sélénocystéine (SeCys) forme une exception au code génétique "universel", en étant in-
troduit co-traductionnellement. Cet acide aminé est retrouvé chez certaines archées, de même
que dans les autres domaines du vivant [99, 100]. Egalement, un 22ème acide aminé protéi-
nogène a été mis en évidence, au départ au sein des archées méthanogènes méthylotrophes,
la pyrrolysine [101, 102]. Son nom de nomenclature IUPAC est la N6-[(2R,3R)-3-methyl-3,4-
dihydro-2H-pyrrol-2-ylcarbonyl]-L-lysine. (Figure I.1.8) avec pour code à trois lettre Pyl et O
en code à une lettre. Le nom pyrrolysine a été donné en référence à l’amide d’un carboxylate
de pyrroline avec un résidu lysyle [103]. Cet acide aminé a été mis en évidence initialement
par cristallographie sur la méthyltransférase du groupement méthyle de la monométhylamine
MtmB [103], en lieu et place du codon ambre UAG sur l’ARNm. La spectrométrie de masse a
par la suite confirmé la présence d’une pyrrolysine en configuration L dans les méthyltrans-
férases des trois méthylamines chez Methanosarcina barkeri [104]. Le caractère électrophile de
l’atome de carbone du groupement imine de Pyl semble jouer un rôle dans l’activation et
l’orientation des méthylamines pour le transfert de groupe méthyle à une protéine corrinoïde
[105]. Ceci la rend indispensable à l’activité catalytique. L’acide aminé Pyl est restreint à un
faible nombre d’organismes mais également à quelques protéines appelées Pyl-protéines. Il est
ainsi retrouvé quasi exclusivement au niveau du site actif des enzymes de type méthyltrans-
férases (MT) [104, 98], indiquant une histoire évolutive intimement liée à ce métabolisme de
méthanogenèse méthylotrophe à partir de ces substrats méthylés. Il est présent chez 24 archées
méthanogènes de la famille des Methanosarcinaceae, et vient d’être également suspecté chez des
membres des Methanomassiliicoccales où les gènes nécessaires à sa synthèse et à son incorpora-
tion protéique sont également retrouvés [91]. Il est également retrouvé chez quelques bactéries
anaérobies, appartenant au phylum des Firmicutes et chez l’α-protéobactérie Bilophila wadswor-
thia [106]. Son origine reste inconnue, mais il est communément admis qu’il s’agit d’un acide
aminé très ancien du vivant, perdu au cours de l’évolution. Pour certains, il pourrait même
s’agir d’un vestige antérieur à LUCA (Last Unique Common Ancestor), cellule à l’origine de
toutes les lignées cellulaires actuelles. La(es) cellule(s) possédant la capacité d’encodage de
cet acide aminé aurai(en)t coexisté avec LUCA. Elle(s) formerai(en)t une lignée qui se serait
éteinte au cours de l’évolution, non sans avoir auparavant transmis ce système par transfert
génétique latéral à quelques descendants de LUCA, dont potentiellement un ancêtre archéen
[107].

i.1.2.3.1 Opéron Pyl et synthèse de la pyrrolysine

Les gènes nécessaires à la synthèse et à l’utilisation de la pyrrolysine sont rassemblés dans
une unité fonctionnelle, nommée opéron Pyl, contenant tous les gènes nécessaires aux activités
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Figure I.1.8: Représentation de la formule de la pyrrolysine

Formule de la pyrrolysine avec la partie lysine encerclée [108].

Figure I.1.9: Biosynthèse de la pyrrolysine à partir de deux lysines et des produits des gènes pylB,pylC
et pylD

La pyrrolysine est formée à partir de deux molécules de lysine. Le produit du gène pylB, une lysine mutase-

proline-2 méthylase, catalyse la conversion de la lysine en 3-méthyl-D ornithine. Cette dernière est alors com-

binée à une autre lysine pour former la 3-méthyl-D ornithyl-L-lysine grâce à une pyrrolysine synthétase, ATP-

dépendante codée par le gène pylC . PylD est responsable d’une réaction de déamination oxydative, permettant

de retirer un groupement NH3 pour former la 3-méthyl-D-glutamyl-semialdéhyde-L-lysine. La dernière réac-

tion de cette biosynthèse est une cyclisation avec perte d’une molécule d’H2O [109].
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et rassemblés sous le terme de « système Pyl ». Ce système est codé par cinq gènes
(pylTSBCD, Figure I.1.9). Étonnamment, les étapes de synthèse coïncident avec l’ordre des
gènes dans le génome de M. barkeri. Les différentes étapes sont reprises dans la figure I.1.9
[102, 110]. La synthèse de la pyrrolysine se fait sous l’action de trois enzymes (PylB, PylC
et PylD) et a été longtemps discutée : les premières propositions considéraient que la chaîne
acyle provenait de la lysine, et que le noyau pyrrol était issu d’autres acides aminés tels
que l’isoleucine, l’ornithine, le glutamate, la proline ou la méthionine [111, 112]. Des études
récentes ont montré qu’en définitif, Pyl a pour précurseur deux molécules de lysine, c’est-à-
dire est synthétisée à partir d’un acide aminé unique, protéinogène classique (Figure I.1.10),
[102].

i.1.2.3.2 Incorporation traductionnelle de la pyrrolysine

La pyrrolysine est incorporée au moment de la traduction, comme un acide aminé clas-
sique, avec un ARNt spécifique de la pyrrolysine (ARNt-Pyl). Celui-ci est codé par le gène
pylT. Sa structure (Figure I.1.11) présente des caractéristiques étonnantes, en étant extrême-
ment courte du fait de boucles raccourcies. Il possède un anticodon spécifique "CAU", permet-
tant de détourner le non-sens stop habituel du codon ambre. L’encodage en une pyrrolysine
dépendrait également d’un contexte particulier au niveau de l’ARNm dans le ribosome. Ainsi,
une conformation particulière de l’ARNm, avec une structure secondaire tige-boucle, nom-
mée PYLIS pour PYrroLysine Insertion Sequence, est retrouvée chez les ARNm codant des
Pyl protéines, tout du moins chez les bactéries [106]. La Pyl libre, nouvellement synthétisée,
est accolée sur le bras accepteur de l’ARNt-Pyl par une pyrrolysine ARNt synthétase spéci-
fique, codée par le gène pylS chez les Methanosarcinales (Figure I.1.9). La partie N-terminale
(Nter) est considérée indispensable à la reconnaissance de l’ARNt par l’enzyme pour y lier
spécifiquement la pyrrolysine et est codée par un gène propre chez les bactéries, le gène pylSn
(pour Nter), l’autre constituant de l’ARNt synthétase prenant alors le nom de PylSc (pour
Cter) encodé par le gène pylSc. Dans la partie résultats de cette thèse, nous reviendrons sur
ce système Pyl. En effet, dès 2012, et d’après les données génomiques, ce système Pyl a éga-
lement été mis en évidence par le laboratoire chez un membre des Methanomassiliicoccales, Ca.
Mmp. alvus [91].
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Figure I.1.10: Organisation du systemes Pyl chez différentes souches séquencées
Organisation du système Pyl et ses homologues identifiés dans les génomes de souches séquencées. Les

couleurs indiquent les fonctions du gène homologue chez Methanosarcina spp : bleu, gènes de biosynthèse de la

pyrrolysine ; rouge, décodage du codon ambre ; vert, métabolisme des méthylamines et gris, gènes de fonctions

inconnues [110].
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Figure I.1.11: Structure secondaire de l’ARNt-Pyl
Représentation de la structure secondaire de l’ARNtPyl de la bactérie Desulfitobadcterium haf-

niense et de l’archée Methanosarcinaceae Methanosarcina barkeri. L’anticodon CUA qui correspond

au codon ambre est encadré en bleu [110].

Figure I.1.12: Insertion co-traductionnelle de la pyrrolysine
Une fois que la pyrrolysine est synthétisée à partir des gènes pylBCD, celle-ci est intégrée

au niveau de son ARNt spécifique, codé par pylT, une amino-acyl ARNt synthétase spécifique

codée par le gène pylS,. Le Pyl-ARNt-CUA est ensuite utilisé pour la traduction au cours de la

synthèse protéique au niveau du ribosome [113].
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i.1.2.4 Diversité taxinomique des méthanogènes

De nouvelles et nombreuses souches d’archées ont été mises en évidence ces dernières an-
nées. Ceci est en grande partie dû à l’avènement des techniques de biologie moléculaire [114].
Les sept ordres méthanogènes, tous euryarchéens (Methanobacteriales, Methanocellales, Metha-
nococcales, Methanomassiliicoccales, Methanomicrobiales, Methanosarcinales et Methanopyrales) re-
groupent aujourd’hui 16 familles (Figure I.1.5), d’après les données les plus récentes des
bases de données du NCBI, dont 9 pour les seuls ordres Methanosarcinales et Methanobacte-
riales. Trente-huit genres sont décrits, avec également une diversité plus importante chez ces
deux derniers ordres, totalisant à eux 23 genres (NCBI consultation 10/ 2015).

Outre cette taxinomie, particulièrement déterminée sur des caractéristiques phylogéné-
tiques, les méthanogènes sont également classés selon leurs caractéristiques physiologiques et
métaboliques. On définit ainsi 3 classes : la classe I et la classe II, composée respectivement
des Methanopyrales, Methanococcales et Methanobacteriales pour l’une et des Methanomicrobiales
pour l’autre, ne possèdent pas de cytochromes, présentent une capacité d’utilisation de sub-
strats assez restreinte et montrent un cycle des acides tricarboxyliques (TCA) partiel. La classe
III formée des seules Methanosarcinales possède des cytochromes, une plus large gamme de
substrats de méthanogenèse, et un cycle TCA oxydatif partiel, générateur d’énergie [115]. Le
classement des Methanocellales et des Methanomassiliicoccales, de découverte récente, reste à
faire dans ce contexte où l’étendue de leur capacité métabolique n’est pas encore totalement
connue [116].

i.1.2.5 Représentation environnementale des méthanogènes

L’ensemble des genres méthanogènes mentionnés ci-dessus colonise divers environnements
anaérobies de la planète. Certains d’entre eux présentent la particularité d’être également
des membres des communautés microbiennes associés au tractus digestif des animaux, dont
l’Homme (Tableau I.1.3, [86]).

i.1.2.5.1 Environnements extra-digestifs

En 1998, Grosskopf et ses collaborateurs considéraient les Methanosarcinales et les Metha-
nomicrobiales comme les groupes de méthanogènes les plus abondants des échantillons de
sédiments prélevés dans divers endroits du monde [117]. Aujourd’hui, il semble toujours en
effet que les membres des Methanosarcinales soient ceux qui dominent dans les sédiments
[118, 119, 120]. Le genre Methanosarcina est retrouvé en abondance dans les microcosmes des
cultures de riz et des sols anoxiques. Des séquences étroitement liées au méthanogène Me-
thanosaeta concilii sont également retrouvées dans les rizières et les sols anoxiques [121]. La
prédominance des phylotypes de l’ordre des Methanosarcinales est en grande partie due à
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leur versatilité métabolique. En effet, l’ordre comprend les méthanogènes les plus polyvalents,
capables d’effectuer les trois voies de méthanogenèse (hydrogénotrophie, acétotrophie et mé-
thylotrophie H2-dépendante ou non, cf Figure I.1.7). La seconde raison est la disponibilité du
substrat, l’acétate étant très répandu dans les environnements où l’oxygène ainsi que les ac-
cepteurs d’électrons alternatifs autres que le CO2 sont rares. L’utilisation de l’acétate est ainsi
la principale source de production de méthane dans ces environnements [121]. Des Methano-
cellales connues auparavant comme le groupe d’archées non cultivées Rice-cluster I (RC-I) sont
également retrouvées dans les rizières et les sols anoxiques [122, 123, 116]. Toutes les espèces
de ce groupe sont hydrogénotrophes obligatoires et ont été classées dans le genre Methanocella,
bien que leurs séquences d’ARN ribosomique 16S et des gènes mcrA présentent un faible ni-
veau d’identité [122, 123]. En ce qui concerne les Methanopyrales, le seul représentant connu à
ce jour, Methanopyrus kandleri, a été isolé à proximité de sources hydrothermales du golfe de la
Californie, à une profondeur de 2000 m en dessous du niveau de la mer et à des températures
de 84-110 ˚C [124]. Les Methanomicrobiales [125], quant à elles, sont détectées le plus souvent
dans les milieux marins, dans des décharges et dans des réacteurs de traitement des eaux
usées [78]. Très récemment, Candidatus Methanogranum caenicola, une souche appartenant
au nouvel ordre de Methanomassiliicoccales, a été retrouvée dans des stations de traitement des
déchets [80]. Rétrospectivement, des phylotypes étroitement liés à cet ordre sont également
signalés par plusieurs études dans divers environnements tels que les sols, les rizières, les
lacs, les rivières, les sédiments marins. Cette diversité écologique semble également se reflé-
ter au travers de lignages spécifiques au sein de cet ordre [83], avec un lignage apparaissant
spécifique des écosystèmes digestifs des animaux, des insectes à l’Homme.

i.1.2.5.2 Archées méthanogènes et environnements digestifs

Les Methanobacteriales forment l’ordre le plus fréquemment rencontré dans le tractus digestif
des animaux. Certains ruminants peuvent produire jusqu’à 500 litres de méthane par jour
[126]. Ce taux ainsi que le microbiote méthanogène varient selon l’alimentation, la zone géo-
graphique mais surtout le type d’hôte. Les analyses chez les vaches laitières ont montré que
les méthanogènes les plus retrouvées sont des Methanobacteriales, à la fois du genre Methanobre-
vibacter (principalement Mb. ruminantium) et du genre Methanosphaera. Des Methanosarcinales
y sont également présentes. Sur d’autres terres, les vaches laitières Jersey des États-Unis pré-
sentent Mb. millerae comme le méthanogène le plus important [127, 128]. Ces variations liées à
la zone géographique sont également observées chez d’autres ruminants. Il est rapporté que
les buffles d’Inde et du Brésil présentent des différences quant à leur microbiote méthanogène
avec respectivement une prédominance de Methanomicrobium mobile (94,4 à 97,1 %) [129, 130]
et du genre Methanobrevibacter (91,5 %) [131]. Cette influence de la zone géographique est en
lien étroit avec l’alimentation, celle-ci étant conditionnée par le climat. En effet, chez les bovins
non laitiers, les animaux nourris à base de maïs présentent 51 % de Methanobrevibacter (majori-
tairement Mb. Ruminantium, 48 %). Les archées affiliées aux Thermoplasmatales (probablement
des Methanomassiliicoccales), [92, 83] sont représentés pour près de 40 %. En revanche, chez
des animaux nourris avec un régime composé de sous-produits de pommes de terre, les mé-
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thanogènes affiliées aux Thermoplasmatales sont majoritaires (50 %, [132]). Dans une étude de
Morgavi et al. menée en 2015 chez l’agneau, en complément des Methanobacteriales sont éga-
lement retrouvées les Methanomassiliicoccales [133]. Le microbiote méthanogène de ruminants
sauvages a également été analysé. Celui-ci permet de déduire que la proximité à l’homme ne
semble pas avoir d’influence. Le rumen des rennes de pâturages norvégiens présentent des
méthanogènes de type Methanobrevibacter (83,3 %) [134], les archées affiliées aux Thermoplasma-
tales (9,3 %) sont moins fréquentes. Ces dernières sont par contre plus répandues (53,6 %) dans
le rumen des rennes de l’île déserte Svalbard située dans la mer Arctique [135]. Chez le rhino-
céros blanc, des séquences de la Methanomicrobiale Methanocorpusculum-like, sont majoritaires
(60 %), et des séquences de Methanomassiliicoccus-like et Methanosphaera-like sont également
détectées [136].

Les camélidés, à la différence des ruminants, ont des estomacs compartimentés en trois
chambres au lieu de quatre. Methanobrevibacter y représente également le genre archéen le
plus présent, que ce soit pour le dromadaire, le chameau ou l’alpaga [137, 138]. La prédo-
minance des Methanobacteriales a également été notée chez les animaux monogastriques (non
ruminants). Ainsi, c’est le cas chez les grands animaux herbivores tels que les chevaux, les
mules et les ânes qui produisent une quantité significative de méthane, bien qu’inférieure à
celle des ruminants [139]. Dans une étude récente menée sur le cheval et le poney, en plus des
Methanomicrobiales qui forment le groupe le plus abondant dans leur intestin, des séquences
affiliées au phylum Methanomassiliicoccales ont également été détectées [140].

La période à laquelle se fait l’échantillonnage a également son importance, la disponibi-
lité et la nature de l’alimentation variant selon les saisons. En effet, le microbiote d’animaux
plus exotiques tels que les marsupiaux à faible niveau d’émissions de méthane a été ana-
lysé. Le microbiote méthanogene de wallabies de l’espèce Macropus eugenii est composé de
Methanobrevibacter-like (quasi exclusivement Mb. gottschalkii) (91 %) et seulement 6,3 % de Ther-
moplasmatales (échantillonnage au mois de mai). Cette tendance s’inverse (majorité de Thermo-
plasmatales) quand l’échantillionnage se fait en novembre avec un régime alimentaire condi-
tionné par le changement saisonnier du feuillage [141]. De la même manière qu’auparavant,
il est très probable que ces archées déterminées comme des Thermoplasmatales (thermophiles
aerobies) soient en fait des méthanogènes de l’ordre des Methanomassiliicoccales. Cette alimenta-
tion semble clairement déterminante pour le type de méthanogène rencontré, comme le révèle
le microbiote intestinal de l’orang-outan (Pongo abelii) de Sumatra en Indonésie : celui-ci est le
seul à présenter Ms. stadtmanae comme méthanogène dominant, très probablement du fait de
la dégradation accrue de pectines de fruits chez les frugivores entraînant une augmentation
des niveaux de méthanol, substrat de méthanogenèse de Ms. stadtmanae [142].

Chez le poulet, Methanobrevibacter woesei est le méthanogène le plus répandu dans le cae-
cum (96,7 %) [143]. La présence de méthanogènes dans l’intestin des reptiles herbivores a été
détectée notamment chez des iguanes en captivité. Les groupes les plus retrouvés sont éga-
lement des membres de Methanobacteriales et des méthanogènes affiliés aux Thermoplasmatales
[144, 145].
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Notons néanmoins qu’une grande partie des séquences obtenues à partir des études
mentionnées appartiennent à des méthanogènes non identifiés. De plus, les insectes sont éga-
lement des porteurs important de méthanogènes. C’est ainsi le cas des termites xylophages
dont le rôle dans la production globale de méthane est loin d’être négligeable à l’échelle de
la planète [146]. Récemment, des Methanomassiliicoccales y ont été mises en évidence [147].
Chez d’autres insectes, ont également été mis en évidence des méthanogènes. Pour exemple,
le cafard abrite la Methanosarcinale Methanomicrococcus blatticola [148].

Chez l’Homme et jusqu’à la découverte des Methanomassiliiccocales, seules Mb. smithii,
Ms. stadtmanae et Methanobrevibacter oralis avaient été identifiées [2]. La nouvelle lignée de
méthanogènes Methanomassiliicoccales a été mise en évidence dans le laboratoire, sur la base
de données de séquence du gène de l’ARNr 16S et du marqueur moléculaire de méthanisation,
(mcrA) retrouvés dans les selles humaines [13]. Une étude plus détaillée est présentée dans le
second chapitre.
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CHAPITRE I.2

A R C H É E S M É T H A N O G È N E S E T M I C R O B I O T E I N T E S T I N A L H U M A I N

Les archées, très versatiles, colonisent de nombreux environnements différents. Chez l’Homme
comme chez d’autres mammifères, leur présence ne se limite pas au seul microbiote in-
testinal, elles sont également détectées dans d’autres microbiotes associés aux muqueuses
[2, 149, 13, 90]. Au niveau épidermique, peu d’archées semblent mises en évidence, et il y a
apparemment une absence de méthanogènes. En effet, les premières études métagénomiques
n’ont pas permis la détection d’archées au niveau de la peau humaine [150, 151, 152]. Leur
présence n’a été signalée qu’en 2013, par une détection et une quantification basées sur le
gène de l’ARNr16 S des archées. Celles-ci représentaient 4,2 % de l’ensemble du microbiome.
La plupart des séquences analysées appartenaient au groupe des Thaumarchaeota, détectées
grâce au marqueur amoA qui code pour le site actif de l’ammoniac monooxygénase [153]. Les
Thaumarchaeota étant généralement trouvées dans le sol et les milieux aquatiques ainsi que
dans les usines de traitement des eaux usées [154, 155], leur présence est considérée comme
surprenante et soulève la question de l’action de l’ammoniac sur la peau. Ces archées pour-
raient avoir un rôle de protecteur cutané en influençant la régulation du pH. Par contre, des
archées méthanogènes ont été identifiées, pour la première fois chez des sujets souffrant de
vaginose bactérienne [156]. Par la suite, des analyses sur des sujets sains ont révélé la présence
de près de 2 % d’archées dans des prélèvements vaginaux réalisés sur 12 femmes enceintes
[157]. Leur présence a également été détectée chez des personnes saines dans des études plus
récentes [158, 159].

C’est au niveau du tractus gastro-intestinal (TGI) que les archées méthanogènes sont
principalement présentes. Avant d’approfondir cet aspect, en particulier au niveau intestinal,
signalons qu’elles peuvent être présentes dès la cavité buccale. Le microbiote oral de l’homme
a été estimé à 1011 cellules par grammes de contenu. L’acidité, les secrétions buccales, le po-
tentiel redox, la température ainsi que la nature de nutriments apportés permettent de main-
tenir un écosystème stable [150]. Cependant, la diversité des archées qui colonisent la cavité
buccale reste très restreinte. La quantification par PCR quantitative à partir de prélèvements
oraux de personnes de 38 à 86 ans montre que le méthanogène Methanobrevibacter oralis est le
plus abondant [160]. Il présente une prévalence de 30 % (3/10) des individus sains. Une étude
rétrospective menée par Nguyen-Hieu et al. (2013) sur l’ensemble des études portant sur la dé-
tection des archées à partir de MEDLINE et Pubmed montre des prévalences de Mb. oralis bien
plus faibles avec seulement 6 % des sujets sains [161]. D’autres méthanogènes que les Methano-
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bacteriales ont également été retrouvées. Il s’agit de méthanogènes décrits comme associées à la
lignée des Thermoplasmatales [162], qui s’avèrent être des membres des Methanomassiliicoccales
[83]. Elles sont présentes au niveau des plaques sous-gingivales humaines de patients atteints
de parodontite. Cependant, les archées méthanogènes sont surtout connues pour coloniser les
voies digestives basses et participent ainsi à l’activité du microbiote intestinal humain.

i.2.1 microbiote digestif humain

Le tractus digestif de l’Homme est l’hôte d’un grand nombre de bactéries, de virus, d’eu-
caryotes unicellulaires, et également d’archées.

i.2.1.1 Diversité et distribution

Le microbiote intestinal humain est aujourd’hui considéré comme un organe à part entière
avec des fonctions essentielles à l’organisme. Il est constitué de 1014 bactéries, soit 10 fois plus
que les cellules présentes dans le corps humain [1] et représente environ 1,5 kg de matière
[163]. Le microbiote intestinal présentent ainsi 70 % de tous les microbes présents dans le
corps humain [164]. Les microorganismes qui le composent sont majoritairement des bacté-
ries anaérobies strictes. Aujourd’hui, on dénombre la présence de 50 phyla bactériens avec
une prédominance des Bacteroidetes et des Firmicutes qui constituent à eux seuls 90 % de la po-
pulation, suivis principalement des Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria
et Cyanobacteria [2]. Le nombre d’espèces différentes est difficile à appréhender et varie, selon
les critères pris en compte, mais on peut considérer un total de 500 à 1000 espèces selon une
vision consensuelle [165, 6].

Les microorganismes ne sont pas distribués de façon homogène dans le tractus digestif, à
la fois de manière quantitative / qualitative, et de manière longitudinale / transversale. Ainsi,
l’abondance microbienne varie et s’amplifie tout le long du tractus digestif, en particulier du
fait de conditions physico-chimiques différentes : l’environnement acide de l’estomac ne per-
met la survie que de 101 bactéries par gramme de contenu, alors que 103 bactéries par gramme
de contenu sont présentes au niveau du duodénum. Progressivement le microbiote atteint 104

à 107 bactéries respectivement dans le jéjunum et l’iléon, et il atteint une densité maximale au
niveau du côlon avec environ 1011 à 1012 cellules par gramme de contenu [166]. Qualitative-
ment, les populations microbiennes diffèrent également entre compartiments : l’intestin grêle
est riche en Bacilli, Firmicutes et Actinobacteria, alors que le côlon comporte majoritairement
des Bacteroidetes et des Lachnospiraceae. Les Firmicutes y sont également plus fréquents [165].
Au-delà de cette hétérogénéité longitudinale, la composition du microbiote varie également
transversalement : l’épithélium intestinal est séparé de la lumière intestinale (le lumen) par
une couche épaisse de mucus et chacune des populations microbiennes diffère entre la lu-
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mière intestinale, l’interface lumière/mucus, l’intérieur du mucus et la proximité immédiate
de l’épithélium [167] (Figure I.2.1).

i.2.1.2 Ontogénie du microbiote digestif

Le tube digestif du fœtus est considéré comme stérile et sa colonisation microbienne com-
mence dès la naissance. Il dépend notamment du mode d’accouchement (voie basse avec co-
lonisation par passage à travers les voies utérines ou césarienne [168]) et de l’environnement
immédiat du nouveau-né [169, 170]. Il est également influencé par l’alimentation initiale (allai-
tement maternel ou de substitution) [171, 172, 173]. Au cours de la première année de vie, la
composition microbienne de l’intestin reste relativement simple mais varie considérablement
entre individus, notamment du fait des facteurs susmentionnés. Ce développement apparait
stochastique. Les premières colonisations se font par des bactéries anaérobies facultatives. Les
principaux groupes bactériens rencontrés appartiennent à la famille des entérobactéries et aux
genres Enterococcus, Streptococcus et Staphylococcus [174]. Ceci permet progressivement l’éta-
blissement d’un milieu de plus en plus réducteur et dépourvu d’oxygène, créant ainsi un
environnement favorable à l’installation de microorganismes anaérobies stricts. Ce microbiote
intestinal évolue continuellement, notamment avec les modifications alimentaires du nouveau-
né. À partir de la première année, celui-ci se stabilise et sa composition se rapproche de celle
du microbiote mature d’un jeune adulte [175, 176].

La composition du microbiote intestinal d’une personne saine est considérée comme
stable avec une capacité de résilience face à des altérations temporaires. Des études récentes
semblent également indiquer des modifications rapides de la composition du microbiote sous
l’action de différents facteurs exogènes (modifications alimentaires [177] ; traitements anti-
biotiques [178, 179]) qui, tout du moins dans ce dernier cas, ne s’accompagnent pas d’une
résilience totale. Ces notions restent dépendantes du niveau de résolution avec lequel le mi-
crobiote est analysé. Cependant, il est admis que les variations interindividuelles sont telles
qu’elles constituent une empreinte spécifique de l’hôte, liée à des dispositions génétiques [180],
au régime alimentaire [181, 182], à l’environnement, aux traitements médicamenteux et à l’âge
de l’individu (Figure I.2.2) [183].
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Figure I.2.1: Variations quantitative et qualitative de la composition du microbiote digestif

Figure I.2.2: Variation temporelle du microbiote intestinal

[183]
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i.2.1.3 Fonctions du microbiote intestinal humain

Le microbiote revêt une importance capitale en assurant des fonctions essentielles pour l’hôte,
principalement au niveau métabolique et pour son immunité.

i.2.1.3.1 Maturation et développement de l’immunité dans la muqueuse intestinale

Le tractus gastro-intestinal (TGI) est la plus grande surface de contact avec l’environne-
ment extérieur. Le tapis dense de microorganismes que constitue le microbiote présente une
quantité importante d’antigènes aux cellules immunitaires résidentes. De ce fait, il stimule les
récepteurs de reconnaissance des cellules épithéliales intestinales tels ceux de type TLR (Toll-
like receptors) et NLR, (NOD-like receptors) [184]. La maturation du système immunitaire
est le résultat d’une stimulation incessante par le microbiote intestinal. Alors qu’un déficit
d’expansion des populations de lymphocytes est observé chez des souris dépourvues de mi-
crobiote (souris "germ free"), un phénotype normal est restitué par l’ajout de polysaccharide
A (PSA) de Bacteroides fragilis [185]. Il a également été montré qu’une communauté micro-
bienne complexe contenant une proportion importante de bactéries du phylum Bacteroidetes
est nécessaire à la différenciation des cellules inflammatoires Th17 (effecteurs puissants d’in-
flammation) dans la lamina propria (LP) au niveau de l’intestin grêle. La différenciation de
ces cellules a été associée à la présence de différents groupes bactériens de type Cytophaga, Fla-
vobacter ou Bacteroidetes [186]. Ce constat met en évidence que la présence du tapis bactérien
au niveau du TGI est nécessaire pour la maturation et l’éducation du système immunitaire.

La complexité des interactions entre l’hôte et le microbiote nécessite également une co-
opération entre composants du microbiote pour promouvoir le développement normal du
système immunitaire de l’hôte. Par ailleurs, le système immunitaire muqueux doit être tolé-
rant au microbiote pour éviter l’induction de réponses immunitaires excessives et nuisibles,
tout en étant en mesure de contrôler la prolifération du microbiote intestinal pour empêcher sa
translocation vers des sites systémiques. La prévention d’une réponse immunitaire excessive
en réponse aux bactéries commensales est obtenue grâce à la combinaison de trois éléments :
i) une séparation physique des bactéries et des cellules hôtes : Johansson et al (2008) ont mon-
tré que la couche de mucus recouvrant la muqueuse colique est divisée en deux niveaux, un
inférieur dépourvu de bactéries, et un supérieur comportant les membres du microbiote intes-
tinal [187], dynamique ; ii) la modification des fragments antigéniques présents au niveau du
microbiote, les rendant moins immunogènes ; iii) une modulation de la réponse immunitaire
de l’hôte basée sur la localisation, permettant au microbiote d’être préservé [188, 189]. Cette
tolérance peut également être expliquée par la présence de cellules plasmatiques résidant au
niveau de la muqueuse intestinale qui produisent des IgA sécrétoires (IgAs) permettant le
contrôle local de la charge microbienne au niveau du microbiote intestinal [190, 191].
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Figure I.2.3: Fermentation dans le tractus digestif

Les principales voies de fermentation des glucides ainsi que les acteurs principaux mis en évidence dans le TGI [192, 193].
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i.2.1.3.2 Protection et effet barrière intestinale

Le microbiote intestinal constitue une barrière physique obstruant l’accès aux agents patho-
gènes grâce à plusieurs stratégies. En occupant des sites de fixation potentiels de pathogènes,
le microbiote consomme les éléments nutritifs nécessaires à leur développement [194]. De
plus, il produit des substances antimicrobiennes ou stimule leur production par l’hôte. Ainsi
des peptides anti-microbiens produits dans le TGI ont pour rôle de contrôler la composition
et la charge du microbiote intestinal. Ils agissent par rupture des structures de surface à la
fois des bactéries pathogènes et des commensales [195, 196]. Le rôle protecteur de certaines
souches a également été mis en évidence Il s’agit de souches probiotiques, c’est-à-dire de
micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent des ef-
fets positifs sur la santé, au-delà des effets nutritionnels traditionnels [197]. Ces souches, telles
celles des genres Lactobacillus et Bifidobacterium, sont souvent utilisées pour prévenir l’atta-
chement et l’invasion de différentes bactéries pathogènes comme dans le cas d’une infection
par Listeria. Elles modulent la réponse immunitaire des cellules épithéliales [198]. Certaines
souches de Lactobacillus se sont également révélées réduire la colonisation in vivo des E. coli
pathogènes via des composés secrétés [199]. Elles produisent notamment de l’acide lactique
qui inhibe la croissance de nombreuses bactéries et possèdent une activité antimicrobienne
déstabilisant la membrane bactérienne externe [200].

i.2.1.3.3 Nutrition et métabolisme

Le potentiel métabolique du microbiote est 100 fois supérieur à celui de l’homme [1]. Ainsi,
le microbiote intestinal est impliqué dans le métabolisme des composés alimentaires (fibres,
acides aminés...). L’absorption des glucides simples et des protéines alimentaires hydrolysées
en di- et tri-peptides se fait à l’entrée de l’intestin grêle. Les sucres complexes ainsi que les
protéines et les peptides résiduels sont hydrolysés et fermentés au niveau du côlon, où le
microbiote est le plus dense [201]. La dégradation des sucres complexes tels que la cellu-
lose, l’amidon ou les xylanes est réalisée par les bactéries des genres Ruminococcus, Roseburia,
Faecalibacterium, Bacteriodes ou encore Prevotella [202, 203]. Cette dégradation produit des mo-
nosaccharides qui seront facilement assimilés et fermentés par le microbiote. Des métabolites
intermédiaires tels que le lactate ou le succinate, ainsi que l’ammoniaque sont ensuite formés
parallèlement à des métabolites terminaux gazeux (H2, CO2 et CH4 principalement). Les hy-
drates de carbones non absorbés sont transformés en acides gras à chaine courte (AGCCs),
et c’est par cette production que s’exercent des propriétés essentielles pour l’hôte : il s’agit
d’une part d’effets trophiques et de défense de la muqueuse intestinale, et d’autre part de
rôles prophylactique et thérapeutique, notamment avec effets anti-diarrhéiques (Figure I.2.3)
[204, 205, 193]. Une fois produits, ils sont rapidement absorbés par la muqueuse colique (colo-
nocytes) et contribuent à hauteur de 5 à 10 % des besoins énergétiques de l’hôte. Bien qu’elle
ne constitue que 20-25 % des AGCCs produits par le microbiote intestinal, l’oxydation du buty-
rate représente la source énergétique principale des colonocytes (env. 70 %) [206]. Le butyrate
présente également d’autres rôles pour l’hôte, notamment un effet trophique sur l’épithélium
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de l’intestin. Il induit également une réponse immune innée de l’hôte contre l’infection, peut
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses colorectales [207] et interviendrait dans des
phénomènes de cicatrisation post-opératoire [208] ainsi que dans les néoplasies colorectales
[209]. L’acétate, bien qu’étant l’AGCC majoritairement produit [210] n’est métabolisé qu’à
hauteur de 50 % en acides gras à chaîne longue, glutamine et β-hydroxybutyrate [211]. Il est
utilisé comme source d’énergie par les cellules de différents tissus d’organes tels que les reins
et le coeur [212]. Le troisième AGCC majeur, le propionate, est métabolisé dans le foie. Il pré-
sente la propriété de réduire la carcinogenèse des tissus et d’inhiber la lipogenèse (synthèse
hépatique du cholestérol) diminuant ainsi le taux de cholestérol circulant [213],(Figure I.2.3).

Contrairement à la fermentation, la putréfaction (dégradation des protéines) produit des
molécules basiques, souvent toxiques tels que des composés aminés, de l’ammoniaque, des
dérivés phénoliques, d’indoles, du scatole et de l’hydrogène sulfuré [193, 214, 205]. Certains
acides aminés conduisent à la production d’AGCCs ramifiés, tels que l’isobutyrate, l’isovalé-
rate et le 2 méthyl-butyrate [215]. Ainsi, leur détection parmi les AGCCs permet de mettre
en évidence ce phénomène de putréfaction colique. Au final, la majorité de ces produits de
putréfaction est digérée et dégradée dans le foie puis est excrétée dans les urines, ou éliminée
dans les selles (Figure I.2.4).

Le microbiote est également capable de moduler l’absorption et le dépôt de lipides ali-
mentaires [216] et adapte ainsi son métabolisme aux conditions intestinales selon la disponi-
bilité des substrats, optimisant l’activité du TGI par l’utilisation des nutriments sélectifs [217].
Chez l’homme, il a été montré que le microbiote est capable de synthétiser la vitamine K
de type ménaquinone (MK) ainsi que la plupart des vitamines B hydrosolubles, telles que la
biotine, la cobalamine, les folates, l’acide nicotinique, l’acide pantothénique, la pyridoxine, la
riboflavine et la thiamine [218]. Contrairement aux vitamines alimentaires, qui sont absorbées
dans la partie proximale de l’intestin grêle, l’absorption prédominante de ces produits micro-
biens a lieu dans le côlon [219]. Les MK sont produites le plus souvent par des bactéries à
Gram positif tels que Bacteroides fragilis (MK-10, MK- 11 et MK- 12), Eubacterium lentum (MK-
6), Lactococcus lactis ssp. lactis et L. lactis ssp. cremoris (MK-8 et MK-9) [220]. Les vitamines B
sont produites plus particulièrement par certaines souches de Bifidobacterium [221, 222].
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Figure I.2.4: Protéolyse dans le tractus digestif

Les principales voies de protéolyse ainsi que les acteurs principaux mis en évidence dans le TGI [192, 193].
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i.2.2 archées méthanogènes du microbiote intestinal

i.2.2.1 Outils de détection des archées méthanogènes dans le microbiote intestinal humain

Dans le chapitre précédent, nous avons pu constater que la diversité des méthanogènes
est plus importante que celle attendue et qu’elle reste certainement sous-estimée, cela est éga-
lement le cas dans l’environnement digestif humain, en partie entravée par les limites de la
culture microbiologique et des méthodes moléculaires employées : au niveau moléculaire, ces
techniques repose sur des amplifications du gène de l’ARNr 16S ou des gènes clés tel que le
gène mcrA spécifique aux méthanogènes. Il convient d’y adjoindre maintenant les techniques
reposant sur le séquençage à haut débit. Des difficultés restent présentes, liées aux méthodes
de détection et aux protocoles d’extraction d’acides nucléiques insuffisamment adaptés aux ar-
chées (parois cellulaires rigides, [223, 52]). Les archées peuvent également former des biofilms,
notamment dans les selles, entraînant des biais dans les quantifications [224]. Cette mauvaise
détection est également liée à l’utilisation d’amorces non spécifiques aux archées et qui sou-
vent croisent avec l’ADN bactérien mais aussi humain, posant problème lors des détections
dans des échantillons tels que les biopsies [225]. De nouvelles techniques, des mises aux points
sur des protocoles ainsi que de nouveaux marqueurs moléculaires ont a été proposés pour
une meilleure détection de ces microorganismes. Or, la connaissance de cette diversité est un
préambule nécessaire avant de pouvoir adresser la question de leur fonction dans le tube di-
gestif de l’Homme. Dans la revue intitulée « Molecular methods for studying methanogens of
the human gastrointestinal tract : current status and future directions », nous énumérons des
techniques moléculaires mises en œuvre, leurs limites et biais, ainsi que les difficultés qui sont
rencontrées. Nous décrivons les développements futurs possibles des approches afin d’étudier
les communautés méthanogènes digestives, dont la faisabilité de certaines sont d’ores et déjà
démontrées. Dans cet article, mon travail a plus particulièrement consisté à mettre en relief les
différents gènes de la méthanogenèse qui ont /ou pourraient être ciblés pour la détection des
méthanogènes. Dans cette revue, il est montré que la détermination du rôle des méthanogènes
dans le tractus intestinal implique l’étude plus approfondie de la diversité méthanogène et de
leurs relations avec d’autres groupes microbiens. Divers autres facteurs pourraient affecter les
communautés microbiennes (génétique de l’hôte, régime alimentaire, âge,...) et nécessitent des
études sur des populations bien caractérisées au niveau phénotypique et/ou génétique. Tou-
tefois, les outils moléculaires et l’analyse des résultats obtenus peuvent générer de nombreux
biais, et doivent donc être interprétés de manière critique. Par exemple, les études basées sur
le séquençage de masse d’amplicons 16S omettent souvent la détection des archées, et l’affilia-
tion taxinomique générée peut s’avérer fausse. Les approches dédiées aux seules archées ou
aux seuls méthanogènes peuvent également engendrer des biais. Néanmoins, ces approches
moléculaires basées sur l’analyse de l’ADN et des ARN sont actuellement les techniques qui
apparaissent les plus fiables et les plus sensibles pour déterminer à la fois la diversité des
archées méthanogènes et en déduire de possibles fonctions biologiques. La métagénomique
offre des perspectives importantes en permettant la reconstruction de génomes complets. Le
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stockage de données, leur mutualisation et les outils bioinformatiques permettant l’analyse
de telles quantités de données restent cependant des facteurs limitants. Toutefois, les fonc-
tions biologiques déduites demeurent putatives, les techniques culturales traditionnelles sont
obligatoires et doivent être utilisées en conjugaison avec ces techniques bioinformatiques/
moléculaires.

Une description plus détaillée de ces méthodes est donnée en annexe 2 , sous forme
d’une revue publiée dans le journal « Applied Microbiology and Biotechnology ». (réf : Prem
Prashant Chaudhary, Nadia gaci, Guillaume Borrel, Paul W. O’toole, Jean-François Brugère.
Appl Microbial Biotechnol (2015) 99 :5801-5815

i.2.2.2 Diversité et rôle des archées méthanogènes digestives humaines

La plus grande diversité des archées est localisée au niveau intestinal. Les premières études
ont permis de mettre en évidence la nette prédominance de Mb. smithii. Cette Methanobacte-
riale fut la première archée isolée de selles humaines [226], suivie peu de temps après par
l’isolement de Ms. stadtmanae, une autre Methanobacteriale [227] présente chez un tiers de la
population [228, 17]. Ces archées méthanogènes sont des acteurs clés dans la physiologie
métabolique intestinale. Elles augmentent le rendement des fermentations coliques en dimi-
nuant la quantité / la pression partielle d’H2 de par leur hydrogénotrophie [229]. De plus,
des synergies ont pu être montrées pour l’utilisation (hydrolyse / fermentation) de fibres avec
Bacteroides thetaiotaomicron [230]. Ceci montre une adaptation de ces archées à l’environnement
digestif, également visible à d’autres niveaux par analyse de leurs génomes. Ainsi, l’analyse
génomique et transcriptomique de Mb. smithii (quand celle-ci a été utilisée en co-culture avec
B. thetaiotaomicron pour coloniser le TGI de souris gnotobiotiques) a démontré la présence
d’un panel de systèmes d’adaptation tels qu’une expression régulée des protéines d’adhésion
et la production à sa surface de glycanes, semblables à ceux trouvés dans la muqueuse in-
testinale [231, 232]. Ms. stadtmanae présente également des adaptations à l’habitat intestinal
humain, telles que la capacité génétique à synthétiser les antigènes de surface [89]. Plus ré-
cemment, le groupe des méthanogènes digestifs s’est agrandi et de nouveaux représentants
très différents ont été découverts [233, 13, 17, 90]. C’est d’ailleurs à partir de selles humaines
qu’a pu être permise l’identification d’un nouvel ordre méthanogène, connu aujourd’hui sous
le nom de Methanomassiliicoccales ou septième ordre méthanogène [13, 90, 147, 83, 80] . Des
représentants de cet ordre sont principalement rencontrés chez les personnes âgées (25 à 30

%), et sont également présents chez l’adulte, cependant avec une prévalence apparente plus
faible [17, 234]. La revue qui suit, publiée dans le journal « World Journal of Gastroenterology
» dresse un tableau plus précis des connaissances de la diversité des archées, retrouvées dans
le TGI humain. Il présente une étude de la diversité de ces microorganismes, qui vont au-delà
des seules archées méthanogènes. À cette étude des connaissances bibliographiques sur le
sujet, sont également ajoutées des résultats préliminaires issues de données génomiques sur
les archées méthanogènes du TGI. Ceci comprend notamment deux génomes de Methanomas-
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siliicoccales non isolées, Candidatus Methanomethylophilus alvus et Candidatus Methanomassi-
liicoccus intestinalis [91, 83], en plus de celui de Mmc. luminyensis, seule souche isolée jusqu’à
présent [90] et celui de diverses souches de Mb. smithii. Ces données permettent d’imaginer
de nouveaux rôles possibles pour les archées dans l’intestin.
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Abstract
Methanogenic archaea are known as human gut in-
habitants since more than 30 years ago through the 
detection of methane in the breath and isolation of two 
methanogenic species belonging to the order Methano-
bacteriales, Methanobrevibacter smithii  and Methano-
sphaera stadtmanae . During the last decade, diversity 
of archaea encountered in the human gastrointestinal 
tract (GIT) has been extended by sequence identifica-
tion and culturing of new strains. Here we provide an 
updated census of the archaeal diversity associated  

with the human GIT and their possible role in the gut 
physiology and health. We particularly focus on the 
still poorly characterized 7th order of methanogens, the 
Methanomassiliicoccales, associated to aged popula-
tion. While also largely distributed in non-GIT environ-
ments, our actual knowledge on this novel order of 
methanogens has been mainly revealed through GIT 
inhabitants. They enlarge the number of final electron 
acceptors of the gut metabolites to mono- di- and 
trimethylamine. Trimethylamine is exclusively a micro-
biota-derived product of nutrients (lecithin, choline, 
TMAO, L-carnitine) from normal diet, from which seems 
originate two diseases, trimethylaminuria (or Fish-Odor 
Syndrome) and cardiovascular disease through the pro-
atherogenic property of its oxidized liver-derived form. 
This therefore supports interest on these methanogenic 
species and its use as archaebiotics, a term coined 
from the notion of archaea-derived probiotics.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.

Key words: Human gut microbiota; Methanogens; Metha-
nomassiliicoccus; Methanomethylophilus; Trimethylamin-
uria; Trimethylamine; Methane; Cardiovascular disease; 
Archaebiotics; Probiotics

Core tip: Archaea are naturally occurring components of 
the human gut microbiota, whose biological significance 
has been recently reevaluated. In this review, an up-
date of the current knowledge about the archaea from 
the human gut is provided, integrating the new order of 
methanogens, Methanomassiliicoccales. By its particular 
metabolism, this lineage is likely a depleting biologi-
cal agent of a gut microbiota metabolite from diet im-
plied in cardiovascular disease and trimethylaminuria, 
trimethylamine. The recent provocative proposal of 
archaea as a new class of probiotics (archaebiotics) 
should focus the interest on the third domain of life 
concerning the gut physiopathology and human health.
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INTRODUCTION
Archaea are unicellular microorganisms which have long 
been seen as “extreme bacteria”. However, although 
some are indeed extremophiles (e.g., hyperthermophiles 
hyperacidophiles and hyperhalophiles), it is now clear 
that a large part of  them are mesophiles and widespread 
in the environment[1,2]. They form a separate branch of  
life, the domain Archaea, alongside of  the two other do-
mains: Eukarya and Bacteria[3]. It has recently been sug-
gested that eukaryotes have appeared within the domain 
Archaea[4], which nevertheless remains controversial[5]. 
The domain Archaea includes a wide variety of  organ-
isms that share properties with both bacteria (various 
morphologies: coccus, spirillum, bacillus or irregular 
shapes, presence of  a single circular chromosome, lack 
of  introns, similar post-transcriptional modifications) 
and eukaryotes (similar molecular machinery for DNA 
replication, RNA transcription and protein translation, 
presence of  histones for chromosomal DNA packag-
ing)[6]. It also presents unique characteristics such as lack 
of  peptidoglycan in the cell wall, when present and mem-
brane formed by L-glycerol ethers/isoprenoids chains 
instead of  D-glycerol esters/fatty acids as in the two other 
domains[7-9]. Some of  these archaea have a unique and 
particular metabolism, the methanogenesis. Methanogenic 
archaea are strict anaerobes that occur in a large range of  
environments, such as freshwater[10] and marine[11] sedi-
ments, soils[12,13] and the gut of  numerous animal spe-
cies[14,15], including humans[16-18]. Their physiology and 
ecology is widely studied for their intrinsic capacity to 
produce methane which is both an energy source (biogas) 
in bioreactor[19] and a greenhouse gas emitted from natu-
ral and anthropic environments, including livestock[20,21]. 
As a recurrent component of  the human digestive tract, 
impact of  archaea[22] and more particularly methano-
gens[23,24] on human health have been questioned for 
many years.

Notewithstanding the fact that archaea are also iden-
tified in the oral microbiota of  human (see[25] for a recent 
review), this article mainly focuses on methanogenic and 
non-methanogenic archaea in the gut. A concise descrip-
tion of  methanogenesis and of  the two Methanobacteria-
les, Methanobrevibacter smithii (M. smithii) and Methanosphaera 
stadtmanae (M. stadtmanae) whose occurrence in the human 
gut is known since three decades is given. In a second 
part the current knowledge about the archaeal diversity 
in our gut is presented from recent studies, and a more 
detailed focus is made on a newly described order of  
methanogens, the Methanomassiliicoccales, for which 
physiological and genomics data from human-retrieved 
strains are now available. Finally we display a census of  

the investigated relationships between methanogens and 
the physiological state of  their human host, with a focus 
on the age relationships, and we discuss the putative 
implications of  the representatives of  the Methanomas-
siliicoccales for human health.

METHANOGENS, METHANOGENESIS 
AND THE DIGESTIVE TRACT
Until recently, methanogens were organized into 6 orders 
(Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobia-
les, Methanosarcinales, Methanopyrales, Methanocellales) 
(filled square yellow boxes in Figure 1), all belonging to 
the phylum Euryarchaeota. A 7th order of  methanogens 
phylogenetically related to the Thermoplasmatales was 
recently proposed on the basis of  sequences retrieved 
from human gut[26,27]. Two names were subsequently 
proposed, Methanoplasmatales[28] and Methanomas-
siliicoccales[29], the latter being now validated by the In-
ternational Committee on Systematics of  Prokaryotes 
(ICSP)[30] (Figure 1). Methanogenesis is coupled to dif-
ferent energy conservation systems and represents the 
sole energetic metabolism of  methanogens. For this me-
tabolism, methanogens could only use a limited number 
of  substrates originating from the anaerobic degradation 
of  the organic matter by hydrolytic and fermentative 
bacteria[31]. Methanogens have therefore a terminal posi-
tion in the microbial trophic chains. According to the 
metabolic classification used today, one can define the 
hydrogenotrophic, methylotrophic and acetotrophic (or 
acetoclastic) class of  methanogenesis[31]. Most of  the 
methanogens are hydrogenotrophs that use H2 (and of-
ten formate) to reduce CO2 into methane[32]. The methy-
lotrophic methanogens use methylated compounds 
such as methanol, methylamines and methyl-sulfides, 
converting the methyl group of  these compounds into 
CH4 with substrate-specific methyltransferases[33]. Re-
ducing equivalents for this methanogenesis are obtained 
by an additional oxidation of  a methyl group into CO2 
through the methyl-oxidation pathway, correspond-
ing to the first steps of  the hydrogenotrophic pathway 
operating in reverse. A variant of  this pathway consists 
in the direct use of  H2 present in the environment as 
an electron donor, instead of  the reducing equivalents 
produced by the methyl-oxidation pathway. Interestingly, 
the methanogens restricted to this variant were found to 
be associated to gut environments (see below). Finally, 
few archaea affiliated to the Methanosarcinales are able 
to use acetate as substrate for methanogenesis[34]. The 
methyl-coenzyme M reductase (MCRI or MCRII isoen-
zyme), responsible for the formation of  CH4 from CH3-
S-CoM and H-S-CoM, is shared by all methanogens. The 
alpha-subunit of  this enzyme, encoded by mcrA (or mrtA 
for the isoenzyme MCRII), is considered as a functional 
marker of  methanogens and is widely used for their 
specific detection by molecular approaches[35]. Owning 
to the congruence between mcrA and 16S rRNA genes 
based phylogenies[36], mcrA is also used to investigate the 
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affiliation and phylogenetic diversity of  methanogens in 
various environments, including the human GIT[26,27,37-39]. 
The digestive tract of  animals and especially of  rumi-
nants harbors a large variety of  methanogens[40] with 
the different types of  methanogenesis (hydrogenotroph, 
methylotroph and acetotroph), even though acetoclastic 
methanogenesis is considered to be a minor pathway in 
rumen[41] and acetoclastic methanogens were never de-
tected in the human distal gut.

In humans, methanogenesis is mainly H2-dependent, 
for the reduction of  CO2 and for the reduction of  methyl-
compounds: this H2 depletion optimizes the fermentation 
and modifies the metabolic pathways of  fermentative 
bacteria[17]. This role is shared with two other types of  hy-
drogenotrophic microorganisms, the reductive acetogenic 
bacteria (e.g., Ruminococcus spp.[42]) and the sulfate-reducing 
bacteria (e.g., Desulfovibrio spp.[43]). Hydrogenotrophic 
methanogenesis from CO2 efficiently decreases the gas 
partial pressure in the colon by consuming 4 moles of  

H2 and 1 mole of  CO2 to produce 1 mole of  CH4. The 
Figure 2 shows the role of  the gut methanogens (white 
filled box) in the overall gut metabolism of  nutrients (blue 
circle).

Specific tests have been developed, such as the “breath- 
test”[16], in which the presence of  methane in breath is 
synonymous to the presence of  methanogenic archaea 
in the gut (usually after a lactose challenge test). It was 
determined that the detection of  more than 1 ppm of  
methane in breath vs atmospheric concentration (low-
est detection capacity) reflects the minimum presence 
of  107-108 methanogens per gram of  stool[44,45]. Using 
this test, the human population may be divided into two 
different groups: the methane-producers and the non-
methane-producers. A review of  the studies based on 
the methane breath test has stressed the high variability 
of  the prevalence of  methane producers in different 
geographic and ethnic populations[23], ranging from 34% 
to 87%, with level above 70% observed in rural African 
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populations[46-48].

M. sMithii, THE DOMINANT HUMAN 
GUT METHANOGEN
Metabolism and adaptations
From the 80s to very recently, only 2 different archaeal 
species belonging to Methanobacteriales have been 
identified and isolated from the human gut microbiota, 
M. smithii[49] and M. stadtmanae[50] (formerly named M. 
stadtmaniae). These archaea have a different metabolism 

of  methanogenesis, M. smithii using H2 (or formate) to 
reduce CO2 and M. stadtmanae using H2 to reduce metha-
nol. M. smithii is able to colonized the human GIT at 
least from the cecum to the rectum[39,51,52]. Pyxigraphic 
sampling on 6 individuals and quantification by culture-
based approaches has suggested that M. smithii prefer-
entially colonizes the distal colon[51]. A recent qPCR-
based quantification of  the hydrogenotrophic microbes 
associated to the colonic mucosa did not report signifi-
cant changes in the abundance of  methanogens along 
the colon[39]. However, this study also reports that the 
methanogens would represent a larger proportion of  
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Figure 2  simplified representation of the role of methanogens in the gut microbiota metabolism and possible association with diseases. Diet leads to 
proteins and polysaccharides that enter the gut where they are metabolized by the hydrolytic and fermentative bacteria present in the gut (large blue circle). This 
produces various compounds (some important being indicated in orange circles), and large amounts of H2, which in turn inhibit the fermentation processes. H2 partial 
pressure is lowered by hydrogenotrophs, three different types being present in the gut (sulfate-reducing bacteria, acetogens and methanogens). Here, only the metha-
nogens are shown, which are either able to use CO2, methanol, or methyl-compounds [monomethylamine (MMA); dimethylamine (DMA) and trimethylamine (TMA)] 
reduced by hydrogen to form methane, found in breath and flatulence. A highlight on the TMA use is given in Figure 3. The presence of methanogens in the mouth is 
also indicated. Altogether, the presence of methanogens has been linked to several diseases (in yellow) but these remains to be clarified (see Table 2 for further ex-
planations).
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Table 1  Available genomics data (GenBank, March 2014) from methanogens of the human gut

the hydrogenotrophic microbes in the rectum than in 
the left and right colon[39]. Several important adaptations 
of  M. smithii to the human gut environment have been 
described, using genomics and transcriptomics[53-57]. In 
a humanized gnotobiotic mouse model, M. smithii was 
shown to adapt its gene expression in presence of  a 
dominant gut microbe, Bacteroides thetaiotaomicron (B. the-
taiotaomicron), and to modify the metabolic pathways of  
this bacteria[53]. M. smithii strains have also the property to 
produce glycans mimicking those found in the gut[54] and 
possess a large diversity of  adhesion-like proteins whose 
substrate-related regulation suggests adaptive answers to 
different niches in the gut[55]. M. smithii and M. stadtmanae 
have gene to cope with the presence of  bile acid, notably 
the bile acid salts hydrolase gene (BSH)[54,58], with likely a 
bacterial origin[59]. Over 15% of  the coding genes of  these 
two species might have been transferred from bacteria, 
with a large contribution of  Firmicutes, a dominant bac-
terial lineage in the gut[56,57]. The putative gut origin of  
these genes is supported by the observation that 20 of  
the 22 bacterial OTUs found to be positively associated 
to M. smithii in 136 subjects were affiliated to the Fir-

micutes[55]. Several of  these genes are involved in trans-
port and surface function and could have facilitated the 
adaptation of  M. smithii and M. stadtmanae to human GIT 
environment. M. smithii was also shown to be efficient 
in competition for the nitrogenous nutrient pool[54] and 
have the capacity to use several end-products derived 
from organic matter degradation in the gut[54]. In regard 
to this last aspect, it is interesting to quote that almost all 
sequenced human GIT associated methanogens possess 
the genes mtaABC encoding methyl-transferases required 
for methanol utilization (this study, see Table 1 and be-
low), highlighting the importance of  this metabolism for 
gut methanogens. In the case of  M. stadtmanae, it is clear 
that these genes are involved in methanogenesis[58], but 
their role remains less clear for Methanobrevibacter spp..

M. smithii does not only occur in the distal gut, but 
also sparsely in the oral cavity[60] and the vagina[61]. In the 
oral cavity, methanogenic archaea are dominated by a 
third species, Methanobrevibacter oralis (M. oralis), isolated 
in the mid 90’[62] and whose genome was recently se-
quenced[63]. This species have attracted a great attention 
because its occurrence is strongly related to periodonti-
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Species Strain (DSMZ 
collection number)

Status1 Size (Mb) GC% mta BSH Accession Genome reference

ABC gene number
Methanobacteriales
   Methanobrevibacter smithii PS (DSM 861) Chromosome 1.85 31.0 1 1 CP000678.1 [54]

F1 (DSM 2374) Scaffolds 1.73 31.3 0 1 ABYV00000000 [126]
ALI (DSM 2375) Scaffolds 1.71 31.3 1 1 ABYW00000000 [126]

TS145A Contigs 1.78 31.1  12  12 AEKU00000000 [55]
TS145B Contigs 1.80 31.1  12  12 AELL00000000
TS146A Contigs 1.79 31.2  12  12 AELM00000000
TS146B Contigs 1.79 31.1  12  12 AELN00000000
TS146C Contigs 1.95 31.2  12  12 AELO00000000
TS146D Contigs 1.71 31.1  12  12 AELP00000000
TS146E Contigs 1.95 30.4  12  12 AELQ00000000
TS147A Contigs 2.01 30.5  12  12 AELR00000000
TS147B Contigs 1.97 30.4  12  12 AELS00000000
TS147C Contigs 1.97 30.4  12  12 AELT00000000
TS94A Contigs 1.89 30.2  12  12 AELU00000000
TS94B Contigs 1.89 30.2  12  12 AELV00000000
TS94C Contigs 1.91 30.3  12  12 AELW00000000
TS95A Contigs 1.99 30.2  12  12 AELX00000000
TS95B Contigs 1.97 30.2  12  12 AELY00000000
TS95C Contigs 1.98 30.2  12  12 AELZ00000000
TS95D Contigs 2.01 30.2  12  12 AEMA00000000
TS96A Contigs 1.98 30.3  12  12 AEMB00000000
TS96B Contigs 1.87 30.2  12  12 AEMC00000000
TS96C Contigs 1.82 31.1  12  12 AEMD00000000

   Methanobrevibacter arboriphilus ANOR1 Scaffolds 2.22 25.5  12  22 CBVX000000000 [83]
   Methanobrevibacter oralis JMR01 Scaffolds 2.11 27.8 2 2 CBWS000000000 [63]
   Methanosphaera stadtmanae (DSM 3091) Chromosome 1.77 27.6 4 1 CP000102 [58]
Methanomassiliicoccales
   Methanomassiliicoccus luminyensis B10 (DSM 25720) Contigs 2.62 60.5  33 0 CAJE00000000 [88]
   Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis Issoire-Mx1 Chromosome 1.93 41.3  33 0 CP005934 [87]
   Ca. Methanomethylophilus alvus Mx1201 Chromosome 1.67 55.6  13 1 CP004049 [86]

1As given by genbank, March 2014; 2Original analysis from this work: a tblasn of the protein sequence of mtaA (YP_447810), mtaB (YP_447248), mtaC 
(YP_447249) and the BSH (Bile Salt Hydrolase) gene (YP_447796) from Methanosphaera stadtmanae on the draft genome sequence of Methanobrevibacter ar-
boriphilus ANOR1, Methanobrevibacter oralis JMR01 and Methanobrevibacter smithii strains from[55]. 3Numbers of mtaBC genes detected, homologues of mtaA 
genes are also present in the 3 Methanomassiliicoccales genomes but their specific implication in either methanol and/or methylamines utilization path-
ways has not yet been determined.
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tis[24]. While M. smithii and M. oralis are phylogenetically 
close (their 16S rRNA gene share 98% identity), they 
are clearly specialized on gut and oral cavity, respectively. 
One aspect of  this specialization is supported by the 
presence of  a bile salt hydrolase gene in all sequenced 
M. smithii species but not in the genome of  M. oralis (this 
study, see Table 1). Another aspect might rely on the ver-
satility of  these two species, M. oralis lacking the mtaABC 
genes present in almost all other M. smithii strains. More-
over, M. oralis is able to reduce CO2 with H2 but not 
formate for methanogenesis, a difference compared to M. 
smithii[62]. Obviously their niche partitioning is probably 
under dependence of  other properties, notably those 
favoring M. oralis over M. smithii in the mouth, which will 
require further investigations.

Prevalence in the population
In a large analysis of  three different individuals gut bac-
teria and archaea, with samples from different segments 
of  the intestine and feces (cecum; ascending, transverse, 
distal and sigmoid colon), the cloning/sequencing of  
16S rRNA genes[52] revealed the presence of  archaea in 
2 of  the 3 individuals. Of  the 1534 archaeal clones, all 
the sequences corresponded to M. smithii. This agrees 
with previous culture-dependent studies[45,47] and subse-
quent culture-independent studies indicating M. smithii 
is the most prevalent and abundant methanogen in the 
human gut[26,27,37,44,64]. Recent metagenomics studies sup-
port also this predominance[65-68], even if  this kind of  
studies is prone to difficulties and limitations to correctly 
attribute nucleic sequences to species: it necessitates 
more particularly referenced genomes, data that are not 
always available at the species level for archaea from the 
gut. The gut microbiota shotgun metagenomics analysis 
performed on 96 healthy Russian adults indicated that 
there were variations among individuals, and among 
populations[69], therefore confirming results from meth-
ane breath-tests mentioned above[23,48,70,71]: M. smithii was 
the second and third most prevalent prokaryotic species 
in the microbiota in two of  the 96 Russian adults (rep-
resenting between 11% and 14%), and more globally, 
Russian adults showed generally a higher level of  M. 
smithii than Chinese, Danish and US people, while be-
ing lower compared to the Amerindian group[69]. Based 
on a modified method of  DNA extraction, Dridi et al[64] 
reported that 95.7% of  700 individuals tested by qPCR 
were positive for M. smithii. However, subsequent studies 
performed with the same method reported lower levels 
with 75%-89%[72] and 64%[73] of  individuals positive to M. 
smithii.

Therefore, it seems that M. smithii is found in more 
than 50% of  the adult population, forming a highly preva-
lent microbe of  the gut, but remains undetected in some 
people. Whether the lack of  detection is due to a real 
absence or of  a technical threshold remains still unclear, 
but it is conceivable that the methanogens present at low 
abundance in some individuals have likely a very low 
physiological incidence. M. stadtmanae shows a lower 

prevalence: it has been found approximately in 1 people 
on 3 to 5 (32.6%[74] and 17%-25%[27] of  the population).

RECENT EXPANSION OF THE ARCHAEAl 
DIVERSITy ASSOCIATED WITH THE 
HUMAN GASTROINTESTINAl TRACT
The advent of  molecular methods[75,76] has greatly im-
proved our knowledge of  the gut microbiota compo-
sition. As for bacterial populations, studies based on 
culture-independent approaches have largely participated 
to the identification of  novel archaeal phylotypes associ-
ated to the human GIT. During the last decade, gene 
sequences retrieved from human oral cavity, colonic mu-
cosa or feces have been affiliated to several taxonomic 
orders shown in light and dark blue boxes in Figure 
1: they represent 1 order within Crenarchaeota and 
Thaumarchaeota, and 5 within the Euryarchaeota, show-
ing that 3 of  the 5 archaeal phyla are represented in the 
human GIT.

Large diversity of archaea occurring likely at a low 
abundance
A set of  sequences closely related to Sulfolobus species 
of  the phylum Crenarchaeota was obtained by nested 
PCR on feces of  4 adults[77]. Colonization of  the gut 
by these archaea would be particularly surprising con-
sidering the acido-thermophilic nature of  other known 
representatives of  Crenarchaeota. Sequences affiliated 
to this phylum were never retrieved in other studies, and 
therefore their presence may be attributed to an unusual 
case or to a microorganism in transit. However, some 
of  the “Uncultured Crenarchaeote” sequences of  this 
study (AY887071; AY887074; AY887077; AY887078) 
are closely related to “Candidatus Nitrososphaera gargen-
sis”[78], a moderately thermophilic ammonium oxidizer 
of  the phylum Thaumarchaeota[2], not yet proposed in 
2005. More recently, an investigation on the associations 
of  diet with fungal and archaeal populations by 16S py-
rosequencing also revealed the presence of  sequences 
affiliated to the genus Nitrososphaera, in low yield amplifi-
cations and only in samples without M. smithii[79]. These 
sequences were detected in 16 samples from the 96 
analyzed. A nested PCR assay targeting the amoA gene 
(encoding the ammonia mono-oxygenase) confirmed 
this result. The report of  sequences affiliated to Nitroso-
sphaera in two independent studies argues for their pres-
ence, even at low abundance, in the human gut micro-
biota[79]. Their low abundance might be due, for a part 
to their oxygen requirement for ammonium-oxidation, 
as reported for other ammonium-oxidizing archaea so 
far[80].

Non-methanogenic euryarchaeota affiliated to the 
Halobacteriales were reported by two studies based on 
nested-PCR. The analysis of  fecal samples using the 
PCR fingerprinting method DGGE (denaturing gradient 
gel electrophoresis) showed the presence of  several se-
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quences related to halophilic archaea in healthy Koreans. 
DNA sequences analyses revealed from 93% to 99% of  
identity to known Halobacteriales, Halorubrum koreense, 
Halorubrum alimentarium and Halococcus morrhuae[81]. These 
euryarchaeota are also found in salt-fermented seafood, 
therefore arguing that they may be related to Korean eat-
ing habits[81]. The presence of  a large diversity (15 phylo-
types with a 97.5% similarity cut off  on 16S rRNA gene 
sequences) of  haloarchaea was also detected by nested-
PCR approaches in colonic mucosa biopsies and, in a 
lower extent, from feces obtained from German subjects 
with IBD[82]. Parallel detection of  archaea in table salts 
has revealed a high and underestimated diversity of  halo-
archaea suggesting the possible origin of  these archaea, 
regardless of  their transient or persistent status in the 
human gut[82]. Several phylotypes were also detected in 
pre-endoscopic lavage solutions but were different from 
those retrieved from the biopsies. Interestingly one halo-
archaea related to Halosimplex sp. was enriched in a low 
salt concentration medium (2.5% w/v) inoculated with 
microbes associated to a biopsy, showing that some of  
them are viable.

The few studies performed on archaea associated to 
mucosa have also detected methanogens not previously 
retrieved from feces samples[39,82], suggesting that mu-
cosa displays an overall larger diversity of  archaea than 
feces, possibly reflecting greater niche heterogeneity and 
refuges when less adapted to gut conditions compared 
to M. smithii and M. stadtmanae. In addition to the haloar-
chaea, Oxley et al[82] have also reported sequences closely 
related to Methanobrevibacter arboriphilus from biopsies of  
two individuals. A strain of  this species was subsequently 
isolated from a human stool sample and its genome was 
sequenced[83] (Table 1). Clone sequences of  mcrA closely 
related to Methanoculleus chikugoensis, a hydrogenotrophic 
methanogen of  the order Methanomicrobiales were 
found associated to the intestinal mucosa[39]. As reviewed 
by Nguyen-Hieu et al[84], several other archaea such as M. 
mazei and M. congolense were also sparsely retrieved in the 
oral cavity.

Overall, this larger diversity suggests new function-
alities and putative new archaea-host interactions. How-
ever most of  these lineages of  methanogenic and non-
methanogenic archaea were identified from nested-PCR 
based experiments, suggesting there low abundance and 
possibly transient status in the human GIT[39,77,79,81,82]. 
This is not the case of  sequences affiliated to the recently 
proposed 7th order of  methanogens[26,27,37,38].

Seventh order of methanogens: From an uncultured 
Thermoplasmatales-related lineage to the 
Methanomassiliicoccales
In 2008, two studies on the human gut methanogens 
revealed, in addition to sequences attributed to M. smithii 
and M. stadtmanae, mcrA sequences extremely distant to 
any other cultured methanogens[26,37]. These sequences 
were associated to the Methanosarcinales order in the 
study of  Scanlan et al[37] due to a weak, but higher ho-

mology with sequences of  this order than of  all oth-
ers[37]. The other study concluded to a clearly distinct and 
distant evolutionary branch compared to all other meth-
anogens, and postulated for a new order of  methano-
gens[26]. In parallel, the investigation of  the co-occurring 
archaeal 16S rRNA genes provided a sequence related 
to the Thermoplasmatales, only in the sample positive 
for the atypical mcrA sequence[26]. The almost strict co-
occurrence of  Thermoplasmatales-related 16S rRNA 
sequences and atypical mcrA sequences was extended to 
a larger range of  human-associated samples, highlight-
ing also the diversity of  this putative new order[27]. The 
final evidences of  the existence of  these new methano-
gens phylogenetically related to the Thermoplasmatales 
were subsequently provided by the culturing of  several 
representatives of  this order from human feces samples, 
either in pure culture (Methanomassiliicoccus luminyensis[85]) 
or in consortia (Ca. Methanomethylophilus alvus[86] and 
Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis[87]), and the se-
quencing of  their genome[86-88] (Table 1). The phyloge-
netic positioning of  these methanogens was confirmed 
by a phylogenomic approach including 7472 marker 
positions from 84 Euryarchaeota genomes[89]. On the 
basis of  enrichment cultures from hindgut of  termites 
the name of  Methanoplasmatales was proposed for this 
order[28]. However, according to the rules of  the Interna-
tional Code of  Nomenclature of  Bacteria[90], the name of  
Methanomassiliicoccales was then claimed by Iino et al[29] 
in 2013 and subsequently validated by the International 
Committee on Systematics of  Prokaryotes[30]. In the hu-
man digestive tract, the occurrence of  the Methanomas-
siliicoccales representatives is not restricted to the colon 
as the 16S rRNA gene sequences of  Ca. M. alvus shares 
97%-98% identity with two 16S rRNA gene sequences 
retrieved in the oral cavity (FJ458322[91]; JQ433705[38]). 
These two sequences derived from oral cavity were al-
most similar to each other (2 differences on 357 aligned 
sites), suggesting that they belong to two strains of  a 
same Ca. Methanomethylophilus species. In their study, 
Horz et al[38] retrieved it in 10% of  the subjects where it 
was estimated to represent 0.5% of  the overall prokary-
otic community[84]. It is thus likely that some species of  
Methanomassiliicoccales are more adapted to the oral 
cavity while others are more adapted to the colonic envi-
ronment, similarly to the niche partitioning of  M. smithii 
and M. oralis between the colon and the oral cavity, re-
spectively[92].

UNIQUE PROPERTIES OF THE 
METHANOMASSIlIICOCCAlES IN THE 
HUMAN GUT
The only isolated strain of  this order, Methanomassiliicoc-
cus luminyensis B10, was obtained from human feces[85]. 
This strain is H2 and methanol dependent for its metha-
nogenesis[85], like M. stadtmanae[58]. This is also the case 
for Ca. Methanomethylophilus alvus[86] and Ca. Metha-
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nomassiliicoccus intestinalis[87]. Other members of  the 
Methanomassiliicoccales cultured in consortia from the 
GIT of  higher termites and millipedes[28] and from an 
anaerobic digester sludge[29] share the same characteristic. 
The first genome analyses of  Ca. M. alvus, Ca. M. intes-
tinalis and M. luminyensis revealed several fundamental 
aspects and putative generalized characteristics of  this 
order[87-89]. First of  all, the genes involved in the CO2-
reduction/methyl-oxydation pathways are completely 
absent[89], while the other methanol-using methanogen 
under dependence of  H2, M. stadtmanae, still possesses 
most of  them. Moreover, the three genomes show the 
genetic potential to encode an unusual amino acid, pyr-
rolysine (Pyl) discovered 10 years earlier in Methanosarci-
naceae[93-95]. This 22nd proteinogenic amino acid is derived 
from lysine which is then incorporated into proteins by 
a specific genetic code during the translation, and relies 
on the amber stop codon suppression though specific 
tRNAs[94]. This strange event in the evolution of  the 
genetic code is restricted to a few bacteria and methano-
genic archaea from the Methanosarcinaceae family. In the 
Methanomassiliicoccales, this seems followed by a spe-
cific evolution, with consequences for the entire genome 
(very low use of  amber codon UAG as translation stop 
signal, regardless of  GC%) (Borrel et al[95]).

Adding methylamines to the list of valuable electron 
acceptors in the human gut
Pyrrolysine is an essential component of  the catalytic site 
of  the methyltransferase which is involved in the methylo-
trophic methanogenesis from methylated amines [mono-
methylamine (MMA), dimethylamine (DMA) and trimeth-
ylamine (TMA)]. The genes for these methyltransferases 
(respectively mtmB, mtbB and mttB) are present in the 
three genomes, their open reading frame being inter-
rupted by an amber stop codon[86,87,95,96], as observed in the 
Methanosarcinaceae[94]. The detection of  mttB transcripts, 
having an amber stop codon presumably coding for Pyl 
has also been demonstrated in inhabitants of  the cattle 
rumen belonging to the Methanomassiliicoccales (the 
Rumen Cluster C, RCC cluster[97]). In this study, this gene 
was overexpressed in ruminal microbiota cultures in the 
presence of  TMA, coupled to enhanced methanogenesis, 
providing strong clues that TMA is a substrate for meth-
anogenesis in the representatives of  the Methanomas-
siliicoccales. Using the isolated strain M. luminyensis B10 
in pure culture, we definitively demonstrated that TMA, 
in presence of  H2, is one of  its methanogenic substrates, 
as are also MMA and DMA, in addition to methanol[96]. 
Therefore, this leads to reconsider the electron accep-
tors in the human gut by including methylamines, when 
representatives of  Methanomassiliicoccales are present 
(Figure 3). This could have likely important consequenc-
es for the digestive physiology as well as for human pa-
thologies.

Large environmental distribution with a clade evolution 
dedicated to the GIT?
Sequence database mining associated to phylogenetic 

studies have now shown that this order of  methanogens 
has a large environmental distribution[28,29,89]. It seems that 
this order may be divided in at least 3 different evolution-
ary clades[89], two of  them being represented in Figure 1. 
One is almost only composed of  GIT members[28] and is 
proposed to form a distinct family among this order to 
which we will refer therein as Ca. Methanomethylophila-
ceae. A second clade, more distantly related, is exclusively 
composed of  sequences retrieved from other environ-
ments and is to date, without any genome sequences and/
or isolated representative. At last, there is a third clade, 
with an intermediary phylogenetic position between these 
two formers containing sequences from both GIT and 
non-GIT environments[89]: even if  retrieved from human 
feces, M. luminyensis and Ca. M. intestinalis belong to this 
latter clade (family Methanomassiliicoccaceae among the 
Methanomassiliicoccales order), mostly composed of  se-
quences derived from sediments and soils[89].

Ca. M. alvus belongs to the clade mainly composed 
of  sequences from GIT, and therefore its genome could 
be of  particular interest to understand the role of  the 
Methanomassiliicoccales in the human (and other ani-
mals) GIT. It reveals typical adaptations to the GIT 
which are not present in the others. For example, the 
genome of  Ca. M. alvus encodes a bile salts hydrolase 
(BSH) that confers resistance to the antimicrobial prop-
erties of  bile salts in the digestive environment[96] (Table 
1), absent from M. luminyensis and Ca. M. intestinalis. 
We report here the presence of  the BSH genes in the 
genomes of  the 20 strains of  M. smithii isolated and 
sequenced by Hansen et al[55] and in the genome of  M. 
arboriphilus[83] (Table 1). This gene is poorly represented 
in other archaeal lineages with the notable exception of  
a distant homolog present in numerous Halobacteriales 
genomes[98].

A comparative genome analysis has been realized for 
these human digestive representatives of  Methanomas-
siliicoccales and revealed other significant differences 
between the Methanomassiliicoccus spp. and Ca. M. alvus[99]. 
Thus, Methanomassiliicoccus spp. could be more recent hu-
man GIT inhabitants, and/or accidental ones, giving 
them a different role in the human GIT, positive or nega-
tive. Therefore, obtaining other human and environmen-
tal strains coupled with epidemiological studies will allow 
learning more about them.

RElATIONSHIPS OF METHANOGENS 
WITH PHySIOlOGICAl STATES OF THE 
HUMAN HOST
During the last three decades, studies have tried to deter-
mine if  any relationship existed between the presence 
of  methanogens and some human diseases. These pos-
sible diseases are indicated in the Figure 2, while the 
Table 2 summarizes some of  the putative pros and cons 
of  the role of  archaea from available data on humans 
concerning various digestive pathologies (colorectal 
cancers CRC, inflammatory bowel disease IBD, irritable 
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bowel syndrome IBS, obesity, constipation). To date, 
no direct link with mechanisms has been established 
between these diseases and methanogens, and contradic-
tory results were found for example concerning CRC. 
However, it was proposed that the presence of  M. smithii 
promotes calories intake from diet: in an animal model, 
M. smithii was shown to influence the metabolism of  one 
of  the most important saccharolytic microbiota species, 
B. thetaiotaomicron[53]. This phenomenon was observed 
in germ-free mice inoculated with M. smithii and B. the-
taiotaomicron, together or separately[53]: the co-implemen-
tation led to a mutual gain with an increase in energy 
retrieval (hydrolysis and fermentation), and importantly, 
an increased lipogenesis and host fat. Very recently, M. 
stadtmanae has been shown to be more prevalent in IBD 
patients[100]. Interestingly, M. stadtmanae stimulates in 
vitro TNF production, an inflammatory cytokine, from 
peripheral blood mononuclear cells of  healthy patients, 
while patients affected by IBD have a higher circulating 
IgG response to M. stadtmanae[100]. At last, methanogens 
seem also linked to a pathology of  the oral cavity, the 
periodontitis, in which the severity corroborates to the 

abundance of  methanogens[24] (Table 2).

higher prevalence and diversity of methanogens with 
age
Among all the various relationships sought between the 
occurrence of  methanogens and the physiological state 
of  human host cohorts, the age relationship was the most 
consistently observed. As highlighted by the literature 
review of  Levitt et al[23] (2006) on studies based on the 
methane breath test, the proportion of  people excreting 
methane is higher among adults than among children with 
virtually no methane producers under 5-year-old[16,101,102]. 
Such age-related increase of  the proportion of  methane 
producers was less clearly observed during adulthood 
with more studies reporting no statistical change (see for 
example[23,103,104]). Recently, an association between age 
(and also sex) and breath methane was described in the 
German population (428 subjects, age range: 4-95)[105]. 
Studies based on molecular approaches support this rela-
tionship and provide supplemental information through 
the lower detection limit of  the methanogens and the 
access to their diversity. Significantly lower proportion of  
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Figure 3  Faith of trimethylamine originating from the gut microbiota metabolism and putative role of representatives of Methanomassiliicoccales. A: Sev-
eral common foods (containing lecithin/choline, L-carnitine, trimethylamine oxide,…) are metabolized into trimethylamine (TMA) by some bacterial components of the 
microbiota; B: When the microbiota does not contain any members of the 7th order of methanogens, the gut-originating TMA reaches the liver, where it is oxidized by 
the flavin-monoxygenase FMO3 into trimethylamine oxide (TMAO) (Blue arrows in B). This odorless molecule has recently been shown to be associated to cardio-
vascular diseases (CVD) and has pro-atherogenic properties. In some people however, with a deficiency in liver oxidation, the TMA is not or less metabolized (orange 
arrows in B) and reaches various body fluids, leading to trimethylaminuria (TMAU) or “fish-odor syndrome”; C: When present, either naturally or by supplementation 
(Archaebiotics), it is hypothesized that members of the 7th order of methanogens, through their up to now unique metabolism in the gut, might decrease the concentra-
tion of TMA by converting it into methane, therefore leading to an archaea-mediated TMA depletion before it can reach the liver. This could therefore be a convenient 
way to prevent CVD or limit TMAU.
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methanogens among babies[27] and children[44] than among 
adults were also reported based on PCR approaches. 
Time monitoring of  the gut microbiota composition 
in babies over 2 years have shown that gut associated 
methanogens can be present in the early life, with 7 on 
14 babies positive for methanogens[106]. However, their 
abundance was low (103-106 copies/g of  stool), likely 
below the necessary threshold for CH4 detection in the 
breath and they were only temporarily present during the 
first weeks of  life[107]. This transient state contrast with 
reports of  stable populations of  methanogens in adults 
sampled at several time points[55,107,108]. The prevalence of  
M. smithii has been linked to bacterial genera[79] and gut 
enterotypes[65] which are also considered stables in adults, 
suggesting the very specific competitive and symbiotic 
interactions of  methanogens with other member of  the 
microbiota. Due to the fast evolving composition of  the 
microbiota of  babies, the occurrence of  the favorable 
ecological conditions for the colonization of  M. smithii 
could only be temporary. Another non-exclusive reason 
of  this low prevalence and transient state could rely on 
the high transit time in babies.

One study from our group[27] has reported a not sig-
nificant trend of  increased prevalence among elderly 
adults (79.4 ± 6.7 years) in comparison to younger adults 
(33.0 ± 6.4 years) which agrees with previous reports 
based on the methane breath test[27]. Importantly this 
study has pointed an increase of  the diversity of  the 
methanogens. Indeed, several distant phylotypes affiliat-
ed to the Methanomassiliicoccales were more frequently 
observed in the elderlies (40% of  those tested on a small 
panel of  20 patients) and far less in adults (10%), and 
almost absent in the newborns (only 1 positive out of  17 
tested)[27]. Accordingly, a similar age-related increase of  
M. luminyensis and possibly Ca. M. intestinalis was subse-
quently observed based on qPCR[74]. The increase of  di-
versity between adults and elderlies remains unexplained, 

even if  it is now well known that the gut microbiota 
of  the elderlies is different from the adults[109,110] with 
variations due to diet/nutrition, residence location and 
the general health of  the elderlies[66]. Several hypotheses 
can be made: first, methanogenic archaea are known 
to be insensitive to most of  the antibiotics used in hu-
man health[9,111], mainly due to the composition of  their 
membrane and cell wall, but also to their specificity in 
their DNA/RNA metabolism. It is therefore tempting 
to hypothesize that they could be selected by treatments 
accumulation during the life. Second, methanogenic ar-
chaea have relatively long doubling time, and the slower 
transit time observed with aging may be also a factor of  
this over representation in the elderlies compared to the 
adult, and even more compared to newborns and infants 
under two years[109,112]. Collectively these studies suggest 
that the prevalence of  methanogens in the population 
increases rapidly in the first years of  life, mainly by the 
colonization of  M. smithii, and that the last part of  life is 
characterized by an increase of  the diversity through the 
colonization by various representatives of  the Methano-
massiliicoccales. Another hypothesis relies not directly to 
aging, but to the different generations between elderlies 
compared to present adults: exposure to farm animals, 
germs carried by food and diet habits, etc… have evolved 
over the years, and it may be possible that present adults 
have less chance to be inoculated than have their parents. 
Studies on various ethnical/geographical populations 
would provide interesting complementary data.

TMA-based methanogenesis, a beneficial incidence in 
human health?
Due to their very specific metabolism leading to TMA 
depletion for methanogenesis, the currently identified 
representatives of  the Methanomassiliicoccales might 
have a positive effect on health. TMA is responsible of  
the rotting fish characteristic odor, to which our olfac-
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Table 2  Possible association between several human diseases and methanogens

Pathology Pros for a role or an association Cons

Colorectal 
cancer

80% of colorectal cancer patients are methane producers[127] No significant relation with the amount of breath 
methane[48,71,129-131]

Methane production increases with the severity of colorectal cancer[128] Native Africans with high level of methanogenic archaea 
are less susceptible to sporadic colorectal cancer[48]

Obesity Higher levels of methanogens in obese[132] Decreased proportion of M. smithii in obese[72,73,133]

Anorexia Higher levels of M. smithii in anorexic people (adaption to diet restriction?)[134]

IBD Lower proportion of methane-producers/methanogen carriers in patients with 
IBD[104,135]

IBS Correlation with higher production of methane (also compared to IBD patients)[136] No significant difference in methane production with 
controls[137]

Diverticulosis Subjects with diverticulosis often with high level of methanogens[45]

Constipation Association with chronic constipation/transit time[138,139] No significant difference between constipated children 
and controls[144]

Level of methane significantly associated with the severity of constipation[136,140]

Association with IBS constipation/increase of transit time[141-143]

Periodontitis Possible pathogenic role and increased proportions of hydrogenotrophs and 
methanogens in severe cases[24,145,146]

After therapy, decrease in the prevalence of archaea[147]

IBD: Inflammatory bowel disease; IBS: Irritable bowel disease.
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tion is extremely sensitive. This prevents us to ingest 
spoiled fishes and seafood. TMA is however a product 
of  diet metabolism by the intestinal microbiota, usually 
associated to the consumption of  foods containing either 
choline and lecithin (such as eggs, beef, dairy products, 
vegetables…), L-carnitine (meat, energy drinks…) or 
TMAO (trimethylamine-N-oxide in seafood, fish…), as 
exemplified in Figure 3A[113-116]. TMA is then absorbed in 
the intestine, goes to the liver where it is oxidized to the 
odorless TMAO via a flavin monooxygenase (mainly the 
FMO3), which reaches the circulation before being elimi-
nated in the urine, leading to a TMAO vs (TMA+TMAO) 
urine ratio superior to 92% (Figure 3B). It is likely that 
TMA is also metabolized into methane when archaea 
from the Methanomassiliicoccales are present, preferen-
tially to methanol for which inter-microbial species com-
petition occurs in the intestine (i.e., with M. stadtmanae, 
and possibly M. smithii). Therefore, when present, the 
Methanomassiliicoccales could lower the intestinal TMA 
concentration, leading to lowered TMA intestinal absorp-
tion, and in consequence to a lower TMAO plasmatic 
level after liver conversion.

The gut origin of  TMA is involved at least in two 
human diseases. The team of  the Pr Stanley Hazen in 
Cleveland recently demonstrated an association between 
plasma levels of  TMAO and the risk of  myocardial in-
farction, stroke, and death within the next three years. 
Thus, in 2595 patients, plasma levels of  L- carnitine, 
related to high plasmatic TMAO levels is correlated to 
a high incidence of  cardiovascular events, with or with-
out adjustments to the traditional risk factors[115]. This 
is identical with plasma levels of  choline, betaine and 
TMAO[117], the upper quartile of  plasmatic TMAO con-
centration increasing the major adverse cardiovascular 
events to 2.5[113]. These prognostic values of  choline 
and betaine are only effective when concomitant to an 
increase in plasma TMAO level, i.e. from TMA produc-
tion in the gut[118]. Plasma TMAO seems however much 
more than a plasma marker: it seems to promote foam 
cell formation by increasing the expression of  receptors 
involved in macrophage uptake of  circulating cholesterol 
(scavenger receptors CD36 and SR-A1), and conversely 
by reducing the reverse cholesterol transport and its 
elimination as bile acids from the intestine[115]. Therefore, 
limiting TMA production and absorption in the intestine 
is a mean to reduce plasmatic TMAO level, and its del-
eterious effects on blood vessels, which is likely to what 
the Methanomassiliicoccales contributes naturally when 
present.

There is also another human pathology, the trimeth-
ylaminuria[119-121] (TMAU) which involves the gut micro-
biota TMA production. After intestinal TMA production 
and absorption, some people are unable to oxidize it 
into TMAO in their liver, due to a genetic or acquired 
liver deficiency affecting the FMO3 functionalities. In 
this case, unmetabolized TMA reaches the general circu-
lation and is distributed throughout the body fluids. It is 
next excreted through sweat, exhalation and urine [where 

TMAO vs (TMAO+TMA) ratio is then below 92%, 
with a decrease depending on the severity of  the FMO3 
deficiency]. Thus, TMAU causes an unpleasant odor of  
rotten fish to the affected person, due to its presence in 
sweat and breath, for which the human olfactory system 
is very sensitive. This causes an extremely debilitating 
disease, at the social and psychological level[120], for which 
no real treatments are proposed: the affected people of-
ten empirically adapt their diet in order to limit gut TMA 
production, by renouncing to eggs, red meat, beans,…. 
Still poorly recognized and diagnosed, its prevalence re-
mains unknown, but some FMO3 encoding gene muta-
tions could affect about 1% of  the population[122]. Here 
again, the unique metabolic properties of  the Metha-
nomassiliicoccales could limit gut TMA concentration, 
without the bad side effects of  limiting choline inputs by 
diet.

We then suppose the physiological positive impact 
that may have the Methanomassiliicoccales as a TMA de-
pleting agent in the intestinal microbiota, leading to the 
conversion of  TMA into CH4, an odorless and inert gas 
before it reaches the liver for eventual conversion. This 
metabolism is so far only realized by a few methanogens, 
and among gut-naturally occurring methanogens, only 
members of  the Methanomassiliicoccales. What can 
be inherently possible in the gut microbiota contain-
ing the methanogenic Methanomassiliicoccales could 
be reproduced by supplementing the gut microbiota by 
this kind of  microorganism. Accordingly, the 7th order 
of  methanogens could therefore be used as a probiotics 
to prevent cardiovascular disease, acting by reducing the 
amount of  the pro-atherogenic TMAO produced by the 
liver and therefore its plasma level. A supply with Metha-
nomassiliicoccales could also be a simple way to limit 
TMAU, by reducing the TMA concentration in the gut 
and in consequence, its olfactory impact on the body. In 
both pathology cases, it will be possible to avoid dras-
tic diets (as it is usually done for TMAU patients), thus 
limiting nutritional deficiencies risks. This concept of  
probiotics has recently been developed under the name 
of  “archaebiotics” as to show the innovative and the 
positive aspect that we expect from archaeal strains to 
human health[96]. However, it remains to be shown that 
this metabolic activity is effective in the human GIT (as 
it is already done in the rumen[97]) without causing incon-
venience or bad side effects. Preliminary in vitro studies 
on human microbiota[123,124] are therefore necessary to 
determine which representatives of  the Methanomas-
siliicoccales could be supplied and further tested for 
their impact on other gut microbiota components, as it 
was recently done for the gut methanogen M. smithii (W. 
Tottey, personal communication). Using exhaustive mi-
crobiota analysis tools applicable to in-vitro systems such 
as Next Generation Sequencing[76] or DNA phylogenetic 
microarrays like the HuGChip[125], an in-vitro selection 
of  the best strains should be possible, also based on 
functional analysis (e.g., transcriptomics and metabolo-
mics), that would be then followed by rationale tests in 
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animals/humanized gnotobiotic mice, before clinical 
research.

CONClUSION
The diversity of  the archaeal component of  the human 
gut microbiota has been greatly renewed during these 
last few years and will likely continue to grow: difficulties 
to culture them in the laboratory has been counterpart 
by the generalization of  Next Generation Sequencing 
technologies, used mainly in 16S diversity studies and 
metagenomics. Links with diseases/human health, if  any, 
will therefore be established in the next years, consider-
ing the archaea as a diverse population, as it is for bac-
teria, with more discriminant methods than methane in 
breath for methanogens. The recently discovered 7th or-
der of  methanogens illustrates these points: the presence 
of  different phylogenetic clusters may signify different, 
even opposite, incidence for the health, and therefore 
highly-discriminant tools are needed. This order was 
named Methanoplasmatales, and then Methanomassili-
icoccales (according to the first described species)[28,29], 
the current official name[30]. Within, and besides Metha-
nomassiliicoccaceae, we propose the family name of  
Methanomethylophilaceae for the clade encompassing 
the digestive species of  the Candidatus genus Methano-
methylophilus. This would highlight the unique depen-
dence to methylated compounds among methanogens, 
for the whole order (methane-, methanogenic; methylophi-
lus, that likes methyl compounds). Genomics has strong-
ly helped in the determination of  their putative roles in 
the GIT, and indicated their unique metabolic properties 
before experimental proofs. This shows the potent phys-
iological importance of  the still poorly known domain 
Archaea in the human gut, and the role of  its members, 
beneficial or deleterious, remaining to be determined. 
It may also provide, as it is for the Methanomassiliicoc-
cales, new directions in probiotics design.
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i.2.3 facteurs influençant l’apparition des archées dans le microbiote

L’environnement et l’alimentation semblent jouer un rôle important dans l’acquisition et la
présence des méthanogènes. Ce sont vraisemblablement ces facteurs qui sont mis en évidence
aux travers d’études menées sur des ethnies différentes : ainsi, en 1980, Pitt et al. ont effectué
des tests sur le souffle de 256 employés de l’hôpital de Toronto au Canada (118 hommes et
138 femmes) âgés de 19 à 59 ans. Il ont montré qu’il existait un plus grand nombre de sujets
méthano-excréteurs chez les caucasiens et les afro-américains que chez les orientaux et les
indiens [235]. Dans une seconde étude menée sur plus d’un millier de personnes âgées de
14 à 80 ans issues de quatre communautés différentes d’Afrique du sud (noirs habitant en
ville, noirs habitant en milieu rural, blancs et indiens), un plus grand nombre de méthano-
excréteurs est retrouvé chez les noirs habitant en ville ou en milieu rural avec respectivement
84 % et 72 % que chez les blancs ou les indiens avec respectivement 52 % et 41 % [236].
Des études basées sur le test de la présence de méthane dans le souffle a aussi souligné la
grande variabilité de la prévalence des producteurs de méthane dans différentes populations
géographiques et ethniques [237].

i.2.3.1 Sexe

Les premières études conduisant à des liens entre le sexe des sujets et la présence de métha-
nogènes ont été entreprises par Pitt et al (1980). Une plus grande prévalence de méthanogènes
chez les femmes comparées aux hommes est observée. La production de méthane dans cette
population adulte de 256 sujets était de 41 %. Cependant, elle était significativement plus
élevée chez les femmes (49 %) comparé aux hommes (33 %). Ces résultats ont également été
observés à l’intérieur des groupes ethniques [235]. Cette haute prévalence chez le sexe féminin
a également été observée dans l’étude de Hoff et al (1986) [238]. Ces résultats restent contro-
versés, d’autres études du même type n’ont pas permis de mettre en évidence de prévalence
liée au sexe [239, 240, 237].

i.2.3.2 Alimentation et sécrétions

La composition de l’apport alimentaire affecte la disponibilité quantitative et qualitative
des substrats pour le microbiote colique. Ainsi, le régime alimentaire interfère dans le déve-
loppement du microbiote pendant la petite enfance et conditionne le microbiote hydrogéno-
trophe [241]. L’allaitement maternel est associé à une hausse de production d’H2S, dans la
matière fécale du nourrisson par rapport à l’allaitement avec des préparations à base de soja,
qui sont associées à une forte production de CH4 et de H2S [242]. Ces observations indiquent
que le développement du microbiote méthanogène se fait dès l’enfance. Christl et al. (1992)
ont testé un changement d’alimentation sur 6 individus méthano-excréteurs. Les sujets ont
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été nourris avec une alimentation à faible teneur en sulfate pendant 34 jours, une concentra-
tion 10 fois plus élevée en sulfate a été administrée entre le 11ème et le 20ème jour. Durant
cette période de 10 jours, le dénombrement a révélé une augmentation des bactéries sulfato-
réductrices (SRB), et une diminution du méthane excrété pour 3 des 6 sujets. Ces résultats
suggèrent une présence initiale de SRB chez ces 3 candidats qui n’a pu être détectée qu’une
fois l’alimentation enrichie en sulfate. Aucun changement n’a été détecté sur les 3 autres can-
didats de l’expérience, probablement dû à une absence initiale de SRB. Jusqu’à présent aucun
effet direct de l’alimentation sur le microbiote méthanogène n’est clair. Ainsi, l’absence de
corrélation entre la production de méthane et le régime alimentaire peut également indiquer
que la production intestinale de méthane repose davantage sur des sources endogènes telle
que la mucine plutôt que sur des substrats alimentaires [243, 244]. Le microbiote déjà installé
a également son importance : la présence de certaines bactéries telles que Bacteroides fragilis
possédant une activité sulfatase (capables de libérer le sulfate sous une forme libre) aide à la
prolifération des SRB [245]. Cependant, nous savons que la concentration d’H2 dans le souffle
augmente après l’ingestion de glucides non résorbables, et également que la concentration
de CH4 n’augmente sensiblement qu’après l’ingestion de certains composés, notamment des
fibres lentement fermentées [237]. Ceci peut être expliqué par la séparation physique du site
primaire de fermentation d’hydrate de carbone, de celui des fibres et la production de CH4.
Le transit lent des fibres alimentaires leur permettrait d’atteindre la partie distale du côlon,
lieu majeur de la méthanogenèse [229, 246]. Une étude de localisation des méthanogènes a
été effectuée par Pochart et al. (1993) par énumération culturale réalisée par la technique de
Pyxigraphie, qui consiste à suivre une capsule ingérée, destinée à faire des prélèvements au
niveau du côlon. Cette étude montre que les méthanogènes coloniseraient préférentiellement
la partie distale du côlon [247]. Cela serait dû à une sensibilité de ces derniers aux sels biliaires.
En effet, des comparaisons de cultures microbiennes réalisées à partir de prélèvements prove-
nant de régions proximales et distales du côlon pour 10 sujets (6 méthano-excréteurs et 4 non
méthano-excréteurs) montrent l’impact des sels biliaires sur la prolifération des archées. Ces
observations vont de pair avec ce qui a été rapporté dans l’étude réalisée par Florin et Woods
(1995). L’addition de la bile à différentes concentrations (0,3 - 3 - 10 et 30 %) à des selles
méthanogènes positives inhibe la prolifération de ces dernières de manière dose-dépendante.
Un maximum d’inhibition est atteint à 10 % soit 1,4 µM, ce qui avoisine les concentrations in
vivo au niveau iléal qui sont de l’ordre de 1 µM* [248]. Les méthanogènes s’installeraient pré-
férentiellement dans les parties basses de l’appareil digestif compte tenu du fait que les sels
biliaires sont plus présents dans les parties hautes (intestin grêle) et que 85 % sont réabsorbés
au niveau de l’iléon terminal [249]. Toutefois, les études des génomes de méthanogènes intes-
tinaux montrent la présence des gènes de résistance aux sels biliaires chez certains d’entre eux
(Mb. smithii, Ms. statdtmanae), probablement acquis par transfert horizontal à partir de bacté-
ries commensales [89, 231]. De plus, par recherche de marqueurs moléculaires spécifiques, des
méthanogènes ont été retrouvés dans différentes sous-régions du côlon [229].
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Figure I.2.5: Hydrogénotrophes du microbiote intestinal
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i.2.3.3 Temps de transit

Les archées ont généralement un temps de génération plus long que la plupart des bacté-
ries. En absence d’attachement, elles auraient besoin d’un temps de transit lent pour ne pas
être éliminées de l’intestin par les selles. Il semble qu’un temps de transit plus lent favorise
l’implantation des archées. Il est en effet établi que le temps de transit d’un individu méthano-
excréteur est plus lent que celui d’un non-méthano-excréteur : dans une étude réalisée par
Cloarec et ses collaborateurs (1990), un ralentissement du transit intestinal a été observé chez
les sujets méthano-excréteurs [250]. Dans cette étude, des volontaires sains qui produisaient
du méthane suite à un breath-test (basé sur l’élévation d’H2 pendant les tests expiratoires
après ingestion de lactulose) ont un temps de transit oro-cecal de 111 min contre 68 min chez
les sujets ne produisant pas de méthane. De façon similaire, un temps de transit intestinal
moyen de 84,6 H est retrouvé chez des producteurs de méthane par rapport à 48,6 H pour les
non excréteurs de méthane [251]. Cette association est encore soutenue par d’autres études
[252, 253] sans pour autant fournir une réponse claire sur la relation de cause à effet entre le
méthane et le transit. Selon Triantafyllou et al. (2013), le méthane agirait comme un transmet-
teur neuromusculaire qui ralentirait la propagation du mouvement péristaltique [254].

i.2.3.4 Age

Précédemment abordé lors de l’impact de la nutrition dans l’apparition des méthanogènes,
le dégagement de méthane a été noté dans des selles de nourrissons [242]. Ceci montre que
les méthanogènes peuvent être présents très tôt dans la vie d’un individu. Dans d’autres pros-
pections menées sur des nourrissons et des enfants âgés de 3 mois à 5 ans, il a été observé
que l’apparition de méthanogènes ne se faisait qu’après le 27ème mois. Cette prévalence aug-
mente avec l’âge, leur incidence passant ensuite de 40 % à l’âge de 3 ans à 50 % à 5 ans [255].
Sur 115 enfants Nigériens en bonne santé, Hudson et al (1993), montre que 6 % des enfants
de moins de 2 ans (n=68), et 40 % des enfants de 2 à 6 ans (n=47) sont méthano-excréteurs
[240]. L’analyse réalisée sur des Néo-Zélandais montre également qu’une forte proportion des
enfants âgés de 3 mois à 10 ans (25 %) sont méthano-excréteurs [237]. Dans l’étude de Palmer
et al (2007), un nouveau-né sur 2 (n=14) présentait des méthanogènes, mis en évidence par
biopuce à ADN [174]. Toutefois, l’étude de Mihajlovski et al (2010) ne détecte des méthano-
gènes que pour un nouveau-né sur 23 analysés, par recherche du marqueur moléculaire mcrA
par PCR réalisées sur de l’ADN microbien de selles. Dans ces deux études, l’âge des sujets
était inférieur à 2 ans. Les méthodes, les marqueurs moléculaires utilisés ont probablement
leur importance, tant au niveau de leur spécificité que de leur sensibilité [17].

La prévalence semble augmenter à l’âge adulte : c’est le cas d’une étude de Hudson et al.,
(1993) où le nombre de méthano-excréteurs atteint 77 % chez les adultes (n=159 [240]. Dans
l’étude menée par Levitt et al. (2006), la prévalence était de 42 % chez des personnes entre 25

à 59 ans. Ce dernier taux semble être stable à l’âge adulte [237]. L’âge présente de plus fortes
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corrélations avec la présence de méthane et de méthanogènes comparés aux caractéristiques
énumérées jusqu’à présent, ce qui justifie ici des investigations plus approfondies.

i.2.4 microbiote intestinal de la personne âgée et archées méthanogènes

Le vieillissement ou sénescence est un processus physiologique qui entraine une dégrada-
tion lente des fonctions des organismes. Les principales altérations qui surviennent sont en
premier lieu moléculaires et cellulaires. Elles entraînent des dommages qui s’accumulent pour
donner le phénotype du vieillissement [256]. En ce qui concerne le tractus digestif, la bouche
est en premier lieu affectée : des problèmes de dentition et l’affaiblissement des muscles de la
mâchoire entraînent des problèmes de mastication. De plus, les sécrétions salivaires censées
aider la mastication sont diminuées, ce qui a des impacts sur le bol alimentaire et rend l’in-
gestion des aliments plus difficile [257]. On note également des problèmes sensitifs (perte du
goût et de l’odorat) qui induisent une altération de l’alimentation [258]. Des difficultés à la
déglutition ont également été remarquées chez les personnes âgées [259]. La perte d’appétit
mène à une atrophie de l’estomac d’où un ralentissement de la vidange gastrique [260]. Ce
phénomène infère des anomalies d’absorption de nutriments essentiels [261]. Cependant, peu
de modifications sont observées au niveau de l’intestin grêle [262, 261]. Les modifications les
plus marquantes sont surtout observées au niveau colique [263]. La constipation est l’un des
résultats de ces modifications, elle résulterait d’une dégénération du système nerveux enté-
rique [264]. Le transit intestinal étant ralenti, les fermentations protéiques sont accentuées et
entraînent une hausse de la concentration d’urée, d’ammoniac, de produits phénoliques, indo-
liques, d’amines et de sulfure d’hydrogène qui, en forte concentration, deviennent délétères
pour l’organisme [201]. Bon nombre de ces facteurs accentués avec le vieillissement ont été
décrits précédemment comme favorisant l’apparition des archées. Ce sont donc des explica-
tions possibles au constat d’une plus grande prévalence et plus grande quantité d’archées
méthanogènes chez la personne âgée : Une étude menée sur un groupe de 129 individus
dont 66 méthano-excréteurs, montre que la proportion de ces derniers est plus importante
chez les personnes âgées de plus de 59 ans avec l’établissement d’une relation entre l’âge et
la concentration de méthane expirée [14]. Egalement, dans le laboratoire, la prévalence des
archées méthanogènes a été estimée dans deux groupes d’individus : adultes (de 25 à 45 ans,
n=20) et personnes âgées (de plus de 70 ans, n=20). La proportion des Methanobacteriales passe
de 60 % chez les adultes à 80 % pour les personnes âgées et celles des Methanomassillicoccales
de 10 % à 40 % [17]. Ces résultats sont retrouvés dans d’autres études : Dridi et al (2012) ont
estimé la présence de Mb. smithii et de Mmc. luminyensis dans des groupes d’âges différents :
adultes (de 25 à 45 ans, n=56), adultes matures (de 45 à 60 ans, n=86) et personnes âgées
(de 60 à 100 ans, n=204) avec une prévalence d’archées méthanogènes augmentant avec l’âge,
notamment celle de Mmc. luminyensis passant de 2,3 % chez les adultes matures à 6 % chez les
personnes âgées [234]. En 2010, Biagi et al. ont analysé les microbiotes de centenaires, de per-
sonnes âgées ainsi que ceux d’adultes. La comparaison montre que le microbiote de personnes
âgées et les centenaires comportent plus de méthanogènes que les jeunes adultes, avec respec-
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tivement 1,48.104, 1,98.105 et 4,58.104 méthanogènes par g de selles [265]. De plus, dans une
étude basée à la fois sur du séquençage d’amplicons 16S et de la métagénomique, Mb. smithii
était significativement plus abondant chez les personnes âgées en soins intensifs comparé aux
personnes âgées vivant en communauté [266]. Cette augmentation chez les personnes âgées
a été associée aux i) modifications gastro-intestinales et ii) aux modifications du microbiote
digestif qui surviennent avec le vieillissement.

Ces mêmes modifications physiologiques ont des répercussions sur le microbiote intesti-
nal en créant une dysbiose. En effet, l’analyse du microbiote de groupes d’individus de diffé-
rents âges montre que les bactéries impliquées dans la fermentation des glucides des genres Bi-
fidobacterium, Bacteroides, Porphyromonas et Prevotella diminuent significativement chez les per-
sonnes âgées. Les bactéries impliquées dans la fermentation protéique telles que Enterococcus
sont inversement augmentées [10, 11]. Les mêmes conclusions ont été tirées par Woodmansey
et al.(2004) avec cette fois ci une augmentation des groupes Fusobacterium et Propionibacterium,
bactéries considérées comme plutôt délétères [267]. Ces résultats sont cependant contradic-
toires avec ceux obtenus par Makivuokko et al. (2010) [268]. La modification de 20 genres
bactériens a été mise en évidence par la biopuce HitChip développée par Rajilic-Stojanovic
et al. (2009), avec augmentation des Actinobacteria, des Bacilli, des Clostridium cluster XV et la
diminution des groupes Clostridium XIV, des Bacteroidetes et des Proteobacteria, donnant des
résultats semblables à ce qui a été rapporté précédemment [269].

La HitChip a été également utilisée pour analyser le microbiote fécal d’adultes, de per-
sonnes âgées et de centenaires. Aucune différence significative n’a été mise en évidence entre
adultes et personnes âgées alors que les centenaires présentent une augmentation des bacté-
ries anaérobies facultatives telles que des Proteobacteria, des Bacilli, des Actinobacteria et une
diminution des Clostridium cluster XIV, de Ruminococcus albus et de Faecalibacterium prausnitzii
par rapport aux deux autres groupes [265]. Ces derniers sont connus pour leur activité fermen-
taire des glucides et la production d’AGCCs essentiels. Des analyses plus récentes de cohortes
plus importantes en utilisant le séquençage à haut débit [270] ont montré que le microbiote
est assez stable avec le vieillissement chez des personnes saines, similairement aux résultats
de Claesson et al. (2010) [271]. Le plus grand décalage est observé quand les personnes sont
sous traitement antibiotique. La résistance des archées aux antibiotiques classiques fournit
une hypothèse quant à leur plus grande présence chez les personnes âgées chez lesquelles ils
sont régulièrement prescrits, en permettant la sélection de ces microorganismes [270].

i.2.4.1 Archées méthanogènes et système immunitaire

Les recherches visant à définir le rôle fonctionnel des archées du tractus digestif dans l’in-
testin humain sont principalement axées sur les aspects énergétiques et les interactions syn-
trophiques avec d’autres communautés bactériennes [231]. De récentes études montrent que
les archées sont également capables d’interagir avec les cellules immunitaires [15]. Bang et al.,
(2014) ont étudié la reconnaissance immunitaire des souches de Mb. smithii et Ms. stadtmanae
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par les cellules épithéliales (cellules Caco-2 / BBE). Cette analyse s’est faite par la qualification
et la quantification de l’expression des différentes cytokines pro-inflammatoires libérées [15].
L’absence de réponse spécifique par l’épithélium vis-à-vis des archées testées indique qu’il
existe une reconnaissance qui permet à ces archées d’être épargnées et qu’elles forment de
véritables commensales de l’hôte. Cette reconnaissance est permise et conditionnée par les en-
veloppes externes spécifiques, décrites précédemment. Toutefois, des sécrétions de peptides
antimicrobiens (AMP) qui peuvent atteindre l’intégrité des membranes archéennes ont été re-
marquées [272, 15]. La stimulation du système immunitaire par Ms. stadtmanae et Mb. smithii
a également démontré une sévère réponse pro-inflammatoire via les cellules périphériques
mononuclées, et les cellules dentritiques dérivées de monocytes moDCs, avec une intensité
plus importante par Ms. stadtmanae [15, 273]. Après leur reconnaissance des motifs MAMPS
(Microorganism-associated molecular patterns), une réponse immunitaire innée est enclen-
chée. Il en résulte la production de cytokines et la libération ainsi que l’activation des AMPs
[274]. Puisque seulement deux protéines flagellaires putatives dans le génome de Mb. smithii
et aucune dans le génome de Ms. stadtmanae ont été retrouvées [89, 231], Bang et al. (2012) se
sont intéressés aux mécanismes de reconnaissance par des récepteurs Toll Like (TLR) et Nod
Like (NLR) connus pour reconnaitre les MAMPs bactériennes [275]. En vue de la nature de la
paroi des archées, la reconnaissance par TLR5, spécifique à la reconnaissance des flagellines
bactériennes, a été exclue. Les études ont donc été menées avec d’autres types de TLR (TLR3,7,
8 et 9) capables de reconnaitre des virus [272]. Celles-ci n’ont également donné aucun résultat
[15]. Après élimination, le TLR2 serait celui qui interviendrait, décrit comme ayant la capacité
de recruter et d’activer des macrophages et des DCs par le biais d’archéosomes [276, 277]. Les
archéosomes sont composés à partir de lipides polaires et d’éther qui proviennent d’archées
telles que Mb. smithii. Ces derniers sont capables d’induire une différenciation des cellules
CD8+ ainsi que des lymphocytes T [278].

Les archées peuvent également induire une réponse immunitaire adaptative. En effet,
l’expression d’IgG sériques a été observée dans le plasma de souris immunisées avec des ly-
sats cellulaires de Mb. smithii et Ms. stadtmanae. Le taux d’IgG sériques est significativement
plus élevé en présence de Ms. Stadtmanae : celle-ci induit une expression trois fois plus élevée
de cellules dendritiques myéloïdes (CDm) dans les voies respiratoires des souris immunisées
comparé à celle observée chez Mb. smithii [273]. Chez l’homme, des IgG sériques spécifiques à
Ms. stadtmanae ont été retrouvées dans les selles humaines après une analyse réalisée chez des
sujets sains ou souffrant de maladies chroniques inflammatoires (MICI,[279]). Le taux d’IgG
spécifiques de Mb. smithii est similaire dans les deux groupes, alors que ceux spécifiques de
Ms. stadtmanae sont plus importants chez les patients atteints de MICI. Ainsi, il semblerait que
la présence de Ms. stadtmanae est intiment liée aux MICI (Blais-Lecours et al., 2014). En pré-
sence des deux méthanogènes, il y a également activation des monocytes dérivés des cellules
dendritiques (moDCs), ce qui traduit une induction de la phagocytose par des macrophages
[15]. Durant la réponse adaptative, la surexpression des récepteurs de cellules dendritiques
CD86+ et CD197+ sur les surfaces cellulaires des moDCs a également été démontrée, en pré-
sence de Ms. stadtmanae et Mb. smithii [280, 281].
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Figure I.2.6: Interactions potentielles entre les archées méthanogènes et le système immunitaire hu-
main.
Modèle hypothétique des capacités immunomodulateurs des espèces d’archées présente chez

l’homme est représenté ici. Chez les individus sains (A), Les archées sont impliquées dans les pro-
cessus de fermentation, tolérées par les cellules épithéliales intestinales et peuvent induire des réponses
immunitaires adaptatives.
En outre, methanoarchaea sont sujettes aux effets lytiques des peptides anti-microbiens MAP, cepen-
dant, ils ont la capacité de réguler leur libération. (B) En cas de dommages des tissus, certaines espèces
d’archées comme Ms. stadtmanae peut potentiellement être impliqués dans les processus inflammatoires
(directement ou indirectement) conduisant à des réponses immunitaires systémiques. En revanche, les
archées commensales comme Mb. smithii ne peuvent induire que des réponses immunitaires bénignes
[274].
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Les études visant à décrire l’interaction des archées du tractus intestinal et le système
immunitaire sont encore récentes, des données supplémentaires sont nécessaires pour établir
de vrais liens. Toutefois, les méthanogènes vivants dans le tractus digestif semblent être en
mesure d’induire des réponses immunitaires adaptatives spécifiques. Si, pour l’heure, aucune
archée n’a été détectée comme pathogène, ces modulations du système immunitaire et des
propriétés parfois pro-inflammatoires questionnent.

i.2.4.1.1 Archées méthanogènes et pathologies associées

Million et al. (2012 ; 2013) estiment la population méthano-excrétrice entre 64 % et 89 %.
Un nombre important d’études a émis des corrélations entre la présence des méthanogènes, le
taux de méthane excrété et le développement de pathologies digestives. Les maladies associées
et les résultats des études ont été résumés dans le tableau 2 de la revue publiée de ce chapitre.
Nous allons compléter le tableau en exposant les possibles implications de méthanogènes
dans certaines pathologies.

i.2.4.1.2 Parodontites et infections endodontites

La parodontite est le résultat de réponses pro-inflammatoires excessives de l’hôte au mi-
crobiote durant les premiers stades de développement de la maladie. C’est une maladie
poly-microbienne présentant des signatures taxinomiques nombreuses et donc moins effi-
caces comme facteurs prédictifs de la maladie [282]. Certains ont tenté d’identifier les acteurs
clés [282, 283, 284], et un lien avec les archées est toujours maintenu. L’ensemble des don-
nées recueillies d’études menées sur la caractérisation du microbiote des gencives atteintes
d’infections parodontales a été rassemblée par Nguyen-Hieu et al. (2013). L’analyse a révélé
l’augmentation de la prévalence des d’archées méthanogènes. Celles-ci sont globalement re-
trouvées chez 41 % des patients atteints de parodontites et 55 % chez ceux avec des poches
parodontales infectées, contre 6 % chez les sujets sains et 5 % de ceux porteurs de sites paro-
dontaux sains [161]. Différentes archées sont détectées avec une fréquence plus élevée pour M.
oralis [285, 286, 287, 288]. Mb. smthii a également été détectée dans les plaques sous-gingivales
[289, 290]. La détection de Methanosarcina spp a été liée à la présence de dommages tissu-
laires [291]. Enfin, il a également été retrouvé des séquences de Thermoplasmatales [292, 162]
que nous savons être maintenant des Methanomassilicoccales. La sévérité de la parodontite a
été corrélée avec la charge en Mb. oralis dans des prélèvements de plaques sous-gingivale de
patients atteints de parodontites. La quantification par PCRq montre que la diminution des
méthanogènes coïncide également avec une amélioration de l’état parodontal après traitement
[160]. Bartold et Van Dyke (2013) suggèrent que le changement des micro-environnements et
la création de nouvelles niches, favorisent l’installation de micro-organismes, notamment les
archées [293]. La méthanogenèse permettrait de promouvoir indirectement la maladie paro-
dontale chez certains patients, en jouant le rôle de dissipateur d’hydrogène, permettant ainsi la
prolifération d’un ou plusieurs pathogènes hydrogénophiles [294]. Des recherches antérieures
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ont montré que la plaque sous-gingivale à maturité fournit l’environnement réduit nécessaire
à la croissance de microbes anaérobies [295]. Pour mieux comprendre l’origine exacte de ces
infections, l’étude des interactions syntrophiques entre les archées et d’autres membres du
microbiote sous-gingival est nécessaire.

i.2.4.1.3 Anorexie et obésité

Un nombre important d’études a établi un lien entre la présence de méthanogènes et les
personnes à fort IMC (indice de masse corporelle). La présence de Mb. smithii, le méthanogène
le plus fréquent dans ce contexte, faciliterait le gain de poids. Ce phénomène impliquerait des
relations syntrophiques avec d’autres micro-organismes à fort potentiel fermentaire tels que
les Bacteriodes ou encore Lachnospira impliquée dans la dégradation de la pectine.

Dans l’étude de Samuel et Gordon (2006) la co-colonisation de Mb. smithii associée à Bacte-
roides thetaiotaomicron chez des souris gnotobiotiques conduit à une augmentation significative
de l’adiposité chez l’hôte, ce qui n’a pas été observée lors de l’association de B. thetaiotaomicron
et Desulvovibrio piger, une SRB. L’analyse des transcrits montre un changement au niveau des
voies fermentaires empruntées. Contrairement à la co-colonisation avec D. piger, Mb. smithii
modifie le potentiel fermentaire de B. thetaiotaomicron en orientant les fermentations de B. the-
taiotaomicron vers des sucres tels que les fructanes alimentaires, produisant de l’acétate et du
formate utilisables par Mb. smithii [230]. L’archée stimule l’utilisation de polysaccharides par
la bactérie ce qui permet d’accroitre le bilan énergétique. De plus, la résorption d’hydrogène
par Mb. smithii permet aux organismes syntrophiques d’être plus productifs, favorisant les
rendements de fermentation et augmentant la production de AGCCs et par conséquent la dis-
ponibilité de calories pour l’hôte [296]. Dans la quasi-totalité des études menées sur les liens
possibles entre la présence des méthanogènes et le fort IMC, une association à des groupes
bactériens a été mise en évidence. Il s’agit des producteurs d’hydrogène tels que les Prevotel-
laceae et certains groupes de Firmicutes [297]. Chez les sujets obèses, ces bactéries productrices
d’H2 coexistent avec une proportion d’archées méthanogènes qui peut atteindre 12 % des
microorganismes dans les voies gastro-intestinales [247]. Ces bactéries travaillent en collabo-
ration avec les méthanogènes et contribuent à l’amélioration de l’absorption des nutriments.
Ceci stimule aussi l’immunité de l’hôte et entraine une modification de l’expression des gènes
de ce dernier pour une meilleure absorption [298]. Dans une étude sur des sujets atteints
d’anorexie nerveuse, la proportion de Mb. smithii a été retrouvée augmentée lors de l’analyse
des microbiotes. Ce résultat contradictoire en apparence par rapport au cas de l’obésité peut
s’expliquer comme une adaptation vers une exploitation optimale de l’apport calorique, dans
ce cas très faible [299].

La constipation a également été liée à la présence des méthanogènes chez des sujets
humains [300]. Dans un modèle in vivo, la présence de méthane (gazeux) ralentit directement
le transit dans l’intestin [252]. Ce ralentissement conférerait à l’organisme plus de temps à
l’absorption des nutriments, ce qui représente un autre mécanisme potentiel de gain de poids.
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Cette corrélation entre l’obésité et la présence de méthanogènes n’a pas été observée dans
d’autres études [301, 302].

i.2.4.1.4 Pathologies digestives

La production de méthane a également été corrélée (négativement ou positivement), aux
pathologies digestives telles que les MICI (maladies inflammatoires chroniques de l’intestin),
le cancer colorectal (CCR) et le syndrome de l’intestin irritable (SII) ou la constipation (Tableau
2 ; revue). Selon Haines (1977), la prévalence de méthano-excréteurs serait beaucoup plus im-
portante chez les personnes atteintes de cancer colorectal contrairement à des individus sains
[303]. La sévérité des cancers aurait également un lien avec le taux de méthane excrété [239].
Dans l’étude de Segal (1988) précédemment décrite, les résultats ont montré qu’un plus grand
nombre de méthano-excréteurs est retrouvé chez les noirs par rapport aux caucasiens et aux
indiens [236]. Ce fait est contradictoire avec les résultats annoncés auparavant, puisque la
prévalence des personnes possédant un cancer colorectal étaient plus importante chez les cau-
casiens par rapport aux noirs vivant en milieu rural. Cette corrélation a également été sujette
à controverse dans de nombreuses autres études [304, 305]. On ne connait pas encore le méca-
nisme par lequel les méthanogènes sont impliquées dans les maladies intestinales. Toutefois,
le 1er effet suspecté est relié au CH4 lui-même. Comme stipulé dans ce chapitre, le CH4 se-
rait impliqué dans la régulation de la fonction motrice intestinale. La mesure de l’activité
contractile iléale en réponse à l’exposition au CH4 montre que ce dernier serait une molécule
bioactive qui influencerait l’activité de l’intestin [252, 306]. Les recherches montrent que le CH4
affecterait l’activité de la sérotonine (5-hydroxytryptamine) un neurotransmetteur qui, entre
de nombreuses fonctions, participe au contrôle péristaltique de l’intestin. La sérotonine peut
(i) stimuler les neurones cholinergiques pour libérer de l’acétylcholine, ce qui se traduit par
la contraction des muscles lisses, ou bien (ii) stimuler les neurones inhibiteurs nitrinergiques
pour libérer de l’oxyde nitrique, ce qui entraîne la relaxation des muscles lisses [307]. La ma-
jorité de la sérotonine du corps humain se trouve produite par les cellules entérochromaffines
dans le TGI. Cette sérotonine sérique est retrouvée à des niveaux élevés chez des sujets atteints
de SII associé à des diarrhées (accélération du transit, [308, 307]. Une autre étude a révélé que
le méthane halogène est en mesure d’inhiber l’absorption pulmonaire de la sérotonine chez
le rat, l’empéchant d’effectuer son rôle de neurotransmetteur en présence de CH4 [309, 310].
Cela reste cependant des suppositions, il est encore difficile de savoir si ces deux molécules
coopèrent pour influencer la fonction motrice de l’intestin.
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O B J E C T I F S D E L A T H È S E

L’objectif général de ce doctorat est de déterminer de manière plus précise le rôle des archées
méthanogènes dans la physiologie digestive de l’Homme, en particulier au niveau métabo-
lique. Ces méthanogènes apparaissent préférentiellement associées à la personne âgée, chez
laquelle elles présentent également une plus grande diversité. Il s’agit là d’une population
remplissant des conditions apparemment plus favorables à leur étude. Cependant, l’étude di-
recte du microbiote intestinal chez l’Homme est difficile, pour des raisons à la fois éthiques
et techniques. Ainsi, deux étapes complémentaires seront menées en parallèle, toutes deux
visant à s’affranchir au maximum de toute intervention chez l’Homme.

La première étape est de déterminer quels modèles d’étude sont pertinents pour étudier
ce rôle métabolique, dans le contexte microbien de l’environnement intestinal.
• Ces approches concernent en premier lieu la pertinence d’un modèle in vivo murin (le rat)
quant à sa ressemblance avec l’Homme au niveau de l’implantation des archées méthanogènes
au cours de la vie, et l’évolution parallèle du microbiote intestinal.
• En second lieu, un modèle in vitro sera développé de manière à permettre l’étude des archées
dans l’environnement microbien intestinal humain.

La deuxième étape est d’aborder la question du rôle des archées méthanogènes à partir
des capacités métaboliques des méthanogènes d’importance du microbiote intestinal humain,
en particulier concernant (i) le méthanogène prépondérant du microbiote intestinal humain
Mb. smithii et (ii) les archées de l’ordre nouvellement décrit des Methanomassiliicoccales :

• Comme relaté dans l’étude bibliographique précédente, l’utilisation de certains com-
posés est d’ores et déjà bien renseignée pour les Methanobacteriales Mb. smithii (utilisation du
formate, du CO2/H2 pour sa méthanogenèse) et Ms. stadtmanae (réduction en méthane du mé-
thanol en présence d’H2). Cependant, les données génomiques de Mb. smithii montrent une
potentielle aptitude à également utiliser du méthanol pour sa méthanogenèse (Article précé-
dent, Gaci et al., 2014). Comme il s’agit du méthanogène majeur dans cet environnement, il
s’agit de voir si son rôle peut ou non être réévalué, comme agent déplétif de ce métabolite
secondaire du microbiote intestinal.

• Concernant les Methanomassiliicoccales, les connaissances sont actuellement très limi-
tées. Au démarrage de ce travail, une seule souche est isolée, l’espèce Methanomassiliicoccus
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luminyensis obtenue à partir de selles humaines [90]. Son génome, non-complet et non-annoté
est publié [311]. En parallèle, les travaux menés à l’EA CIDAM ont permis de déterminer un
autre génome, celui de l’espèce candidate Ca. Methanomethylophilus alvus (Mmp. alvus) [91].
Cette dernière est également issue de selles humaines : en l’absence d’isolement, ce génome a
été obtenu par approche métagénomique menée sur un enrichissement cultural par utilisation
de méthanol. En effet, les Methanomassiliicoccales présentent, pour ces deux membres, la capa-
cité d’une méthanogenèse à partir de méthanol, sous dépendance d’H2. Également, un autre
enrichissement d’une Methanomassiliicoccale est en culture, devant, par la même approche que
celle menée sur Ca. Mmp. alvus, aboutir à l’obtention de la séquence d’un nouveau génome
de Methanomassiliicoccales.

En résumé, les travaux chercheront à répondre aux questions suivantes :
• Comment étudier ces méthanogènes dans le contexte de l’écosystème digestif humain, en
s’affranchissant d’interventions sur l’Homme ? Un modèle rat simule-t-il les observations
faites chez l’Homme, quant à l’évolution de son microbiote intestinal au cours de la vie, et
plus particulièrement de sa composante méthanogène ? Un modèle in vitro, simulant un éco-
système microbien intestinal humain, peut-il permettre d’étudier de manière pertinente le rôle
des méthanogènes dans cet environnement ?
• Quelles sont les capacités métaboliques des archées méthanogènes intestinales humaines ?
En particulier, les Methanomassiliicoccales digestives en présentent-elles des similaires, des com-
plémentaires, voire des nouvelles ? L’isolement de souches de cet ordre d’origine digestive
humaine serait d’un apport fondamental aux déductions qui pourraient être réalisées à partir
des données génomiques.
Au final, les travaux devraient permettre d’apporter une vue actualisée, voire une réévalua-
tion du rôle des archées méthanogènes au sein du microbiote intestinal humain, afin d’en
déterminer à terme les conséquences sur la physiologie digestive, et plus largement la santé
de l’Homme.
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Deuxième partie

R É S U LTAT S





CHAPITRE II.1

R E C H E R C H E D E M O D È L E S A D A P T É S A L’ É T U D E D E S A R C H É E S
M É T H A N O G È N E S I N T E S T I N A L E S C H E Z L A P E R S O N N E A G É E

L’étude de l’apparition des archées et de leur influence sur l’écosystème digestif de la per-
sonne âgée implique la connaissance de l’ensemble des variations qui apparaissent lors du
vieillissement. Les récentes recherches qui tentent de démêler ces modifications microbiennes
[266, 8] et les événements liées à ce remaniement [258], restent limitées et biaisées par de
nombreux paramètres, en particulier les variations interindividuelles liées aux prédispositions
génétiques, à l’environnement, à l’alimentation et au passé médical des individus. Dans le but
de s’affranchir de ses biais et d’isoler l’effet vieillissement sur le microbiote, il s’est avéré né-
cessaire d’essayer de trouver des modèles d’étude adéquats. Tout d’abord, nous nous sommes
orientés vers la recherche de modèles d’études in vivo, permettant sur une courte durée, dans
des conditions génétiques, alimentaires et environnementales contrôlées de voir l’étendue des
transformations que subit le microbiote suite aux événements supposés liés uniquement au
vieillissement. En parallèle, l’étude d’un facteur associé au vieillissement, découplé des autres
pour en mesurer l’importance (dans notre cas, le temps de transit) peut être réalisée in vi-
tro, avec les limitations que cela impose. Ces approches in vitro permettent de s’affranchir de
nombreux autres facteurs tels que la réponse immunologique de l’hôte et de contrôler, voir
maitriser de nombreux autres.

ii.1.1 modèle in vivo : étude de l’évolution du microbiote et de sa compo-
sante méthanogène tout au long de la vie du rat

ii.1.1.1 Contexte de l’étude

La souris est considérée comme le modèle d’expérimentation animale de choix. En effet,
pour des raisons pratiques (mammifère de petite taille, reproduction rapide, facilité d’élevage)
et budgétaire (faible coût d’entretien), elle est le modèle d’étude le plus utilisé dans les ex-
périmentations biologiques portant sur les maladies humaines. Cependant, ce choix pourrait
ne pas être aussi judicieux : il a été en effet rapporté qu’il n’avait pas été possible d’installer
Mb. smithii chez des souris conventionnalisées, « humanisées » par remplacement de leur mi-
crobiote par un microbiote humains méthanogène [230, 312]. De plus, de grandes différences
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sont observées avec l’Homme, en particulier au niveau du système immunitaire murin qui se-
rait beaucoup plus résistant aux infections bactériennes [313]. Il faut alors systématiquement
évaluer le modèle animal et le choisir en fonction des expérimentations menées. En ce qui
concerne les recherches sur le microbiote intestinal, l’absence de données sur certains mo-
dèles limite les choix. Pour cette raison, une caractérisation du microbiote du rat a été établie
à différents âges couvrant toute la vie du rat. Cet animal sert de modèle couramment utilisé
en particulier dans la recherche pharmaceutique. De plus, comme mentionné dans l’étude
bibliographique, il est fait état d’une augmentation de la population méthanogène avec l’âge,
tout comme observé chez l’Homme [314, 17]. Cette étude porte donc sur le suivi de l’évo-
lution taxinomique (variation de la composition microbienne) et métabolique (variation des
AGCCs) du microbiote fécal de 56 rats Sprague-Dawley de différentes classes d’âge, obtenus
et maintenus dans un environnement contrôlé (Janvier Labs, France). Leur alimentation ad lib
a été normalisée avec un premier régime depuis le sevrage jusqu’à l’âge de 12 semaines, puis
remplacé par un second jusqu’au 24ème mois, correspondant à un âge très avancé chez le rat.
Les selles analysées proviennent d’animaux choisis aléatoirement dans des cages distinctes,
dans des animaleries confinées.

ii.1.1.2 Matériel et méthodes

ii.1.1.2.1 Animaux, régimes alimentaires et échantillonnage de la matière fécale

Les selles de 56 rats Sprague-Dawley répartis en 6 classes d’âge ont été utilisées dans
cette expérience. Ces selles proviennent de rats pris au hasard dans des cages différentes,
animaux obtenus et maintenus dans un environnement confiné depuis leur naissance (Janvier
Labs, France). Au cours de leur vie, les rats sevrés (à partir de 3 semaines post-partum) sont
placés sous un premier type d’alimentation (alimentation post-sevrage enrichie en protéine),
remplacée ensuite à la semaine 12 par une alimentation « adulte » ad lib. Les différentes
classes d’âge utilisées dans cette étude correspondent à des rats de 3 semaines (au moment
du sevrage, première alimentation solide), des rats de 12 semaines (remplacement par une
alimentation adulte), de 14 semaines ainsi que de 6 mois, 12 mois et 24 mois. Ces 5 dernières
classes d’âge sont donc toutes soumises à une alimentation identique en qualité, jusqu’à l’âge
de 24 mois. Les rats utilisés présentent tous des signes de bonne santé.

ii.1.1.2.2 Composition microbienne du microbiote fécal

La composition microbienne fécale est déterminée par séquençage selon la technologie Illu-
mina MiSeq d’une portion du gène 16S. Brièvement, l’ADN génomique microbien est extrait
directement des selles en utilisant le kit QIAgen DNA Stool (QIAgen, West Sussex, Royaume-
Uni). La quantification des ADN est réalisée en spectrophotométrie en utilisant l’appareil
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Allemagne). Les échantillons ont
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été normalisés à 10 ng par µL, puis acheminées à Cork en Irlande pour y être séquencés. Les
régions ciblées de l’ADN 16S correspondent aux régions V3 et V4. Elles ont été amplifiées
à partir de l’ADN génomique bactérien extrait selon les recommandations fournies par Illu-
mina (San Diego, USA), puis purifiées en utilisant des billes Agencourt XP (Beckman Coulter,
Takeley, Royaume-Uni). Par la suite, chaque échantillon se trouve additionné de séquences
nucléiques terminales, deux « codes-barres » afin de permettre un multiplexage lors du sé-
quençage. Les ADN sont de nouveau purifiés puis regroupés avec les autres à des concentra-
tions équimolaires. Le séquençage est réalisé ensuite selon la chimie 2 ∗ 300 pb (Illumina, San
Diego, USA).

Les données de séquençage sont ensuite traitées avec plusieurs filtres (qualité de sé-
quence, longueur, omission des adaptateurs et fusion des séquences des deux extrémités
(paired-ends), détection des chimères,...). Les traitements bioinformatiques réalisés ensuite
permettent l’obtention d’une table d’abondance de chaque OTU (QIIME, [315]). Une séquence
représentative de chaque OTU est ensuite affiliée taxonomiquement en utilisant MOTHUR
[316] contre la base de données référence RDP version 14 (RDP,[317]). Également, une affilia-
tion a été réalisée de manière complémentaire en utilisant la fonction pick-closed-reference-
otus.py de QIIME contre la base de données référence Greengene (version 13.5, [318]) afin de
pouvoir réaliser une analyse des fonctions putatives par PICRUSt [319].

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel R [320] en utilisant les tests
appropriés (tests T et de Wilcoxon, appariés ou non, analyses multivariées permutationnelles
de la variance à partir de matrices de distance (pMANOVA)). Ces matrices de distances ont
été calculées en utilisant des distances non pondérées UniFrac [321] et de Spearman. Une
correction des tests multiples a été réalisée en utilisant la méthode de Benjamini et Hochberg
(1995) [322].

ii.1.1.2.3 Recherche des méthanogènes

La détection des archées a été réalisée par plusieurs méthodes. En premier lieu, une PCR
simple a été effectuée par amplification du gène mcrA à l’aide d’amorces dégénérées [13] à
partir de 20 ng d’ADN. En second lieu, une quantification de quelques archées méthanogènes
digestives a été réalisée par PCRq à l’aide d’amorces spécifiques à Mb. smithii (ciblant le gène
mcrA) et à une partie du gène ADNr 16S de Ms. stadtmanae, des Methanomassiliicoccales du
genre candidat Methanomethylophilus et des Methanomassilliicoccales du genre Methanomassilii-
coccus. Enfin, les archées méthanogènes ont également été recherchées dans la table d’OTUs
générée par le séquençage, les amorces utilisées permettant l’amplification des régions V3-V4

des Euryarchaeota (données non présentées).
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Table II.1.1: Prospection des méthanogènes digestifs dans les fèces de rat par PCR et PCR quantitative

3 semaines 12 semaines 14 semaines 6 mois 12 mois 18 mois 24 mois

Détection des méthano-
gènes en PCR

0/8 0/8 0/8 0/8 5/8 7/8 8/8

Détection des archées par PCRq

Methanobacteriales

Mb. smithii 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 1/8 2/8

Ms. stadtmanae 1/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8

Methanomassiliicoccales

Ca . Mmc. intestinalis 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 6/8

Ca . Mmp. alvus 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 1/8 1/8

Total des rats porteurs
d’archées méthanogènes
digestives

1/8 0/8 0/8 0/8 0/8 2/8 7/8

8
0



ii.1.1.2.4 Analyse des acides gras à chaînes courtes

Les selles sont pesées, diluées dans 2 mL d’eau stérile puis centrifugées (8000 x g, 10

min). 85 µL d’acide 2- éthylbutyrique (49 mM) et 20 µL d’acide phosphotungstique (500 g
/ L) sont ajoutés au surnageant. Ces échantillons sont incubés à 4 ˚C pendant une nuit. La
chromatographie à phase gazeuse (HP 6890 série, colonne HP-INNOVAX 30 m x 250 µm x 0,25

µm, rapport de division = 25 : 1, Agilent Technologies) permet la détection et quantification
de 9 acides gras à chaîne courte (AGCCs) : acétate, propionate, butyrate, isobutyrate, valérate
, isovalérate, caproate, isocaproate et heptanoate. Le 2-éthyl-butyrate est utilisé comme étalon
interne. La quantité des AGCCs est rapportée au poids des fèces utilisées [323].

ii.1.1.3 Résultats

ii.1.1.3.1 Prévalence du portage des méthanogènes chez le rat selon sa classe d’âge

L’analyse PCR supposée cibler l’intégralité des méthanogènes (amplification du gène mcrA)
montre que les rats sont différentiellement porteurs d’archées méthanogènes selon leur classe
d’âge (Tableau II.1.1). Elles ne sont détectables qu’après le 6ème mois chez le rat. Une ana-
lyse plus détaillée sur quelques méthanogènes retrouvés chez l’Homme, réalisée par PCR
quantitative confirme cette tendance. Concernant les Methanobacteriales ciblées, elles sont peu
retrouvées (4 rats sur les 56). Ms. stadtmanae est retrouvé seulement chez un jeune rat de 3

semaines, alors que Mb. smithii apparait chez un rat de 18 mois et est présent chez 2 rats de
24 mois. La prévalence est plus élevée pour les Methanomassiliicoccales et semble encore davan-
tage liée à l’âge. En effet, ces dernières sont détectées chez 7 des 8 rats âgés de 24 mois (et
1 rat sur 8 de 18 mois, absence de détection pour toutes les autres classes d’âge). Cependant,
ce phénomène n’est observé que partiellement dans les tables d’OTUs issues du séquençage,
puisque seuls quelques rats seulement semblent porteurs de méthanogènes, sans corrélation
claire avec l’âge. Le manque de sensibilité du séquençage (profondeur du séquençage, aux
alentours de 15.000 seq. affiliées) peut expliquer cette différence observée.

ii.1.1.3.2 Un microbiote variable selon la tranche d’âge malgré un régime alimentaire identique

Les analyses de microbiotes ont été réalisées par Burkhardt Flemer à l’Alimentary Phar-
mabiotic Centre de Cork (UCC, Ireland). Notons tout d’abord qu’une augmentation de l’α-
diversité est observée avec l’âge des rats (données non présentées). Une analyse en coordon-
nées principales des tables d’abondance des OTUs montre que les rats se regroupent en trois
grands clusters distincts (Figure II.1.1). Un premier regroupe les rats âgés de 3 semaines, ceux
tout juste issus du sevrage et passant à une alimentation solide (groupe présenté en vert). Un
deuxième regroupe les rats âgés de 12 à 26 semaines (groupe en bleu), tous sous alimentation
dite « adulte ». Enfin, le troisième comporte exclusivement les rats âgés de 1 an et plus (groupe
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Figure II.1.1: Analyse en coordonnées principales des profils microbiens
L’analyse en coordonnées principales a été réalisée à l’aide du logiciel R. Elle présente une séparation re-

marquable des rats qui peuvent être regroupés en 3 groupes de tranche d’âge : 3 semaines (en vert), de 12 à 26

semaines (en bleu), et plus de 52 semaines (en rouge).

Figure II.1.2: Production des AGCCs fécaux chez les rats de différentes classes d’âge
Les proportions des trois AGCCs majoritaires (acétate, propionate et butyrate) sont représentéees en A,

montrant la part élevée de l’acétate. Une ACP basée sur 9 AGCCs fécaux des rats obtenue par le logiciel R est

présenté en B. Cette dernière permet un regroupement en 3 clusters d’âges, comme observé au niveau des profils

microbiens : 3 semaines (en vert), de 12 à 26 semaines (en bleu), et plus de 52 semaines (en rouge).
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en rouge), également sous alimentation « adulte ». Cette nette ségrégation est associée à
la différence d’abondance de plusieurs taxons bactériens. Ainsi, les groupes bactériens Bacte-
roides spp., Lactobacillus spp., Blautia spp., Clostridium XI spp., Subdoligranulum spp. et Erysipelo-
trichaceae principalement sont retrouvés en plus grande abondance chez les rats de 3 semaines
comparés aux rats plus âgés (données non présentées). Le deuxième groupe se caractérise par
une plus forte abondance de Akkermansia spp., Clostridium XIVa spp., Lachnospiraceae, Alistipes
spp., Odoribacter spp.. Chez les rats les plus âgés, des groupes bactériens tels que Barnesiella
spp., Clostridiales, Ruminococcaceae, Clostridium IV spp. sont fortement augmentés (données non
représentées).

ii.1.1.3.3 Des productions d’AGCCs diférentes malgré un régime alimentaire identique

Les niveaux d’acétate, de butyrate, d’isobutyrate, de propionate, de valérate, d’isovalérate,
de caproate, d’isocaproate et enfin d’heptanoate ont été analysés. Le profil global des AGCCs
fécaux est significativement différent entre les rats jeunes et plus âgés. L’analyse des trois
principaux AGCCs (acétate, butyrate et propionate) montre une production d’acétate avoisi-
nant les 70 % tout âge confondu. La production d’acétate est ainsi plus importante que celle
observée chez l’Homme, et inversement, celle de butyrate et de propionate, plus faible. A 14

semaines et à 6 mois, la production de butyrate est significativement diminuée (Figure II.1.2 A).
Ainsi, rien qu’avec ces trois AGCCs majeurs, les groupes de tranches d’âge trouvés au niveau
des profils microbiens semblent exister également pour les AGCCs. Ceci est vérifié par l’ana-
lyse des profils d’AGCCs en ACP (Figure II.1.2 B) : une association du profil de production
d’AGCCs avec les trois grandes classes d’âge précédentes est visible, bien que la ségrégation
soit moins marquée qu’au niveau bactérien. Cette ségrégation est liée en premier lieu à une
production d’AGCCs considérablement augmentée avec l’âge (p <0,001 pour les rats de plus
d’un an contre les rats de 12 à 26 semaines et de 3 semaines ; résultats non présentés), en
particulier celle des acides gras majoritaires (acétate, butyrate et propionate).

ii.1.1.4 Discussion

Les résultats obtenus par séquençage montrent une faible variation interindividuelle de la
composition du microbiote au sein de la même classe d’âge bien que les rats proviennent de
cages différentes. Une nette évolution est observée au cours du vieillissement chez le rat. En
effet, au-delà de 12 semaines, une fois le changement de régime alimentaire effectué, un re-
modelage du microbiote a été observé, remodelage important ayant lieu entre 6 mis et un an.
Une répartition selon les clusters bactériens présents montre une ségrégation remarquable :
les rats sont très distinctement séparés en trois groupes correspondant à trois classes d’âges
distinctes. En résumé, le microbiote fécal du rat en bonne santé apparente, sous alimentation
identique tout au long de sa vie, dans un environnement sanitaire contrôlé (animaleries du
groupe Janvier Labs), évolue en passant par trois grandes étapes, caractérisées par l’acquisi-
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tion et la perte de différents groupes de micro-organismes. De manière surprenante, le groupe
de rats agés d’un an et plus, présente des caractéristiques microbiennes apparentées à celles
observées chez l’Homme âgé en bonne santé et vivant en communauté : diversité α plus éle-
vée, espèces bactériennes plus abondantes (par exemple les Ruminococcaceae et les Clostridium
IV spp.) En complément du séquençage, l’étude par PCR a permis de mettre en évidence que
les archées méthanogènes ne sont détectables qu’après le 6ème mois de la vie du rat. Lorsque
cette détection est ciblée sur quelques souches intestinales connues chez l’Homme, cette pré-
sence est principalement retrouvée dans les échantillons fécaux des rats âgés de 24 mois. Il
s’agit de séquences de Methanobacteriales et plus encore, de Methanomassiliicoccales, en par-
ticulier celles du genre Methanomassiliicoccus. Notre étude n’exclut pas la présence d’autres
méthanogènes : en effet, d’autres méthanogènes non retrouvés chez l’Homme pourraient être
présents chez le rat, comme des Methanobacteriales autres que les espèces Mb. smithii et Ms.
stadtmanae. Cependant, aucune autre archée méthanogène n’a été détectée en séquençage,
mais une étude dévolue strictement aux méthanogènes amènerait une vision plus claire de
cette diversité (séquençage de masse du marqueur mcrA par exemple). Toutefois, à la fois
la prévalence et le taux de méthanogènes retrouvés restent faibles : Ceci est probablement la
conséquence d’un environnement d’élevage animal contrôlé, avec des échanges avec l’environ-
nement extérieur extrêmement limité et la qualité des conditions sanitaires des élevages au
sein de Janvier Labs. Ainsi, de tels animaux semblent également indiqués une augmentation
des Methanomassiliicoccales chez les rats âgés, comme chez l’Homme [17], mais probablement
les conditions environnementales limitent l’implantation des méthanogènes, probablement du
fait d’exposition restreinte, qualitativement / quantitativement, à de tels microbes. D’un point
de vue métabolique / fonctionnel, les acides gras à chaines courtes fécaux ont également été
analysés : une absence d’isovalérate, de valérate et d’isobutyrate a été constatée dans les selles
des nouveau-nés. Le caproate est présent dans des proportions plus importantes chez les
nouveau-nés, puis décroit avec l’âge. De plus, la proportion des trois acides gras majoritaires
(acétate, propionate etbutyrate) est différente de celle retrouvée chez l’Homme : chez le rat
Sprague-Dawley, le ratio subit un biais en faveur de l’acétate, d’environ 70 % alors qu’elle est
autour de 50 % chez l’Homme. Ceci reflète l’activité métabolique du microbiote intestinal sans
qu’il puisse être pour l’heure déterminé s’il s’agit d’une cause alimentaire seule, induisant des
populations microbiennes acétogènes, ou bien du microbiote intrinsèquement lié au rat. Des
analyses en cours montrent une augmentation de l’abondance des gènes impliqués dans la
production des AGCCs avec l’âge, déduits de la composition bactérienne obtenue en analyse
16S. Ceci va de pair avec les résultats fonctionnels.

ii.1.1.5 Conclusion et perspectives

Nos besoins de caractériser le microbiote du rat afin d’en déterminer s’il pouvait corres-
pondre à un bon modèle d’étude des archées méthanogènes, en particulier chez l’animal âgé,
nous a amené à caractériser l’évolution du microbiote fécal du rat à différents stades de sa vie.
Les travaux montrent que ce microbiote évolue en fonction de l’âge, et que cette donnée est
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à considérer, notamment dans le cadre d’études pharmacologiques pour cet animal modèle
fréquemment utilisé. Du fait que ce microbiote peut interférer dans le métabolisme des sub-
stances testées, et de manière différente selon la nature des micro-organismes qui le compose,
il est essentiel de prendre en considération les modifications qu’il peut subir. Ces modifica-
tions sont en partie comparables à celles observées l’homme, ce qui fait du rat un modèle de
choix pour l’étude de ces modifications, dans des conditions d’élevage très contrôlées. Cela
justifie des études plus approfondies pour contribuer à la compréhension des relations entre
vieillissement, alimentation et santé. Cependant, dans notre cas, peu d’archées méthanogènes
ont été retrouvées, contrairement à ce que laissait supposer la bibliographie. Les conditions
d’élevage, dans des conditions environnementales très contrôlées, peuvent expliquer cette dif-
férence avec d’autres études, ceci nous permet d’entrevoir deux hypothèses :

- soit le microbiote du rat âgé n’est pas aussi permissif à l’introduction / développement
d’archées méthanogènes qu’on aurait pu l’imaginer, une fois un microbiote installé.

- soit les contraintes environnementales drastiques de l’élevage murin sont telles qu’elles
empêchent une contamination par des archées méthanogènes à des seuils suffisants. Une
analyse de l’étude de Mathur et al. (2013) révèle ainsi que Mb. smithii est présent dès l’âge de
21 jours chez le rat Sprague-Dawley, colonisation indésirée au départ de l’expérience [324]. Il
a été cependant possible d’augmenter sa quantité dans les selles par gavage.

Ainsi, les données bibliographiques actuelles et les nôtres restent insuffisantes pour in-
diquer si le rat âgé peut s’avérer un bon modèle d’étude des archées méthanogènes. Nous
supposons que l’environnement de l’animalerie joue un rôle primordial dans la présence
des archées, facteur difficile à maîtriser. L’utilisation d’animaux gnotobiotiques puis coloni-
sés pourraient être une solution alternative. Ceci nous amène à envisager tout d’abord des
modèles plus faciles à élaborer.

ii.1.2 modèle in vitro ecsim

Bien qu’indispensables, les études in vivo du microbiote intestinal sur les modèles animaux
présentent de nombreuses limites éthiques et techniques, et sont souvent limitées au micro-
biote fécal. L’étude précédente montre également les difficultés de maîtrise de la composante
archéenne présente dans le microbiote fécal de rat. De ce fait, des systèmes in vitro permettant
de reproduire un environnement adéquat pour le maintien du microbiote avec et sans ar-
chées méthanogènes s’avèreraient très utiles. De tels systèmes, dédiés au microbiote intestinal
humain dans sa globalité, ont été élaborés. Ces systèmes permettent de (i) palier aux pro-
blèmes éthiques lors de l’étude de l’action de médicaments, agents pathogènes ou de produits
toxiques, (ii) faciliter l’accès au microbiote grâce à des prélèvements à tout moment d’échan-
tillons et ce, de manière spécifique au compartiment souhaité, (iii) maîtriser différents facteurs,
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voir même isoler totalement un facteur à étudier [325, 326]. De nombreux modèles in vitro du
tractus digestif ont été développés. Certains permettent d’étudier le tractus digestif haut, de
la cavité buccale à l’intestin grêle [327]. D’autres reproduisent le côlon, par des systèmes
mono-étagés ou des systèmes plus complexes présentant plusieurs compartiments simulant
les différentes parties physiologiques du côlon (proximal, transversal, distal). [325, 323]. Ces
systèmes ont été utilisés dans de nombreuses études afin de déterminer notamment des effets
probiotiques ou prébiotiques [328]. Le laboratoire a développé un système in vitro capable de
simuler l’environnement intestinal luminal sous contrôle de divers facteurs physico-chimiques.
Ce système est dérivé de ceux élaborés par G.T. MacFarlane [329, 330]. Sa principale caracté-
ristique par rapport aux autres systèmes in vitro est le maintien de l’atmosphère anaérobie
provenant directement du métabolisme du microbiote, conduisant à différents rapports de
CO2 et H2 dans chaque compartiment de gaz. Ceci présenterait un avantage pour l’étude
de la population méthanogène : en permettant facilement la détection du méthane produit,
on possèderait un indicateur sensible, simple et rapide de la présence et du développement
des archées méthanogènes. Plusieurs développements ont tout d’abord été nécessaires pour
envisager l’élaboration d’un modèle d’étude de ces archées.

ii.1.2.1 Optimisation des approches pour la conservation du microbiote fécal : Standardisation des
procédures des tests in vitro dans l’ECSIM

ii.1.2.1.1 Contexte de l’étude

Les études réalisées sur l’ECSIM, permettant de mimer le microbiote intestinal, nécessitent
une étape d’inoculation. Celle-ci est réalisée à partir d’échantillons fécaux frais, pré-amplifiés
en culture batch dans des étapes permettant d’une part de « purifier » le futur inoculum de
contaminants fécaux par dilution et d’adapter plus progressivement les composants du mi-
crobiote au milieu de culture futur. Ces préparations d’inoculum sont conservées pour la re-
productibilité des manipulations, étape criticable, car la conservation à -80 ˚C affecte la survie
de nombreuses populations microbiennes. Les conséquences peuvent en être un appauvris-
sement de l’inoculum de départ, et des changements métaboliques / taxinomiques pouvant
affecter les résultats obtenus. Peu de données existent quant à la conservation fonctionnelle de
microbiotes. Pour ces raisons, nous avons cherché à déterminer empiriquement les meilleures
solutions pour optimiser cette étape. A partir d’une selle à caractère méthanogène d’une per-
sonne âgée (femme de 83 ans), des tests de conservation de préparations d’inoculum ont été
effectués, à l’aide de différents types de cryoprotecteurs (Glycérol à 10 % (V/V), DMSO à 10

% (V/V) et Polyéthylène Glycol PEG-4000 à 10 % (W/V)), seuls ou combinés (Glycérol/PEG-
4000, DMSO/PEG-4000 et Glycérol/DMSO/PEG-4000). Après 3 et 6 mois de conservation
à -80 ˚C, les microbiotes ont été remis en culture, la composition microbienne et certaines
fonctionnalités métaboliques du microbiote ont été analysées.
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ii.1.2.1.2 Synthèse des résultats

Dans cette étude, mon travail a consisté en la réalisation des inoculi en présence de dif-
férents cryoprotecteurs, et la réalisation des fermentations. Également, j’ai réalisée l’analyse
des compositions microbiennes avec la biopuce HuGChip, aidé par William Tottey, mesuré
les taux de méthanogènes par qPCR. J’ai enfin bénéficié de l’aide de PP Chaudhary pour la
mesure des gaz atmosphériques et des AGCCs. De cette étude, il ressort que le passage de
microbiote par une étape de congélation atteint sévèrement son intégrité, tant au niveau de
sa composition qu’au niveau métabolique. En, effet, les microbiotes conservés dans les diffé-
rents cryoprotecteurs montrent des compositions très variables et différentes de l’initiale. De
manière favorable, tous les cryoprotecteurs ont permis le maintien d’archées méthanogènes,
à la fois les Methanobacteriales (Mb. smithii et Ms. stadtmanae) et les deux types de Methano-
massiliicoccales présentes initialement. Cependant, bien que le microbiote reste méthanogène,
les variations mises en évidence modifient très fortement les productions d’AGCCs, à la fois
quantatitaivement et qualitativement. Il est mis en évidence que la conservation avec 10 %
de DMSO (quand un seul cryoprotecteur est utilisé) ou avec un mélange DMSO, Glycérol,
PEG à 10 % semblent les moins délétères quant à la composition microbienne et au profil
métabolique initial.

ii.1.2.1.3 Résultats détaillés : Article scientifique

Cette partie est présentée sous forme d’article scientifique destiné à être soumis à publica-
tion dans une revue scientifique internationale.
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Abstract:  
Availability of fresh stool samples are the prerequisite in most of the cases of gut microbiota functional 

studies. Strategies for long-term gut microbiota preservation from fecal samples are needed, which 

would favor samples sharings, help comparisons and reproducibility over time and between 

laboratories, and improve the safety and ethical issues of fecal matter transplantations. However, there 

is scanty information available about the preservation strategies which will successfully maintain the 

diversity and the functional properties of the microbiota: this last is moreover composed of much 

diversified microbes, mainly being still uncultivated as isolates and being anaerobes with high 

sensitivity to O2, increasing the difficulty of efficient preservation. Here, some common cryoprotective 

agents (CPAs), both in different combinations and alone and a -80°C freezing procedure were tested 

for the checking of their efficacy for functional microbiota preservation. CPAs were both intracellular 

acting (glycerol and dimethylsulfoxide) and extracellular (PEG-4000) ones. Preservation efficiencies 

were determined after 3 and 6 months and compared with the fresh initial microbiota diversity and 

metabolic activity, using the ECSIM in-vitro model of gut environment, a chemostat-based fermentation 

system established to maintain microbiota. Both bacterial and archaeal populations were tested, towards 

fermentation gas, short chain fatty acids, and structural shape of the microbiota. None of the CPAs gave 

identical results compared to the initial microbiota, highlighting the need of efforts towards the 

functional preservation of fecal microbiota.The mixed CPAs showed however better efficiencies. 
 

Key words: Cryoprotectants, Glycerol, Dimethyl sulfoxide, Polyethylene glycol, Environmental Control System 

for Intestinal Microbiota (ECSIM), CPA 

 

Abbreviations:  D, DMSO: Dimethylsulfoxide; G, Glycerol: P, PEG-4000: Polyethylene glycol of 4.000 g.mol-1; 

SCFAs, short chain fatty acids; SNR, signal-to-noise ratio  

 

Introduction  
Gut microbes are of prime importance because of 

a wide variety of roles they perform within the gut 

which includes help in shaping the host's gut 

mucosa, maturation of immune system and 

contributes on nutritional level (Kamada et al., 

2013 ; Flint et al., 2012). Advents in next-

generation sequencing (NGS) has overcome the 

inability to culture/isolate most of the microbes 

present in gut microbiota. NGS-based studies has 

provided a way to analyze gut microbiota 

associations with physiological and pathological 

phenotypes, as well with 16S amplicon 

sequencing and metagenomics (Dethlefsen et al., 

2008; Gill et al., 2006; Arumugam et al., 2011), 

from which some functional properties, mainly 

presumed, may be deduced. However, the role of 

the microbiota is far to be ultimately determined: 

one of the main reasons is the lack of relevant 

models for functional studies and / or human host 

- microbiota relationship, coupled with their ease 

of a rigorous experimentation able to warrant 

reproducibility. Indeed, some gut microbes, most 

of them still being unknown or only by a more or 

less short genomic sequence are extremely 

sensitive to O2. This necessitates manipulating the 

microbiota rapidly after sampling in order to 

inoculate either gnotobiotic animals or in-vitro 

systems, to keep as much as possible microbes 

alive. Moreover, this precludes to repetition of 

experiments over time with the same inoculum. 

Also, there is a growing interest towards fecal 

transplantation which involves the introduction of 

filtrated feces of healthy donor into the 

gastrointestinal tract of patients. This process is 

generally used in the case of inflammatory bowel 

disease (IBD) (Anderson et al., 2012), 

Staphylococcus colitis (Eiseman et al., 1958) and 

Clostridium difficile infections (van Nood et al., 

2013). The investigation of microbes in fecal 

samples is accompanied with several ethical and 

technical problems: for example, the loss of viable 
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microbes overtime necessitates a rapid use of 

selected donor’s sample with little verification 

about the potential carriage of pathogens at the 

time of the transplantation. 

Few methods of preservation of enrichment 

cultures, consortia and co-cultures are described 

until now (Kerckhof et al., 2014). Out of these 

available protocols, mostly deals with short term 

storage of cultures (Stephan et al., 2004) or for 

specific applications like molecular analysis 

(Fouhy et al., 2015; Cardona et al., 2012) or 

peculiar sub-populations of a consortium due to 

their biotechnological and pharmacological 

interests (for example, anaerobic ammonium-

oxidizing bacteria, Laurin et al., 2006; Rothrock 

et al., 2011). Considering the human gut 

microbiota, some attempts have been made to 

optimize the storage conditions for fecal sample 

(Hubalek, 2003; Turnbaugh et al., 2009) but still 

insufficient information is available. Recently, a 

human gut microbiota preservation survey was 

performed (Kerckhof et al., 2014), which used 

two different treatments, one composed only of 

dimethylsulfoxide (DMSO), the other associating 

trehalose and tryptic soy broth plus DMSO. The 

storage in these media at -80°C for a period of 3 

months indicated that both media led to an 

adequate cryopreservation of fecal matter.  

More detailed studies are needed for further 

improving the available protocols or establishing 

the new ones for maintaining the diversity and the 

functional properties of the gut microbes in the 

fecal samples during the preservation. These 

protocols will further allow to perform intra and 

inter-lab results comparisons with high degree of 

accuracy. In order to address this fundamental 

issue, this study was designed by taking three 

different cryoprotective agents (CPAs) alone or in 

combinations to test their preservation 

efficiencies for maintaining the metabolic activity 

and composition of microbiota in fecal sample.  

 

Material and methods  
Initial stools sample, media and culture 

conditions 

Fresh fecal sample was obtained from an old 

female volunteer (83 years old), with no history of 

antibiotic treatment, and was tested positive for 

methanogens of the species Methanobrevibacter 

smithii (Mb. smithii), Methanosphaera 

stadtmanae (Ms. stadtmanae) and of two 

members of the order Methanomassiliicoccales 

(Ca. Methanomethylophilus alvus and Ca. 

Methanomassiliicoccus intestinalis, Borrel et al., 

2014). The gut environment simulating system P-

ECSIM was used to test functionally of the 

microbial preservation as previously described 

(Feria-Gervasio et al., 2011) except that the pH of 

the media was 6.2. Media used for the generation 

of inoculum and for the fermentative procedure 

were the same as described in Feria-Gervasio et 

al, 2014.  

 

 

Initial inoculum generation, preservation of 

inoculi and regeneration from stored samples  

An overall simplified view of the experimental 

design is depicted Figure 1. Fermentation was set 

up by following steps performed under anaerobic 

conditions. 1g of fecal sample was inoculated in 5 

mL of artificial gut medium (Feria-Gervasio et al., 

2011) at 37°C for 10 h immediately after receiving 

the sample (collected 4 hours before) in an airtight 

anaerobic box. This preculture was transferred 

into 95 mL of medium. After 15 h of incubation at 

37°C, this 100 mL of the culture was used to 

inoculate 900 mL of the medium already present 

in fermentor and was maintained  for 8 h for batch 

fermentation (pH=6.2, 400 rpm, 37°C).  Aliquots 

of 1 mL were sampled and stored at - 20°C for 4 

hours and were transferred at - 80°C with 10% 

(V/V) glycerol stock, 10% (V/V) PEG, 10% 

(W/V) DMSO, 10 % (V/V) Glycerol + PEG ,  10 

% (V/V)  DMSO + PEG and 10 % (V/V)  Gly 

+PEG+ DMSO. One fresh aliquot was used to 

inoculate directly the bioreactor for generating 

fresh condition that constituted our control.  

The stored aliquots were thawed in an anaerobic 

chamber after 3 and 6 months of storage and were 

inoculated in 5 mL of medium. The same steps of 

fermentor inoculation were performed as 

described previously, with an exception that at 

this time fermentation was done on chemostat 

during 7 residence times (7 X 24.96 h) to achieve 

stabilization (Feria-Gervasio et al., 2011). The 

oxidation / reduction potential (ORP) was 

monitored using a specific probe. The acquisition 

and control during the fermentations was handled 

by C-BIO software (GPC-Global Process Concept 

Inc). After stabilization, aliquots were sampled for 

analysis.  

 

Microbiota composition analysis with HuGChip  

Microbial diversity was determined by using the 

HuGChip (GEO: GSE44752), an explorative 

DNA phylogenetic microarray composed of 4,441 

probes targeting 66 bacterial families (Tottey et 

al., 2013). DNA was extracted from fermentation 
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samples and total 16S bacterial gene was 

amplified using universal primers, labelled with 

Cy3 or Cy5 dyes and hybridized to the DNA 

microarray probes as stated before (Tottey et al, 

2013). After scanning, the data was retrieved 

using Agilent Feature Extraction software 

10.5.1.1 and signals were normalized (Agilent 

platform GPL16731). Results of hybridization are 

deposited under the GEO submission number 

#17628504 to the NCBI database. Taxonomic 

assignment of bacterial families was performed as 

previously described in Tottey et al, 2013, helped 

by using PhylInterpret software (http://g2im.u-

clermont1.fr/HuGChip/) which calculates relative 

abundances of bacterial families. When used as a 

molecular fingerprinting method, probes signals 

were further normalized between samples to give 

the same total fluorescence signal. Each probe 

signal with a signal-to-noise ratio (SNR) above 12 

was considered positive.   

 

Gas and SCFA analysis 

Anaerobic experiments were maintained and 

tested during the experimentation as described 

previously by Feria-Gervasio et al., 2014. For gas 

analysis (proportion of O2, CO2, CH4, and H2), 

Gas Chromatography was performed (HP 6890 

series columns: Molecular Sieve 5A and Porapack 

Q, Agilent Technologies, USA; coupled with an 

FID detector). For short-chain fatty acids (SCFAs 

analysis, 1 mL of media was sampled from each 

fermentor and centrifuged (8,000×g, 10 min at 

4°C). The supernatant was diluted (1:1) with 

sterile water and was mixed by adding 85 µl of 2-

ethylbutyric acid (49 mM) and 20 µl of 

phosphotungstic acid (500 g / L). Samples were 

then incubated at 4°C overnight. Samples were 

then again centrifuged and were analyzed for 

acetate, propionate, butyrate, isobutyrate, iso-

valerate, valerate, caproate, isocaproate and 

heptanoate by gas chromatography (HP 6890 

series, column HP-INNOVAX 

30 m × 250 μm × 0.25 μm, split ratio = 25:1, 

Agilent Technologies). 2-Ethyl-butyrate was used 

as an internal standard. The net production of 

SCFAs was then deduced from the concentration 

of SCFAs in the considered reactor as determined 

by Feria-Gervasio et al. (2014). 

 

Statistics 

The taxonomic and metabolic profiles were 

analyzed by using Paleontological Statistics 

(PAST) (Hammer et al., 2001) and 

Statistical Analysis of Metagenomic Profiles 

(STAMP) (Parks et al., 2014) statistical software 

packages. Data are presented as mean ± SD. For 

microbiota diversity analysis, Shannon and 

Simpson diversity indices, as well as other indices 

were calculated using PAST.  

 

Results 
Experimental design   

The overall experimental design is depicted 

Figure 1. In order to avoid any components from 

feces that could interfere with experimental 

interpretations, 1 g of fecal sample from an old 

female volunteer (83 years old) was first 

inoculated in 5 mL of medium mimicking gut 

substrates (Feria-Gervasio et al., 2014). This 

volunteer was chosen as she was known to host 

not only bacteria but also archaea in her gut 

microbiota therefore allowing the testing of 

preservation of bacterial and archaeal gut 

members. Progressive scales up were then 

performed up to 1L with several incubation steps 

(see M&M for further details). Several 1 mL 

aliquots were then mixed with various 

cryoprotective agents (CPA) under strictly 

anaerobic conditions, stored first at -20 °C for 4 

hours followed by 3 and 6 months preservation at 

-80°C. CPAs used in this study were two different 

cell-permeating, intracellular agents (Glycerol 

(G), dimethylsulfoxide (DMSO, (D), each at 10% 

(v/v)) and one extracellular, non-permeating, high 

molecular weight compound, polyethylene glycol 

of 4,000 g.mol-1 (PEG-4000, (P) at 10% (w/v)). 

They were used alone (D, G, P abbreviated 

samples) or in combination (DP, GP and DGP). 

One aliquot was untreated and directly used to 

inoculate the ECSIM model simulating the gut 

environmental conditions (Feria-Gervasio et al., 

2011). Once chemostat conditions launched and 

stabilization reached (after 7 retention times RT), 

several analyses were performed in order to 

describe the resulting microbiota, both 

functionally and structurally. Data at this stage 

were corresponding to the initial point (T0) which 

were also compared to the fresh fecal sample (see 

Additional Data S1 for all comparisons with 

initial stools). Then, the same experiments were 

reproduced later at 3 and 6 months (3 months + 8 

days / 6 months + 8 days for DP, GP and DGP 

inocula) using -80°C preserved 1-mL aliquots as 

starting inoculum. 

 

Preservation of metabolic behavior assessed with 

Gas and SCFAs production 
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The ECSIM system allows chemostatical 

conditions under anaerobia composed by the 

microbiota fermentative metabolism. Similar 

patterns were obtained for all the preservative 

conditions (Additional Data S2): Briefly, H2 was 

detected at low levels less than 1%, indicating an 

efficient activity of hydrogenotrophs, as also 

sustained by the detection of methane. Therefore, 

all the preservatives used here led to the survival 

of at least some methanogenic archaea members 

(see also further). Also, the low H2 level and the 

presence of methane is indicative of an efficient 

fermentation yield: among them, short chain fatty 

acids (SCFAs) are important functional 

metabolites of the gut microbiota, predominantly 

formed of acetate, propionate and butyrate. Both 

quantities and proportions of the 3 major ones 

varied with treatment and duration of preservation 

(Figure 2A). When compared with initial values, 

after 3-month preservation led to an increase of 

acetate production, and in a lesser extent of 

propionate, when glycerol was used as CPA, 

either alone or with other CPAs. This effect was 

lost after 6 months, resulting mainly in lower 

yields for the 3 SCFAs when compared to initial 

values. However, this had little impact on their 

respective proportions, while the use of PEG-

4000 (alone or with glycerol or DMSO) resulted 

mostly in a decrease of SCFAs, highlighted at 3 

months for propionate proportion (See Additional 

Data S3). A 6-month preservation resulted 

inversely in a greater part of propionate whatever 

the CPA being used. When mixed together, the 

CPAs gave the best similar results, either at 3 or 6 

months of preservation (DGP3 and 6, figure 2).  

Other SCFAs are produced by the human gut, 

mainly branched ones from specific metabolisms 

of proteins and amino acids. Their quantitative 

analysis showed great discrepancies among the 

treatment compared to the initial state (Additional 

Data S3). Some were highly decreased (valerate, 

caproate) or even disappeared (heptanoate after 6 

months of preservation) with all CPAs. 

Isobutyrate showed inversely an increase in each 

case. A Principal Components Analysis was 

generated to determine which treatment was 

however the less detrimental towards the SCFAs 

profile (Figure 3A): it shows that DMSO gives the 

most similar pattern, considering the first 

component (contributing to 81.2% of the 

differences). It is effective either alone or with the 

other two CPAs, and after 3 or 6 months of 

cryopreservation. Glycerol and PEG 4000, either 

each alone or together, are the less efficient CPAs. 

A great discrepancy is shown when using PEG 

4000 but this dissimilar pattern is stable over the 

two preservation times. A consequence of these 

results is that the normobiosis defined at T0 has 

been disrupted by the cryopreservation of inoculi. 

 

Microbial composition preservation 

 

CPAs comparison by High-resolution 

Fingerprint of total microbial DNA 

The (3x) 4.500 unique probes of the HuGChip 

DNA microarray (Tottey et al., 2013) were 

hybridized with full-length 16S DNA amplicons 

of each microbial DNA retrieved from 

fermentors. After normalization, a fingerprint of 

570 signals was obtained for the fresh fecal 

sample. The initial round of fermentation led to a 

slight increase of the number of positive signals 

(592, SNR>20), with 562 shared signals. The use 

of Glycerol as CPA resulted in lower signal 

numbers, even when used alone (around 496 and 

514 compared to 592, respectively after 3 and 6 

months of preservation) or together with other 

CPAs (DMSO and/or PEG 4000), indicating a 

loss of diversity (Table 1). This decrease was 

maximal when Glycerol was used alone (16.2% 

after 3 months). The PCoA highlights these 

differences compared with the initial microbiota 

(Figure 3-B). Inversely, the preservation of 

inoculi was best when DMSO and PEG 4000 were 

used together (Figure 3-B). In these conditions, it 

resulted sometimes in a higher number of positive 

signals, as well as a higher shared signal number 

with the initial reactor (Table 1): therefore, it can 

be deduced that the use of these CPAs disturbed 

the initial equilibrium among bacterial 

populations, resulting in development of bacteria 

not detected in the initial sample. We 

consequently questioned which kind of bacteria 

might be impacted by cryopreservation. 

  

Taxonomic composition 

The bacterial family proportions of each sample 

were obtained by complementary analysis of the 

HuGChip, based on possible 66 bacterial families 

retrieved from human gut (Tottey et al., 2013). 

They are depicted in additional data S4. The 

microbiota extracted from fresh fecal matter 

showed a usual phyla composition of Elderly’s 

gut microbiota, with about 50% Firmicutes, 30% 

Bacteriodetes and 20% of Proteobacteria 

(Additional Data S1). Initial point presented quite 

a similar qualitative pattern with mainly a 

decreased proportion of Proteobacteria and an 
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increased one of Firmicutes. After preservation, 

Actinobacteria were revealed in every samples, 

mainly of the family Coriobacteriaceae and in a 

lesser extent of Bifidobacteriaceae, absent when 

PEG-4000 alone or with DMSO/Glycerol was 

used (Additional Data S4a and S4b). Some other 

bacterial families were recovered from the 

Firmicutes, Clostrium spp. from the cluster III 

(more specifically in longer preservations, except 

when Glycerol and PEG 4000 were used), of the 

cluster IX (present with DMSO and PEG 4000 

treatment alone, but not together) and of the 

cluster XI (absent with DMSO alone or with 

Glycerol). Interestingly, Proteobacteria of the 

families Xanthomonadaceae and Neisseriaceae, 

and Verrucomicrobiaceae were also revealed 

when all the CPAs were used together, as well as 

unknown Cyanobacteria (likely those described 

by Ley et al., 2005 and Di Rienzi et al., 2013) 

when PEG-4000 was used. Importantly, some 

bacterial families disappeared while present in the 

initial sample and the fresh fecal sample: this 

encompasses Firmicutes belonging to uncultured 

Clostridiales of the cluster II and 

Streptococcaceae. When analyzing the overall 

diversity of each sample, the higher diversity 

indices were obtained for sample preserved with 

PEG-4000 for 6 months (Additional Data S4b). 

PCoA confirms the closer relationship of shorter 

preservation time (3 months) with the initial point 

while only the mixed CPAs DGP were able to 

sustain a microbiota after 6 months in a quite 

similar way than after 3 months (near confounded 

points with D3, Figure 3-C). Glycerol alone was 

however the worth treatment, even at 3 months, 

whatever the time being considered with other 

treatments. A heat map was generated using a 

Ward’s distance matrix to ordinate the samples 

(Figure 4), which confirms the close relationship 

between initial inoculum and the one preserved 

with the three CPAs together for 3 months. 

 

Assessment of archaeal components 

preservation 

The choice of an initial methanogenic fecal 

sample allow the study of the susceptibility of 

some archaea to cryopreservation, in extenso of 

gut microbial components with a completely 

different membrane structure. A qPCR analysis of 

stools DNA revealed the presence of usual 

Methanobacteriales (as well Mb. smithii and Ms. 

stadtmanae), together with the far less known 

newly described Methanomassiliicoccales (Gaci 

et al., 2014) (Additional Data S1). As previously 

mentioned, methane in the atmosphere of 

fermentations attested the survival of some of 

these Euryarchaea. Quantitative PCR showed that 

all the three main methanogenic groups (Mb. 

smithii, Ms. stadtmanae and 

Methanomassiliicoccales) were detected, from 

the initial point up to 6 months whatever the CPA 

being used, however with an increased proportion 

of Mb. smithii compared to the others (Figure 4, 

see Additional Data S5 for quantitative values). 

 

DISCUSSION 
Recent advances in molecular techniques and 

more specifically in DNA sequencing has already 

revealed how complex the human gut microbiota 

is. It is assumed that its diversity is very high and 

different among all individuals. Some common 

traits are defined in human allowing to classify 

three different so-called enterotypes (Arumugam 

et al., 2011) according to the microbial 

composition, but this seems however less 

stratified with existing gradients of key 

microorganisms among Human (Claesson et al., 

2012). Moreover, this individual-specific 

microbiota is evolving throughout the lifespan, 

from its establishment at birth and first years to 

Elderly people. Its composition is also transiently 

disrupted by various factors (medications, 

infections, diet changes,…). At last, its 

biogeography shows various different patterns as 

well longitudinally throughout the gastro-

intestinal tract and transversally, from the host-

human epithelial cells to the lumen (Donaldson et 

al., 2015). The fecal matter is however believed to 

reflect at least partly this microbial diversity and 

may be considered as a repertoire of microbes 

associated to human GIT. Despite this, our 

knowledge of the function of gut microbiota 

remains sparse: correlations and/or evidences are 

now provided for its involvement in the etiology 

of various human diseases. This encompasses 

digestive ones and extra-digestive ones 

(cardiometabolic diseases, cardiovascular 

diseases, mental health,…) (Wu et al., 2015 ; 

Mayer et al., 2014). Considering this, there are 

several important reasons to establish methods 

enabling the functional preservation of human 

fecal microbiota, mainly composed of strictly 

anaerobic bacteria, but also of archaea and yeasts. 

Among them, we can mention the possibility of 

shared samples collection by reference centers, 

the preservation of samples in large human 

clinical studies, but also the generation of safety 

inocula for fecal matter transplantation (FMT), 
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already used as a treatment in some Clostridium 

difficile infections for example, but which uses 

could be extent to other diseases (auto FMT after 

chemotherapy, prevention of some chronic 

diseases,…). These needs and consequently, the 

methods to be used, are in their infancy 

considering complex microbiota. The question is 

however how to test the reliability of preservation 

techniques. Molecular biology has become 

essential to assess the diversity of the gut 

microbiota by 16S sequencing (Karlsson et al., 

2013; Milani et al., 2013), indicating however that 

an unneglectable part is still unknown. Its 

functions can also be partly and putatively 

addressed by metagenomics studies. However, 

these methods do not distinguish between viable 

but possibly in anabiotic state and dead cells, 

which become a real issue in case of preservation 

studies. 

Here, we have proposed a way to test the viability 

of preserved cells from stools by letting them 

grow again and next by testing some indicators of 

the diversity and function of the gut microbiota 

(bacterial composition, metabolic behavior) 

encompassing one non-bacterial component, the 

methanogenic archaea. In this work, we pre-

processed the sample by a preliminary culture 

preparation in order to eliminate non-living fecal 

components that could next interfere with the 

preservation. We also focused here on the 

cryopreservation of processed samples (not 

further followed by a lyophilization step), with an 

easy-to-perform method (4h at -20°C, followed 

next at -80°C). This step is likely a very important 

one, together with the CPA used, and should be 

addressed in the future: freezing up to -196°C and 

using liquid nitrogen for conservation can be 

valuable mean to increase viability overtime. 

Also, optimization of the cooling rate process is 

important. Due to the extreme diversity of 

microbes, these steps will have however to be 

empirically determined.  

Among the CPAs having been tested, none gave a 

similar pattern compared with the initial point, 

both structurally and metabolically. This 

highlights the urgent needs of improvements of 

microbiota preservation processes that ultimately 

should be standardized and shared among 

laboratories and collection centers. Earlier studies 

demonstrated that DMSO is more preferred as 

CPAs than others for the preservation of 

consortium (Imaizumi et al., 2014). Here also, 

samples with DMSO alone or associated exhibited 

a better preservation. This cell-penetrating, 

permeating agent, as is glycerol, has colligative 

properties that reduces salt concentration, triggers 

osmotic effects and prevents the nucleation and 

growth of ice crystals that further lead to 

membrane rupture (Imaizumi et al., 2014). It has 

better penetrating power than glycerol, this last 

being also known to cause a molecular 

reorganization of plasma membranes during 

freezing (Hammerstedt et al., 1990). It has 

therefore been suggested that glycerol should not 

be added more than few minutes before freezing 

(Salomon and Maxwell, 2000), a technically 

difficult requirement when working in anaerobic 

chamber, as needed for fecal microbiota 

processing. This may explain why glycerol gave 

worth preservation reliabilities in this study on 

some checked parameters, even when used 

associated with other CPAs. Using non-

permeating, extracellular agents improve the 

osmotic imbalance during freezing. Here, PEG-

4000 was the only one extracellular agent tested. 

Other (like trehalose, sucrose,…) could also be of 

interest but may favor more likely than PEG-4000 

some groups of the microbiota at resuscitation that 

could use them as growth substrates and therefore 

were not tested. PEG-4000 showed good 

performance alone, and improved significantly 

the preservation when used together with 

permeating agents, likely by better preservation of 

the cell integrity, and therefore by limiting a 

shortcoming of permeating agents (Giraud et al., 

2014). However, two bacterial families 

completely disappeared with the preservation, the 

Streptococcaceae and uncultured Clostridiales of 

the cluster II. Some additional CPAs and / or 

freezing processes could be tested specifically on 

some isolated members of these families, at least 

for Streptococcaceae and next, best method / CPA 

added and tested on the whole microbiota, to 

improve the overall efficiency of already tested 

CPAs. Methanogenic archaea, with their own 

specific membranes and cell walls were 

successfully preserved by all CPAs. Importantly, 

their diversity was also maintained, encompassing 

members of the Methanomassiliicoccales, for 

which data in gut as well as other environments 

are still very sparse despite a possible important 

role in the microbiota ecology and human 

physiology (Brugère et al., 2014). Therefore, any 

CPA seems reliable for human gut methanogens 

preservation. 

Another important point of this study is that the 

duration of the preservation (6 months vs 3 

months) led to a worth pattern in every case. This 
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indicates that the processes used here should not 

be intended for long-term storage, even if some 

CPAs showed better reliability over time. This 

could be overcome partially by frequent re-build 

of microbiota, for example using the process 

described here. However, this would lead in every 

case to time-consuming handlings and will not 

avoid microbiota drifts over time. Here, it would 

be of interest to determine if a -196°C 

preservation would decrease this discrepancy 

observed over time.  

 

CONCLUSION 

Sustained anaerobia, complex and very diverse 

microbial composition are some of the properties 

of the human gut microbiota which led to 

difficulties in preserving the functionalities / the 

viability of the microbiota. Reliable tools to test 

this viability are also challenging. Results 

obtained here provide some clues that 

cryopreservation can be used efficiently and that 

permeating and non-permeating CPAs can be 

cumulatively used in order to promote microbiota 

viability, despite being still insufficient.
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TABLES 
 
Table 1:  Number of positive hybridization signals and proportion compared to initial values.  

†Determined positive as a cut-off value of SNR superior to 20 
 ‡Compared to the initial fingerprint (592 positive signals). 
 

 

FIGURES 
 

 
Figure 1. Strategy and experimental design 

The timeline of fermentation experiments and sampling is depicted. (A) a first inoculum is generated from a 
fresh fecal sample, then used directly (B) or after 3 to 6 months of preservation at -80°C with various CPAs, alone 
or in combinations (B’). During the ECSIM experiments (C), samplings are performed after 7 retention times of 
the chemostat process (D). These samples corresponding to the initial point (black diamond), the 3-months 
preserved inocula (squares) or the 6-months inocula (circles) are subjected to microbial analyses (HuGchip DNA 
microarray. quantification of archaea) and to analyses of fermentative gases and SCFAs. See M&M for further 
details.

Sample G3 G6 P3 P6 D3 D6 GP3 GP6 DP3 DP6 DGP3 DGP6 

signals†  496 514 536 530 579 566 508 515 612 575 552 526 

shared signals‡  420 425 436 432 471 466 424 430 460 448 451 439 

Proportion‡  83,8% 86,8% 90,5% 89,5% 97,8% 95,6% 85,8% 87,0% 103,4% 97,1% 93,2% 88,9% 
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Figure 2. Major SCFAs production 

Concentration (A) and proportion (B) of the three major SCFAs (Acetate, 
Propionate and Butyrate) in the reactors after inoculation with preserved 
microbiota. Complete results with other minor SCFAs are given in 
additional data S3 

Figure 3: PCoA analyses of microbial composition and metabolism 

PCoA analyses comparing the samples based on their SCFAs production (A), their 
HuGChip fingerprint (B) and their taxonomic composition at the family level (C).  
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Figure 4. Heat map comparison among samples based on 
the microbial composition at the family taxonomic level 
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Additional data S3a: SCFAs production 
 

 
 
 

 
 

(mM) Acetate Propionate Isobutyrate  Butyrate 
  
Isovalerate  

  
Valerate  Isocaproate   Caproate  Heptanoate 

Initial 57.79 ± 3.63 24.75 ± 2.14 0.91 ± 0.36 22.04 ± 2.15 2.60 ± 0.49 2.45 ± 1.81 0.13 ± 0.02 3.16 ± 0.45 0.63 ± 0.18 

D3  57.43 ± 2.25 29.11 ± 1.51 3.48 ± 0.24 18.92 ± 0.20 4.94 ± 0.24 0.56 ± 0.07 0.30 ± 0.03 0.14 ± 0.02 0.00 ± 0.00 

D6 58.73 ± 1.02 32.43 ± 0.72 2.15 ± 0.22 19.32 ± 0.66 2.43 ± 0.08 0.32 ± 0.01 0.00 ± 0.00 0.15 ± 0.01 0.00 ± 0.00 

G3 86.91 ± 3.75 30.19 ± 2.52 2.91 ± 0.17 24.80 ± 1.77 4.76 ± 0.33 1.01 ± 0.13 0.49 ± 0.08 0.22 ± 0.05 0.27 ± 0.07 

G6 41.2 ± 2.49 28.25 ± 2.03 5.42 ± 0.29 16.47 ± 0.81 5.22 ± 0.64 0.48 ± 0.08 0.36 ± 0.02 0.14 ± 0.01 0.32 ± 0.34 

P3 42.88 ± 4.29 13.45 ± 0.84 4.28 ± 0.16 20.62 ± 1.68 6.10 ± 0.20 0.62 ± 0.04 0.00 ± 0.00 0.18 ± 0.05 0.00 ± 0.00 

P6 43.06 ± 1.78 26.10 ± 1.36 3.61 ± 0.17 17.41 ± 1.51 3.53 ± 0.03 0.32 ± 0.01 0.16 ± 0.05 0.14 ± 0.01 0.00 ± 0.00 

DP3  59.85 ± 1.48 21.41 ± 1.26 3.88 ± 0.13 19.47 ± 0.37 4.20 ± 0.15 2.36 ± 0.04 0.22 ± 0.03 0.23 ± 0.01 0.00 ± 0.00 

DP6  61.18 ± 6.13 32.48 ± 2.84 3.15 ± 0.37 17.40 ± 1.30 3.24 ± 0.17 0.32 ± 0.03 0.46 ± 0.05 0.17 ± 0.02 0.00 ± 0.00 

GP3  70.79 ± 1.14 26.89 ± 0.30 4.28 ± 0.10 22.33 ± 0.86 6.26 ± 0.30 2.66 ± 0.23 0.00 ± 0.00 0.25 ± 0.02 0.00 ± 0.00 

GP6 46.84 ± 2.39 36.07 ± 0.95 3.58 ± 0.00 18.24 ± 0.25 3.61 ± 0.02 0.46 ± 0.00 0.44 ± 0.01 0.15 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

DGP3  64.24 ± 1.10 29.76 ± 1.02 2.89 ± 0.34 21.31 ± 0.31 4.78 ± 0.13 1.97 ± 0.05 0.15 ± 0.05 0.22 ± 0.01 0.32 ± 0.07 

DGP6 59.24 ± 3.92 33.15 ± 1.22 2.49 ± 0.19 18.51 ± 0.53 2.05 ± 0.05 0.31 ± 0.01 0.19 ± 0.02 0.22 ± 0.02 0.31 ± 0.09 
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ii.1.2.1.4 Conclusion et perspectives

Il semble très difficile de maintenir le microbiote initial quel que soit le cryoprotecteur
utilisé. La congélation atteint sévèrement la viabilité des microorganismes. Disposer de selles
fraiches qui resteraient identiques à chaque inoculation pourrait être une alternative à ce pro-
blème, mais ne peut que difficilement être envisageable si des répétitions expérimentales sur
le long terme sont nécessaires. Néanmoins, la conservation d’un inoculum reste à privilégier,
pour d’autres cas que le celui qui nous préoccupe dans cette thèse : en effet, il serait sou-
haitable que des techniques de conservations fonctionnelles de microbiotes fécaux, efficaces et
standardisables, puissent émerger. Ainsi, les échantillons pourraient être partagés entre labora-
toire plus facilement, rendant également possible l’accès a posteriori d’échantillons provenant
d’études menées même sur de large cohortes pour diverses expérimentations fonctionnelles
/ métaboliques. Également, la thérapie par transplantation de microbiotes fécaux (FMT, Fecal
Microbiota Transplantation) qui suscite un grand intérêt et de grands espoirs pour certaines
pathologies, pourrait gagner en sécurité. Enfin, de manière très intéressante pour l’avenir des
études menées au laboratoire, les différentes méthodes de conservation ont permis de main-
tenir la viabilité de la population méthanogène, à la fois pour les Methanobacteriales et les
Methanomassiliicoccales. Ces dernières restent très méconnues au niveau cellulaire, mais appa-
remment assez diversifiées dans les tractus digestifs animaux et humains. Ainsi, il peut être
conclu que ces dernières sont conservables et étudiables dans le système ECSIM.

ii.1.2.2 Étude in vitro de l’effet du ralentissement du temps de transit sur l’activité régionale du
microbiote colique humain

ii.1.2.2.1 Contexte de l’étude

Le microbiote d’une personne âgée est souvent caractérisé par un temps de transit ra-
lenti, plus particulièrement au niveau colique [331, 263]. Parallèlement, nous avons mentionné
dans l’étude bibliographique que le microbiote intestinal de la personne âgée était modifié
[260, 264]. Dans les perspectives de ces travaux de thèse, nous avons mentionné que la po-
pulation archéenne méthanogène semble plus favorablement associée à la personne âgée, en
particulier les Methanomassiliicoccales [17, 234, 14]. De plus, le méthanogène majeur Mb. smithii
est associé à des temps de transits intestinaux longs, voir des constipations [332]. Elaborer un
système in vitro s’approchant du colon de la personne âgé passe donc logiquement par un
système présentant une simulation de temps de transit plus long, ce qui devrait également
favoriser ensuite la colonisation par les archées méthanogènes. Cependant, dans quel com-
partiment anatomique du colon est-il plus vraisemblable de trouver des méthanogènes ? Les
données bibliographiques semblent indiquer qu’il s’agit préférentiellement des parties distales
[247], alors que les données chez le rat indiquent une colonisation bien plus antérieure [324].
Puisque le temps de transit semble associé à la colonisation par les méthanogènes, en tout
cas pour Mb. smithii, on peut imaginer deux hypothèses : Mb. smithii pourrait bénéficier de
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conditions environnementales favorables à son développement selon la nature du microbiote,
lui-même influencé par le temps de transit lent retrouvé chez les personnes âgées. Inversement,
Mb. smithii pourrait s’implanter suite à de légères modifications de l’environnement intestinal
(baisse des secrétions biliaires par exemple), induire des modifications du microbiote qui favo-
riseraient / entretiendraient un temps de transit ralenti. Cette dernière hypothèse est en partie
soutenue par l’action qu’aurait le méthane sur la motilité intestinale. Des informations préli-
minaires à l’étude de la biologie des archées méthanogènes dans le tractus gastro-intestinal
humain sont nécessaires : Pour savoir si le temps de transit crée une niche favorable aux
archées méthanogènes, il est tout d’abord nécessaire de déterminer les modifications, métabo-
liques et taxinomiques, induites par un temps de transit ralenti. Pour cette raison, le système
tri-étagé 3S-ECSIM [323] a été utilisé comme modèle en doublant le temps de rétention par
rapport aux vitesses de débit de milieu habituelles : on obtient ainsi une simulation d’un
temps de transit global d’environ 96 h, contre 48 h pour un transit classique. Cette modifi-
cation du taux de dilution a été employée avec succès par l’équipe de G.T. MacFarlane [329]
qui a pu détecter dans leur système tri-étagé dont est dérivé celui du laboratoire, l’impact
d’une accélération du temps de transit (passant d’environ 66 h à 22 h). Cette approche nous
permettra également de voir si les modifications tendent vers un microbiote fécal de personne
âgé, indiquant si le temps de transit est un facteur clé dans la constitution du microbiote. A
cette fin, il est donc essentiel d’utiliser comme répertoire bactérien initial, un microbiote fécal
d’adulte en bonne santé. De plus, celui-ci doit être non-méthanogène afin de détecter si des
modifications éventuelles sont bien indépendantes des méthanogènes.

ii.1.2.3 Synthèse des résultats

Outre la fermentation en elle-même, de nombreuses analyses ont été réalisées : biomasses,
profils microbiens par utilisation de la biopuce exploratoire HuGChip (niveau taxinomique ré-
solutif de la famille bactérienne), profils métaboliques, à la fois des gaz atmosphériques issus
des fermenteurs, des AGCCs produits, et profil métabonomique du milieu fermentaire (par
LC-MS/MS). Dans ce cadre, mon travail personnel a essentiellement été l’aide à la détermi-
nation des compositions microbiennes (analyse des résultats HuGChip) et la détermination /
l’analyse des résultats de mesure des AGCCs produits. La biopuce HuGChip a permis de vi-
sualiser les modifications au niveau taxinomique qu’entraine une augmentation du temps de
transit sur un microbiote initial provenant d’un jeune adulte en bonne santé. Ceci comprend
des modifications générales, telles que celles observées chez les personnes âgées : diminution
de la quantité bactérienne totale et de la diversité bactérienne au niveau distal. C’est égale-
ment le cas pour certains groupes bactériens, tels que l’augmentation des entérobactéries. De
manière intéressante, une augmentation de la famille des Clostridium cluster XIV est observée
(ainsi que des Clostridium cluster IV). De plus, une diminution voire parfois une disparition
des bactéries sulfato-réductrices de la famille des Desulfovibrionaceae est observée.
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L’analyse qualitative et quantitative des AGCC montre que l’augmentation simulée du
temps de transit induit de profondes modifications : en particulier, la production des AGCCs
majoritaires comme de l’ensemble des AGCC est augmentée. Cette augmentation concerne
également les AGCC ramifiés.

ii.1.2.3.1 Résultats détaillés : Article scientifique

Cette partie est présentée sous forme d’un article scientifique destiné à être soumis à pu-
blication dans une revue scientifique internationale
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ABSTRACT 
Background Human gut microbiota harbors numerous metabolic properties essential for the host’s health. It is known to be 
modified in elderly people. Increase of transit time is notably observed with human ageing. Thus we tested the metabolic and 
compositional changes of a human gut microbiota induced by an increased transit time simulated in vitro. Methods The in 
vitro system ECSIM was used to simulate the environmental conditions of three different anatomical parts of the human 
colon in a continuous process. The retention times of the chemostat conditions were established to correspond to a typical 
transit time of 48h next increased to 96h by increasing the retention time. The bacterial communities, short chain fatty acid 
(SCFA) and metabolite fingerprinting were performed using respectively the HuGChip microarray, GC and GC-MS. Key Results 
Increase of transit time resulted in a decrease of biomass and of diversity in the more distal compartments. SCFA analyses 
and metabolite fingerprinting revealed an increase of activity corresponding to carbohydrate fermentation in the proximal 
compartments while protein fermentations were increased in the lower parts. Conclusions & inferences These findings 
correspond to results reported in the gut microbiota of patients affected by increased transit time as described for elderly 
patients. This provides the evidence that the increase of transit time, independently of other factors, affects the gut 
microbiota. Furthermore, this is one of the factors that could explain, at least partly, the modifications seen in the gut 
microbiota of elderly.  

 
Key Messages 
 Ageing has been associated with modifications of the gut microbiota. It is important to understand factors which can 

affect the gut microbiota of elderly people and how to overcome their effects. 

  The aim of the research is to examine the effect of an increase of transit time on the gut microbiota studied with an in 
vitro colon model   

 Composition and activity of the microbial activity is affected with modifications frequently reported on studies of 
microbiota from elderly groups. 

 This study shows that a representation of a microbiota from elderly individuals can be reproduced in an in-vitro model by 
increasing the system’s retention time. Such models could be used to study potential treatments (e.g. pro/prebiotics) to 
overcome detrimental effects. 

 
Key words : In vitro simulation of the colon, gut microbiota, fermentation, 3S-ECSIM, HuGChip, transit time, retention time, 
elderly, ageing, aging 

 

INTRODUCTION 
 

The increase of transit time or even 
constipation is frequently observed among the 
human population. This has likely important 
consequences on the gut microbiome as the gut 
harbors a complex ecosystem composed of 1014 
microbial cells which present an important 
metabolic diversity (1) and notably contributes to 
the host’s health and well-being (2). Indeed, the 
colonic transit rate evaluated through the stool 
consistency (categorized by the Bristol Stoll Scale) 
has been strongly associated with the gut 
microbiota composition (3), with loose stool 
corresponding more frequently to the Prevotella 
enterotype (4) and with more abundant Bacteroides 

spp. (3). This increase of transit time is also one of 
the gastrointestinal modification encountered in 
elderly people either living in community or in 
institutions (5, 6) and for whom human gut 
microbiota variations have been associated (7-9). As 
ageing has been associated to a decrease sensitivity 
of taste and smell (10, 11) and diet determined as a 
key factor of the gut microbiota composition (12), 
these changes could lead to the consumption of a 
restricted, nutritionally imbalanced diet and in fine 
the modification of the gut microbiota (13, 14). To 
address the real part of the transit time influence, 
drugs have been administered to cohorts to change 
the patient transit time (15, 16). These studies 
reported a negative correlation between the 
increase of transit time and the fecal microbial 
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biomass. Furthermore, the increase of transit time 
was positively correlated with the increase of 
methanogens, of breath methane concentrations 
and pH while being inversely correlated to the 
proportion of sulfate reducing bacteria and the 
concentration of short chain fatty acids (SCFA) (16).  

In vitro systems have been developed and 
used to study the human gut (17) overcoming 
ethical questions (18). In previous experiments 
conducted by G.T. MacFarlane and collaborators, an 
in vitro system was used to simulate the passage 
from an average colon transit (66,7h) to a quick 
colon transit (27,1h) by a change of retention time. 
This modification induced variations on the 
microbial community structure and metabolic 
activity (19, 20).  

The objective of our study was to evaluate 
the impact of the increase of the transit time on the 
gut microbiota in three anatomical parts of the 
colon, at the metabolic and taxonomic level, and to 
determine to which extent it could contribute to the 
distinctive gut microbiota of elderly people. The 3 
stage continuous culture system 3S-ECSIM (21) was 
used with a fecal microbiota from a healthy adult. 
The effect of retention time was tested, from a 
normal duration to an increased one (overall transit 
time of 48 to 96h) on the microbiota composition 
and metabolism.  

 

MATERIAL AND METHODS 
3S-ECSIM procedure 
The fecal aliquot was obtained from a healthy 
female volunteer (29 years old), without recent 
treatment with antibiotics and not being a breath 
methane-producer. Briefly, one 2-mL faecal aliquot 
with 30% (v/v) glycerol (22) was unfrozen on ice and 
used to inoculate a 5-mL preculture of fermentation 
medium, grown at 37°C for 10h. It was transferred 
for 15h into a 1-L Erlenmeyer flask containing 95 mL 
of fermentation medium and into a 2-L bioreactor 
(GPC- Global Process Concept Inc., France) 
previously N2 flushed containing 900 mL of 
fermentation medium for a 24h batch culture at 
37°C, pH= 5.7 and 400 rpm. The same operations 
were used for each of the three-stage bioreactors 
R1 (proximal - P), R2 (transversal - T) and R3 (distal - 
D) with operating volume of 1L for each. After the 
24h batch condition, the procedure and medium 
used were as described previously (21) (Table 1). 
Briefly, an initial retention time of 48h was applied 
to the system and after a 240h of stabilisation; it 
was increased to 96h by a decrease of dilution rate 
and left to stabilize for 480h. Samplings were 
performed in each reactor over a 48-h period, for 
microbial and biochemical analyses (total of 6 
samples per condition). No gases were flushed 
during the course of the continuous culture, the 

anoxic environment being progressively and 
dynamically enriched by the gases originating 
directly from the microbiota metabolism. The 
acquisition and control software C-BIO was used for 
the batch and culture continuous conditions.  
 

In vitro microbiota growth 
Microbiota growth was evaluated by 
spectrophotometry (620 nm, Beckman® Coulter DU 
640B spectrophotometer) and dry weight 
measurements. The biomass was measured on 5 mL 
of culture that were first centrifuged (13,000 x g, 10 
min), then the pellet was washed three times with 
distilled water before being deposited under 
vacuum and dried at 104°C onto a pre-weighted 
membrane (Polyamid 0.45 µm, Sartorius). 
 

HuGChip microarray analysis 
A community analysis was performed at the phylum 
and family level using the HuGChip, an explorative 
phylogenetic microarray designed to target the 66 
bacterial families usually recovered from the human 
gastro-intestinal tract (GIT), which provided positive 
correlations with data from pyrosequencing of 
amplicons and metagenomic analysis (23). Briefly, 
the bacterial DNA was extracted from a 0.250 mL 
sample of fermentation medium as described by Yu 
and Morrison (2004) and followed by the Qiagen’s 
DNA stool kit (Qiagen Ltd., West Sussex, UK) (24). 
Small subunit RNA coding genes were then 
amplified by PCR and purified using the MinElute 
PCR purification kit (Qiagen Ltd., West Sussex, UK). 
One µg was then labeled using either Cy3 or Cy5 
(Genomic DNA ULS labeling Kit, Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA) and hybridizations/ 
washings were performed following the 
manufacturers recommendations. Microarray 
scanning was performed on a Surescan microarray 
scanner (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). 
 

SCFA analysis 
Short-chain fatty acids were quantified from a 
bioreactor volume of about 200 µL. It was quickly 
sampled, deproteinized using 400 µL of cold 
methanol and centrifuged (8,000 x g, 10 min). The 
supernatant was stored at -20°C until the analyses. 
It was used to determine the level of acetate, 
propionate, butyrate, isobutyrate, isovalerate, 
valerate, caproate, isocaproate and heptanoate 
using gas chromatography (HP 6890 series, column 
HP-INNOVAX 30 m x 250 µm x 0.25 µm, split 
ratio=25:1, Agilent technologies). 2-Ethyl-butyrate 
was used as an internal standard. 
 

Metabolomic Fingerprint 
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The same supernatant as used for SCFA analysis was 
used. Here, it was evaporated under nitrogen and 
the dry residue was dissolved in the injection 
solvent (50/50 water/acetonitrile with 0.1% formic 
acid). 6 µL were then injected into a 
chromatographic system (Waters Acquity UPLC 
module, Saint Quentin en Yvelines, France). 
Separations were carried out at 30°C using a 2.1 x 
50 mm Acquity UPLC HSS T3 column (Waters), with 
a particle size of 1.8 µm at a flow rate of 0.4 mL/min. 
Plasma was eluted from the LC column using the 
following linear gradient (curve number 6): 0–2 min: 
100% A; 2–15 min: 0–100% B; 15–22 min: 100% B; 
22–26 min 100% A for re-equilibration. Solvent A 
was water and solvent B was acetonitrile, both 
solvents containing 0.1% formic acid. The UPLC 
system was coupled to a Waters Qtof-Micro (Saint-
Quentin en Yvelines, France) equipped with an 
electrospray source and a lockmass sprayer to 
ensure accuracy. Experiments were carried out in 
positive ion mode with a scan range from 70 to 1000 
m/z. Capillary voltage was set to 3 kV and cone 
voltage was optimized at 30 V. The scan time and 
the dwell time were fixed at 1 and 0.1s, respectively. 
ESI needle and drying gas temperatures were set at 
120 and 450°C, respectively. The drying and 
nebulizing gas flows (nitrogen) were set to 50 and 
500 L/h. All analyses were acquired by using the 
lockspray with a frequency of 5s to ensure accuracy. 
Leucine enkephalin was used as the lock mass. To 
avoid possible differences between sample batches, 
a Latin square was carried out to obtain randomized 
analytical sequences. Raw data files were converted 
to NetCDF format using the Waters DataBridge 
software. All LC–MS data were processed using 
XCMS (Benton et al., 2008, Smith et al., 2006) to 
yield a data matrix containing retention times, 
accurate masses and normalized peak intensities. 
An identification of the molecules was performed 
on the basis of their exact masses which were 
compared to those registered in Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes (KEGG) database (25) or in 
the Human Metabolome Database (26). 
 

Statistical methods 
For microarray analyses, pixel intensity data was 
extracted using the Feature Extraction software 
(Agilent Technologies, Palo Alto, Ca). The retained 
intensity value for each probe was the spot’s 
median intensity signal. Specific scripts developed 
with the Delphi and C++ signal were used to 
automatically perform data extractions as defined 
previously (23). SCFAs means were analyzed using 
one-way ANOVA variance analysis and multiple 
comparison tests were further performed using 
Tukey’s test (KaleidaGraph 4.03, Synergy Software): 
differences were considered significant for p values 

less than 0.05. For LC-MS experiments, data were 
normalized before analyses in order to get the same 
sum of signal on each spectrogram and analyzed 
using Log10 values. Normalized data are given as 
supplementary material Table S1. A PCA was also 
performed using PAST based on a Var-Covar matrix 
(27). 
 

RESULTS 
Retention time affects overall and specific gut 
microbiota communities 
The change of retention time passing from a total of 
48h to 96h induced a significant decrease of 
biomass in the T96 and D96 reactors which simulate 
the transversal and distal colon respectively (Figure 
1). The bacterial community was next determined at 
the bacterial family taxonomic level. Some diversity 
indexes were used to assess the richness, evenness 
and species abundance in each compartments and 
allowed underlining an overall effect of a treatment 
on the ecosystem. They indicated modifications, 
with Shannon diversity indexes in the reactor 2 and 
3 decreased with the slower retention time 
compared to the quicker one (Figure 1).  When 
considering the proportions of bacterial families in 
both conditions, the Clostridium cluster IX family 
was increased in the 3 reactors with the increased 
retention time. Other changes were dependent of 
each simulated region: the first reactor, simulating 
conditions similar to the proximal colon, was the 
least affected: the main modifications were the 
diminution of Clostridium Cl. I and of the bacteria 
belonging to the family Desulfovibrionaceae. 
Furthermore, the apparition of bacteria from the 
family Enterobacteriaceae and the increase of 
Coriobacteriaceae were seen (Figure 1). In the 
reactor simulating the transversal colon, an increase 
of the Clostridium Cl. XIV with the higher the 
retention time was observed associated with a 
decrease of the families Clostridium Cl. I, 
Coriobacteriaceae and Porphyromonadaceae, and a 
disappearance of Desulfovibrionaceae. Finally, the 
third reactor simulating the distal colon was 
characterized by the most important diversity and 
where the modifications were the most important: 
an increase of the relative abundance of 
Enterobacteriaceae, and in a lesser extent of 
Bacteroidaceae and Lactobacillaceae, a decrease of 
the one of Porphyromonadaceae and loss of some 
uncultured Clostridium and of bacteria belonging to 
the Rikenellaceae family was observed. A Principal 
Component Analysis illustrates this changes 
induced by the retention time in each reactor 
(Figure 2.A): Microbial communities at the 2 
different retention times coming from the same 
reactor shows a common clustering while microbial 
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communities of the three reactors, whatever being 
the retention time applied, are more distantly 
related.  
 

Retention time affects fermentative activities  
As structural modifications were induced by the 
change of retention time, a qualitative and 
quantitative analysis of short-chain fatty acids 
(SCFA), one essential metabolic activity of the 
microbiota was performed. SCFA production is 
mainly formed of acetate, propionate and butyrate, 
this last being the fuel of intestinal epithelial cells. 
The increase of retention time induced an increase 
of total SCFAs in the first and second compartments. 
In the proximal-colon simulating reactor, this was 
principally due to the main SCFAs which are acetate, 
propionate and butyrate, while in the transversal 
simulating part T96, this was also due to longer and 
branched fatty acids in addition to propionate and 
butyrate (Table 2). In the third reactor, total SCFAs 
remains unaffected quantitatively, but a significant 
decrease of acetate was seen, partly compensated 
by a significant increase of longer and branched 
SCFA. This reveals a change in fermentative 
activities indicative of a higher putrefaction activity 
with the increase of the retention time.  
 

Retention time affects metabolic behavior of 
microbiota 
A metabolomic analysis of the media of each 
reactor at both retention times was performed and 
revealed 554 different ions of over 100Da 
(Supplementary table 1).About half of them were 
quantitatively affected, indicating important 
metabolic shifts in the system: Overall qualitative 
changes with the increase of retention time were 
however limited: only one ion appeared in R1 and 
respectively 13 and 6 metabolites disappeared in R2 
and R3 (Figure 3a). The most affected compartment 
was the one simulating the proximal colon, with a 
majority of increases (167 of the 203 significantly 
modified ions, Figure 3b). On the contrary, in 
following compartments (T96 and D96), the 
majority of impacted ions decreased. This indicates 
likely a decrease of possible microbial dietary 
intakes in the lower parts of the 3S-ECSIM when 
retention time increase, due to a better energy 
retrieval in the upper part. 
 

DISCUSSION 
Ageing is frequently associated with gut 

microbiota modifications which can be explained by 
many different factors (12). Here, we hypothesize 
that an increase of transit time, which is frequently 
associated with elderly people (5), could be among 
those factors. Indeed, in baboon, ageing leads to an 

abnormal neuronal stimulation from the myenteric 
plexus and by impairments in the cholinergic 
mechanism, therefore affecting the smooth muscle 
colonic contractile response (28). The aim of this 
study was to determine to which extent the transit 
time, considered as an independent factor, (i) could 
affect the microbiota and consequently its 
metabolic activity and (ii) could explain microbiota 
changes observed in elderly people. Multi-
compartmental in vitro continuous culture systems 
allow the replication of the different physico-
chemical conditions encountered in the colon. 
Numerous systems have been developed and 
allowed to study the impact of prebiotics, probiotics 
and antibiotics (29, 30) on the gut microbiota or 
even of the microbial composition at colon micro-
environments (31, 32). The system used here has 
the particularity to maintain anaerobia due to the 
metabolic activity of the microorganisms 
constituting the microbiota. It also enables 
microbiota differentiations between the 
compartments from a common fecal bacterial 
repertoire and leads to similar microbial signatures 
between the distal compartment and the fecal 
inoculum (21). In the present study, we increased 
the retention time of media in each compartment in 
order to simulate an increase of transit time, from a 
normal one (48h total intestinal transit time) to a 
slow one (96h). This was realized by adjusting media 
supply rates, with no other parameters changes in 
the entry of the in-vitro system.  

This retention time change induced 
modifications to the reconstituted gut microbiota 
such as a reduction of biomass, which is in line with 
in-vivo modifications reported with a medication-
induced reduction of transit time in Humans (15). 
This also induced a decrease of total bacteria in the 
compartments of the system simulating the 
transversal and distal colon (data not shown) which 
is also frequently associated with the gut microbiota 
of elderly people (33-35). Furthermore, this 
increase of retention time decreased the gut 
microbiota diversity in the transversal and distal 
compartment of the system as seen in the fecal 
microbiota of elderly people (36, 37). Consequently, 
an important metabolic shift, but mainly at a 
quantitative level was observed: the proximal colon 
simulating reactor was the most affected. When 
tested ex-vivo on rats duodenum at various 
dilutions, the liquid media from reactors did not 
affect the motility either when retrieved from 
elevated retention time or normal retention time 
(data not shown). Therefore, it seems that these 
metabolites changes do not in turn affect the transit 
time.  

The important metabolic shift in the 
proximal part together with the increase of total 



Version non soumise  In vitro microbiota changes with transit time  

VERSION NON SOUMISE 

SCFA when retention time increases suggests an 
increase of carbohydrate fermentation in this 
compartment as previously reported (19). This has 
several consequences: first, carbohydrates 
availability become lower in the next 
compartments, resulting in increased putrefaction 
by specialized groups, and, second, this induces a 
decrease in microbial diversity: this is also 
confirmed by an increase of the concentration of 
longer and branched fatty acids (typical of protein 
fermentation) and with the limited metabolic 
activity in the compartments simulating the 
transversal and distal colon.  

Clostridium cluster IX spp. increased in the 
3 compartments of our system, principally in the 
first compartment: this family includes bacteria 
belonging to the Veillonella genus which are 
however not capable to use carbohydrates as 
energy substrate: they metabolize lactate in 
propionate and use amino acids as an energy source 
(38) and therefore their increased presence in the 
first and second reactor sustains the observed 
increase of propionate. Furthermore, in the second 
and third fermentors the increase in branched fatty 
acid would suggest an increase of proteolytic 
bacterial activity that is frequently reported in the 
elderly people (39). Also, our results support the 
decrease of Porphyromonadaceae and of 
Rikenellaceae (40) and the increase of 
Enterobacteriaceae (7, 41, 42) observed in the gut 
microbiota of elderly people. At last, no changes in 
Bacteroidaceae were observed in any reactors, 
agreeing with the recent finding that these bacterial 
species were associated with loose stool (3). 
Therefore, in-vitro results obtained in this study 
provide strong elements that transit time seems a 
major driven force of the gut microbiota 
composition.    

It also provides clues about the prevalence 
and abundance of methanogenic archaea, and 
among them, of the most important one 
Methanobrevibacter smithii (Mb. smithii), which are 
increased in elderly people (43, 44). They are 
described as being correlated with an increase of 
transit time and inversely correlated to sulfate 
reducing bacteria (16). Here, the initial stool from a 
healthy adult was chosen without methanogens, 
which was confirmed by the absence of CH4 in the 
gas produced by any reactor. In a recent study, we 
showed that the inoculation and development of 
Mb. smithii induced a specific increase of 

Clostridium Cl. IV and Cl. XIV (45), agreeing with one 
of the three human enterotypes, the so-called 
Ruminococcus-Mb. smithii one (4). Here also, 
without methanogens, and mainly in the second 
reactor, the increase of retention time induced an 
increase of Clostridium Cl. XIV, possibly providing a 
favorable ecological nest for methanogens: Two 
complementary non-exclusive mechanisms may be 
proposed: (i) in a similar way described for this 
methanogen and Bacteroides thetaiotaomicron 
(46), a mutualistic partnership may exist between 
these two groups, as Mb. smithii in turn favors the 
communities that degrade cellulose (47). Moreover, 
(ii) increasing the retention time led to the decrease 
of one major competitor group of methanogenic 
archaea, the sulfate-reducing bacteria (disappeared 
in the T96 reactor), where Clostridium Cl. XIV are the 
most increased. This has important physiological 
issues as it has been proposed that methane, one 
end-product of the gut metabolic processes, 
mediates slower transit time (48), and would 
therefore sustain, even favor the slower transit time 
of elderly people. 

In vitro systems have several limitations 
with their reproduction of the colonic environment. 
The main limit is that the interactions between the 
microbiota and the host are not reproduced: among 
them, the absorption of water and of nutriments 
which lead in vivo to fecal consistency 
modifications, has likely also importance towards 
the microbial development. However, our results 
show that such system can replicate modifications 
seen in the gut microbiota of elderly people. The 
development of such models could help 
understanding the impact of a factor on the gut 
microbiota and studying how some treatments 
could overcome deleterious bacterial 
developments. In vitro systems do not require the 
validation by ethic comities and could allow pre-
clinical tests (18). 

In conclusion, although in vitro systems 
present some limitations, they allowed the 
independent study of the effect of a single factor. 
The one used here revealed  that transit time, 
simulated through retention time, is a driven force 
of the gut microbiota and explained, at least partly, 
modifications seen in the gut microbiota of elderly 
people, inducing the structural and metabolic 
changes of the gut microbiota with other capital 
elements such as nutrition and health.  
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TABLES: 

 
Table 1: Fermentation conditions used in the ECSIM system to simulation a normal and a slow transit 
time by a modification of the retention time. 
 

Reactor  pH  
Dilution rate 
(h-1)  

Retention time 
(h)  

Minimum doubling time 
(h)  

Simulation of a 48 h transit 

R1 - P48 5,8  0.080  12.48  8.65  

R2 - T48 6,2  0.056  17.76  12.31  

R3 - D48 6,8  0.056  17.76  12.31  

Simulation of a 96 h transit 

R1 - P96 5,8 0.040  24.96  17.3  

R2 - T96 6,2  0.028  35.52  24.62  

R3 - D96 6,8  0.028  35.52  24.62  

 
 
 
 
Table 2: SCFA analysis at the two different retention times for each reactor. 
 

Conc (mM) P48  T48  D48  P96  T96  D96  

Acetate  50.2±1.7  19.7±1.5  26.1±2.2  60.8±1.5  19.9±3.5  20.3±1.4 

Propionate  19.9±0.6  5.4±1.7  8.7±1.1  22.7±1.3  8.6±0.9  8.6±0.4  

Butyrate  14.1±1.5  3.4±0.1  9.0±1.0  17.1±0.4  9.5±0.9  11.6±2.5  

TOTAL APB 84.2±0.7  28.5±3.2  43.8±4.2  100.6±3.1  38.0±4.8  40.5±4.3  

Valerate  2.9±0.1  0.8±0.0  3.3±0.6  2.8±0.1  1.3±0.2  1.7±0.3  

Caproate  2.1±0.1  0.7±0.1  2.3±0.1  2.0±0.0  0.9±0.0  1.8±0.2  

Heptanoate  0.7±0.1  0.7±0.1  1.6±0.1  0.7±0.0  0.7±0.0  1.7±0.3  

Isobutyrate  4.9±0.3  1.3±0.1  2.7±0.4  4.7±0.1  3.4±0.0  2.8±0.6  

Isovalerate  4.2±0.5  1.0±0.1  2.5±0.2  3.7±0.1  3.5±1.0  6.1±1.0  

Isocaproate  2.5±0.0  1.0±0.1  2.3±0.1  2.6±0.1  1.4±0.1  1.3±0.1  

TOTAL SCFA 101.5±0.4  33.8±3.7  58.5±5.7  117.0±3.4  49.1±5.9  55.7±6.3  

 
Values reported in the table are corrected values (e.g. the concentration in the reactor T48 corresponds to the concentration 
measured in the reactor to which the concentration of the reactor P48 was subtracted). 
Numbers in bold are SCFA concentrations at the slow retention time which are significantly different to the values obtained 
in the same reactor at the normal simulated transit time. 
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FIGURES: 

 

 
 

              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1: Microbial analysis of the gut 
microbiota in each reactor at the two 
different simulated transit time.  
 
(A) Bacterial family proportions in each 
reactors: The numbers in bold correspond to 
values obtained at the slow simulated transit 
time  which are significantly different when 
compared to the values obtained in the same 
reactor at the normal simulated transit time 
(p<0.05). Shannon diversity index 
characterizes the diversity in a community, 
i.e. species abundance and evenness. 
Biomass is indicated in g of dry matter per 
litter of medium.  
Phyla are depicted in blue (Actinobacteria), 
green (Bacteroidetes), red (Firmicutes) and 
orange (Proteobacteria) 
 
(B) Correlation matrix based PCoA of the 

microbial profiles obtained with the three 

reactors at the 2 simulated transit times. 

Empty symbols, 48h transit time simulation; 

Filled symbols, 96h transit time simulation; 

Circles, proximal part; Squares, transversal 

part; Triangle, distal part. 

A 

B 
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Figure 2: Analysis of the metabolomic data obtained for each reactor at the two different simulated transit times.  
A) Correlation matrix based PCoA analysis of metabolites profiles in each reactor (Empty symbols, 48h transit time simulation; 
Filled symbols, 96h transit time simulation; Circles, proximal part; Squares, transversal part; Triangle, distal part) 
. B) Venn diagram of the 259 ions which are significantly modified with the increase of the simulated transit time, showing 
shared ions among the different simulated anatomical parts. C) Graphic representation of the proportion of ions which are 
significantly increased (blue) and decreased (red) in the three reactors with the simulated increase of transit time.  
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ii.1.2.3.2 Conclusion et perspectives

Le système 3-ECSIM permet l’étude du microbiote intestinal en isolant les facteurs (exo-
gènes ou endogènes) à tester s’affranchissant des paramètres liés à l’hôte. L’établissement d’un
temps de renouvellement du milieu plus lent a permis de retrouver des résultats établis in vivo
chez la personne âgée souvent caractérisée par un temps de transit lent. Ainsi, le temps de
transit participerait pour une part non-négligeable dans la modification structurelle et fonc-
tionnelle du microbiote colique, chez la personne âgée, à côté d’autres éléments capitaux tels
que la nutrition, l’absorption et la santé. Il est possible que cette nouvelle niche créée soit plus
favorable à la prolifération des archées méthanogènes. En effet, l’augmentation de bactéries
de type Clostridium cluster XIV et la diminution / disparition des Desulfovibrionaceae plaide
en faveur de l’instauration d’un environnement plutôt favorables aux méthanogènes de type
Mb. smithii. La famille Clostridium cluster XIV contient notamment des bactéries du genre Ru-
minococcus spp. Ces dernières se trouvent en proportion plus importantes dans un des trois
entérotypes décrits par Arumugam et al. en 2012, avec le terme évocateur d’entérotype Rumi-
nococcus-Methanobrevibacter, où ces deux organismes se retrouvent associés [333]. On connait
déjà l’apport synergique de Mb. smithii dans l’efficacité de fermentation de B.thetaiotaomicron
[231] et l’avantage mutuel qu’en tirent ces deux organismes. Il est possible que de tels liens
existent également entre certains membres de Clostridium cluster XIV et Mb. smithii : ceci expli-
querait (i) cette co-association Ruminococcus - Methanobrevibacter retrouvée fréquemment chez
l’Homme, et (ii), l’installation de cette dernière chez la personne âgée, où, de par la diminution
du temps de transit, Clostridium cluster XIV se retrouve augmenté. Des expériences menées en
co-inoculation d’animaux gnotobiotiques permettraient d’apporter des éléments de réponse.
Enfin, la diminution / disparition des Desulfovibrionaceae est également un élément extrême-
ment favorable à Mb. smithii ainsi qu’à l’ensemble des méthanogènes hydrogénotrophes, en
réduisant un compétiteur pour l’hydrogène.

ii.1.2.4 Élaboration d’un modèle in vitro d’étude des archées méthanogènes dans un environnement
intestinal simulé

ii.1.2.4.1 Contexte de l’étude

Des études précédentes, il peut être conclu que les outils in vitro de type ECSIM permettent
de simuler un environnement colique de personne âgée (étude sur la simulation du temps de
transit) et que le développement d’archées méthanogènes y est possible : ceci est vrai à la
fois de manière théorique (étude sur la simulation du temps de transit) et de manière réelle
(révélée avec l’étude sur les cryoprotecteurs). Il est donc maintenant envisageable de mettre en
place un modèle in vitro d’étude des archées méthanogènes dans le microbiote intestinal hu-
main. Ce modèle doit idéalement permettre de maintenir des microbiotes fécaux humains avec
leur composante méthanogène, permettre d’inhiber spécifiquement la composante méthano-
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gène, et inversement, permettre d’introduire des archées méthanogènes dans des microbiotes
non-méthanogènes.

ii.1.2.4.2 Synthèse des résultats

Il a été possible de maintenir un microbiote méthanogène-positif (Mb. smithii) à des taux com-
parables à ceux observés dans le microbiote fécal initial dans le système mono-étagé ECSIM.
Celui-ci a cependant dû être placé à un pH de 6.2. Un essai préliminaire à pH= 5.75 s’est en
effet avéré infructueux. Ce développement s’est caractérisé par la production de méthane. Il a
été également possible d’inhiber le développement de Mb. smithii par ajout dans le fermenteur
d’un inhibiteur spécifique de la méthyl-coM réductase MCR, dernière enzyme commune de la
méthanogenèse. Cet inhibiteur, le BES (2-bromo-ethane sulfonate), a provoqué une disparition
de méthane dans l’atmosphère du fermenteur, et une diminution progressive du nombre de
cellules de Mb. smithii dans le fermenteur, mesuré par qPCR. Le taux de diminution de Mb.
smithii est compatible avec celui d’un lavage progressif de l’archée du fermenteur, indiquant
une très probable inhibition de l’archée. De plus, l’archée méthanogène principale du micro-
biote intestinal humain, Mb. smithii souche ATCC 35061 a pu être inoculée et implantée in vitro
avec succès à la fois dans un microbiote colique non méthanogène et dans le microbiote mé-
thanogène précédent. L’analyse des groupes taxinomiques réalisée avec la biopuce HuGChip
confirme également que les groupes reportés dans l’étude précédente (Clostridium clusters I, IV
et XIV) sont fortement associés à la présence de Mb. smithii, et qu’à l’inverse un antagonisme
existe avec les sulfato-réducteurs Desulfovibrionaceae qui deviennent indétectables en présence
de Mb. smithii et réapparaissent après inhibition des méthanogènes par le BES. L’introduction
in vitro de Mb. smithii dans un microbiote non-méthanogène s’est avérée possible. Cependant,
les conséquences sur le microbiote ont été drastiques avec une modification profonde et une
perte de diversité très importante.

ii.1.2.4.3 Résultats détaillés : Article scientifique

Ces travaux ont fait l’objet d’un article scientifique publié dans le journal Anaerobe comme
note technique, en tant que co-1er auteur avec William Tottey. Nous avons tous deux œuvré
aux expériences de fermentation. Mon apport plus particulier concerne la mesure du taux de
méthanogènes et la culture de la souche inoculée Mb. smithii ATCC 35061, ainsi que la mesure
des gaz atmosphériques.
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a b s t r a c t

Reported failures with gnotobiotic animal models led us to establish an in-vitro model of reciprocal
conversion of methanogenic and non methanogenic microbiota from human fecal samples. Conse-
quences on gas and microbiota compositions are reported. This should facilitate the study of the
controversial role of gut methanogens in human health.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The human gut microbiota is a very abundant and diverse
ecosystem reaching 1012 microorganisms per gram of feces and is
composed of around 400 different bacterial species per individuals
[1]. Several archaeal species are also recovered, mostly metha-
nogens of two main orders, Methanobacteriales and Meth-
anomassiliicoccales [2] that can be carried independently [3].
Methanogens have been related to various disease conditions
encompassing irritable bowel syndrome, inflammatory bowel dis-
ease, colorectal cancer, anorexia or obesity, and some species can
activate dendritic cells [4], but their role in human health remains
ambiguous [2]. Inversely, due to their unique metabolic properties
[5], Methanomassiliicoccales representatives have been also
recently proposed as potent probiotics (“Archaebiotics”) towards
prevention of cardiovascular disease or trimethylaminuria [6].
Prevalence of methanogens in human gut is age/geographical/diet/
host genetic dependent [2,3]. One of them, Methanobrevibacter
smithii (M. smithii) [7] can be found at very high level in fecal matter
and is positively correlated with the enterotype dominated by the
genus Ruminococcus [1]. It shows typical adaptations to the human

gut like adhesion-like proteins with substrate-regulated expression
and glycans mimicking those found in the gut [8,9].

M. smithii was successfully cultured in axenic mice with or
without colonization with Bacteroides thetaiotaomicron [10], but it
was reported that the colonization of M. smithii with a consortium
of human gut-derived bacterial members was not achieved in this
model [3,8]. Due to unclear role in health and disease, as well as
potent probiotics use, there is a need of models to help better un-
derstand the biology and ecology of methanogens in the gut.
Gibson et al. (1988) achieved to study methanogenesis and sulfate
reduction in their 3 stage continuous culture system, with the
communities harboring these metabolic functions already present
in the fecal sample [11]. We therefore planned to establish a model
based on the ECSIM system [12] to study the role of methanogens in
human gut microbiota, using M. smithii as a model organism. This
in-vitro model presents the unique property to maintain a gut
microbiota under anaerobia generated by the own metabolism of
the fermentor. We tried first to culture an inoculum derived from a
human fecal sample presenting M. smithii (Mbsþ sample) as the
sole methanogenic archaeon detected (negative PCR tests for
Methanosphaera stadtmanae and Methanomassiliicoccales [13]; no
methane detected in batch cultures). It was used to inoculate two
ECSIM systems, fed with the same medium. M. smithii, as other gut
methanogenic archaea, has a slow doubling time and is associated
to slow intestinal transit times [7]. A dilution rate of 0.04 L h�1,

* Corresponding author. EA-4678 CIDAM, 5e CBRV, Universit�e d'Auvergne, Place
Henri Dunant, F-63000 Clermont-Ferrand, France.

E-mail address: jf.brugere@udamail.fr (J.-F. Brug�ere).
1 The authors want to be known that William Tottey and Nadia Gaci should be

considered as co-first authors due to their equal contribution to this work.

Contents lists available at ScienceDirect

Anaerobe

journal homepage: www.elsevier .com/locate/anaerobe

http://dx.doi.org/10.1016/j.anaerobe.2015.04.009
1075-9964/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Anaerobe 34 (2015) 50e52



corresponding to a retention time (RT) of 25 h in these 1-L fer-
mentors, was therefore applied (over 3 times its normal doubling
time). Experiments were led at pH 6.2 rather thanmore acidic ones,
M. smithii being known to develop at pH near neutrality [14]. The
stabilization of the chemostats was considered after 8 RT
(8 � 25 ¼ 200 h). At this time (T0 of the experiment), fermentors
showed amethanogenic activity with little methane detected in the
gas phase (Fig. 1B and data not shown). In one of the two fer-
mentors, we then added 10 mL of a pure culture of M. smithii ATCC
35061 (OD600nm ¼ 0.40) and the fermentations were further
continued for an additional 8 RT (T200). This led to a little increase of
the load of M. smithii as determined by qPCR (Table 1): around
1010e1011 copies of the mcrA gene (encoding the subunit a of the
methyl-CoM reductase, specific to methanogens) per mL of
fermentation mediumwere detected (Table 1). This corresponds to
an M. smithii (mcrA)/total bacteria load (16S rRNA gene) ratio of
around respectively 1.0% and 3.4%, compared to an initial ratio of
6.0% in the Mbsþ stool sample. Importantly, this overload had very

slight effect on bacterial composition when analyzed with the
HuGChip [15] (correlation between probes signals: R2 ¼ 0.91 be-
tween the two fermentors after M. smithii addition, vs R2 ¼ 0.95
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Fig. 1. Gas and microbial composition in bioreactors in presence/absence and addition/inhibition of M. smthii ATCC 35061. Time course and design of experiments are shown in the
upper part (A) with indication of the addition of M. smithii ATCC 35061 (T0) and of the methanogen-specific inhibitor BES (T200). These fermentations studies were also conducted
with no addition of M. smithii on an initially Mbsþ inoculum derived from human stools (not shown, see text for further details). Results obtained on an initially Mbsþ inoculum (B)
and on an Mbs� inoculum (C) are depicted with the relative abundances of gas (left histogram of each pair) and of bacterial families of the microbiota (right histogram of each pair).
The legends for gas (upper part) and bacterial families (lower part) are indicated on the right part of the figure.

Table 1
M. smithii loads through mcrA gene copies determined by qPCR assay (n ¼ 3).

Mbsþ stool Mbsþ stool Mbs� stool

Stoolsa 10.92 (12.14) 10.92 (12.14) ND (11.93)
T0b 9.02 (11.97) 9.03 (11.98)

þ M. smithii
ND (11.59)

T200b 10.02 (12.00)
þ BES

10.61 (12.08)
þ BES

10.08 (12.07)
þ BES

T400b 6.99 (12.19) 7.92 (12.16) 7.37 (12.12)
% M. smithii copies,

T400 vs T200
0.09 0.20 0.19

ND: None detected.
In brackets stands the bacterial load (in Log10 of 16S gene copies per mL of medium).

a Log10 of M. smithii per g of stools.
b Log10 of M. smithii per mL of medium.
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before, data not shown).
We also performed a third fermentor in the same conditions, but

using an initial inoculum devoid of M. smithii (Mbs� sample), as
determined by qPCR assays/batch cultures. As expected, no
methane was detected after stabilization (Fig. 1C). Two hundred
hours after addition of 10 mL of a pure culture of M. smithii ATCC
35061 (similarly to initially Mbsþ fermentor), methane was
detectable at a high gas proportion (around 70%, Fig. 1C). This
methane production (about twice as rapid than in Mbsþ fermen-
tors) was likely due to a rapid metabolic and ecological adaptation
ofM. smithii. Interestingly,M. smithii reached similar levels (around
Log10 ¼ 10 of mcrA gene copies, with an M. smithii/bacteria ratio
(mcrA/16S gene copies) of 1.0%, Table 1).

Influence of M. smithii in these consortia initially containing or
devoid of M. smithii was addressed by adding once BES (2-bro-
moethanesulphonic acid) at a final concentration of 10 mM, a
specific inhibitor of methanogens [16]. The inhibitory effect was
clearly detectable with a complete disappearance of methane in the
atmosphere (Fig. 1B and C, T400) and a number of mcrA gene copies
falling to Log10 ¼ 7.0e7.9 (Table 1), 200 h after. These values cor-
responded to 0.09%/0.20% of the values obtained just before BES
addition (Table 1), indicating likely a wash effect (expected theo-
retical values: 0.39% after 8 RT). Hydrogen sulfide reappeared in all
fermentors (0.8e0.9%, Fig. 1B and C, T400), with similar levels than
initially detected with the Mbs� inoculum (Fig. 1C, T0). The mi-
crobial composition also indicated that Desulfovibrionaceae (the
main group of sulfate-reducing bacteria (SRB) of the gut micro-
biota) was shown to disappear with M. smithii development
(detection threshold around 0.1%, [15]) and to reappear following
BES treatment (Fig. 1). This negative correlation (rs ¼ �0.841, two-
tailed p value <0.05, n ¼ 6) is likely due to a mutual exclusion from
competition towards H2, agreeing with other data showing that
archaea competitively displace sulfate-reducing bacteria in the
human gut microbiota [16,17]. Whether SRBs have been reactivated
from a stable maintained pool, or from a not yet-washed SRBs pool
remains to be determined. Also, a positive correlationwas observed
between the development of M. smithii and the abundance of the
bacteria belonging to the family Bacteroidaceae (rs ¼ 0.886, two-
tailed p value <0.05, n ¼ 6) together with a trend towards an in-
crease of bacteria of the Clostridium clusters IV and XIV when the
archeon develops in the initially Mbs� inoculum (Fig. 1B). This
supports thatM. smithii is strongly correlated with some Firmicutes
of the Clostridium clusters I, IV and XIV closely related to cultured
acetogens [18].

Therefore, this experimental procedure provides an alternative
to animal models, as M. smithii failed to be established in con-
ventionalized rodents with human gut microbiota [3,10]. Some of
the remaining gaps concerning microbial relationships between
methanogens and other human gut microbes and their environ-
ment (diet, xenobiotics,…) could be addressed by this model,
considering however the absence of host cellsemicrobiota in-
teractions. This encompasses (but not limited to) energy harvesting
through SCFA, detection of species/gene expressions modulated by
addition/inhibition of methanogens, which would help to decipher
their possible role in human diseases and their potential as novel

probiotics.
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ii.1.2.5 Conclusions et perspectives de l’ensemble des études in vitro

La culture de méthanogènes dans des microbiotes maintenus en système in vitro et la réus-
site à la fois de leur implantation dans des microbiotes non-méthanogènes et de leur inhibition
spécifique ouvrent de nouvelles perspectives. A cela s’ajoute la réussite de la conservation de
microbiotes fécaux porteurs de méthanogènes de l’ordre des Methanobacteriales et des Methano-
massiliicoccales. Ainsi, il devient théoriquement possible de tester les différents méthanogènes
dans des études similaires à celle décrite précédemment. Il devient également possible d’in-
tervenir sur les sources initiales de substrat. Parmi les autres méthanogènes à tester, ceci
concerne en priorité Ms. stadtmanae et les diverses Methanomassiliicoccales. Un seul essai a été
réalisé, non-décrit ici, avec un microbiote non méthanogène et l’addition de la seule Methano-
massiliicoccale isolée et disponible à ce jour, Mmc. luminyensis. Ceci s’est avéré infructueux et
le manque de temps ne nous a pas permis de réaliser de nouveau une telle expérience. Les
causes de cet échec sont inconnues, et peuvent être techniques. Cependant, il est également
possible que l’usage d’autres méthanogènes nécessitent la mise au point d’autres conditions.
Le laboratoire dispose des outils in vitro pour continuer ce type d’expérimentation, afin de
connaître les déterminismes et les conséquences au niveau du microbiote humain de la per-
sonne âgée de la présence d’archées méthanogènes. Par d’autres approches, il est également
possible de déterminer le rôle, en particulier métabolique, que ces archées peuvent avoir au
niveau de tractus gastro-intestinal humain.
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CHAPITRE II.2

C A PA C I T É S M É TA B O L I Q U E S D E S M É T H A N O G È N E S D U T R A C T U S
D I G E S T I F : Q U E L S S U B S T R AT S D E M É T H A N O G E N È S E ?

Les archées méthanogènes ont pour obligation, pour leur survie, de réaliser ce métabolisme
particulier qu’est la méthanogenèse décrite en étude bibliographique. Ce métabolisme peut
se faire selon différentes modalités, questions que l’on peut adresser grâce à des souches
isolées et/ou à partir de données génomiques. Certaines données semblent acquises, telles
que l’utilisation de méthanol et d’H2 par Ms. stadtmanae, ou l’utilisation du CO2 / H2 ou du
formate par Mb. smithii. Cependant, ce dernier, hautement prévalent, est-il réellement limité à
cette seule capacité ? De plus, l’augmentation de la diversité en méthanogènes de la personne
âgée entraine-t-elle de nouvelles capacités métaboliques résultant de l’utilisation de nouveaux
substrats de méthanogenèse ?

ii.2.1 utilisation du méthanol par mb. smithii ?

ii.2.1.1 Rappel du contexte et objectif de l’étude

Mb. smithii est le méthanogène le plus répandu et abondant de l’intestin humain, pouvant re-
présenter jusqu’à 10 % des microorganismes anaérobies [2, 237]. Il est détecté chez plus de 50

% de la population adulte [228, 17, 301]. Cette prédominance est expliquée (i) par sa capacité à
moduler les voies métaboliques d’autres souches fermentaires de l’intestin tel que Bacteroides
thetaiotaomicron [230] et (ii) par une grande variété de molécules d’adhésion permettant de
coloniser l’environnement intestinal [231, 224]. Cette archée est connue pour être hydrogé-
notrophe, utilisant le CO2 et l’H2 lors de la méthanogenèse. Elle peut également utiliser le
formate, selon la même voie métabolique [226, 2, 237]. L’analyse des capacités adaptatives de
Mb. smithii à l’environnement intestinal entreprise par Samuel et Gordon (2007) a signalé la
présence de gènes impliqués dans l’utilisation du méthanol et de l’éthanol [231]. En préam-
bule à cette étude, nous avons enquêté sur les différentes souches de Mb. smithii identifiées
dans le TD humain. La présence de gènes mtaABC dédiés à l’utilisation de méthanol lors de
la méthanisation est avérée dans le génome de 22 des 23 souches intestinales connu (Tableau
2, Gaci et al., 2014). Seule la souche DSM 2374 fait exception. Cependant, le génome de cette
souche, issu du « Human Microbiome Project » est partiellement incomplet et la présence
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de ces gènes ne peut être totalement exclue. Dans l’étude qui suit, nous avons vérifié si les
gènes mtaABC de Mb. smithii étaient fonctionnels. La capacité d’utilisation de méthanol par
des souches intestinales de Mb. smithii pourrait en effet fournir des explications supplémen-
taires au potentiel adaptatif de cette archée à l’origine de son abondance intestinale. Ainsi,
nous avons testé sa capacité à utiliser le méthanol à partir de 3 souches intestinales dont celles
où les gènes nécessaires semblent absents (DSM 861, DSM 2375 et DSM 2374). Bien que les
preuves génomiques soient absentes, d’autres composés méthylés comme la TMA ou encore
des substrats plus complexes tel que la pectine (pourvoyeur intestinal de méthanol, [334]) ont
également été testés.

ii.2.1.2 Matériel et méthodes

ii.2.1.2.1 Souches et milieu de culture

Trois souches de Mb. smithii d’origine fécale humaine ont été obtenues à partir de la collec-
tion allemande de micro-organismes et de cultures cellulaires (DSMZ, Braunschweig, Alle-
magne) : ces souches sont DSM 2374, DSM 2375 et DSM 861 (ATCC 35061), dont les génomes
sont répertoriés respectivement sous les numéros d’accession ABYV00000000, ABYW00000000

et CP000678.1. Pour leur croissance, elles ont été maintenues dans les conditions préconi-
sées par DSMZ, sous 80 % H2 et 20 % CO2. Une version modifiée du milieu DSMZ 141

(www.dsmz.de) réduit sous N2 a été utilisée pour la culture. Cette modification correspond
en l’ajout d’une solution d’acides gras à chaînes courtes contenant les acides : valérique, iso-
valérique, 2-méthylbutyrique et isobutyrique, selon les préconisations du milieu DSMZ 119.
Ce milieu final est réparti à raison de 5 mL dans des tubes de Hungate puis autoclavé. Au
moment des inoculations, 50 µL de solution de vitamines de Balch [77] sont ajoutés. Les ino-
culations et les transferts sont effectués de manière aseptique en condition d’anaérobie. Les
incubations sont réalisées à 37 ˚C sous agitation.

ii.2.1.2.2 Culture de Mb. smithii en présence de méthanol

Les premiers tests ont été menés sur la souche de référence Mb. smithii DSM 861, afin de
tester les concentrations éventuellement optimales d’une utilisation du méthanol : ainsi, des
concentrations de 0, 20, 40, 60 et 80 mM de méthanol ont été testées, en culture sous seule
présence initiale d’H2 dans la phase gazeuse. La croissance en présence de 20 % CO2 et 80 %
H2 a été mise en place en tant que témoin positif. La croissance des méthanogènes a été suivie
par l’analyse du méthane produit dans la phase atmosphérique, tous les trois jours pendant
17 jours (microGC-3000 ; Agilent Technologies). A l’issue, les cultures ont été congelées à -80

˚C pour des tests moléculaires ultérieurs.
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ii.2.1.2.3 Croissance de Mb. smithii avec du méthanol en présence de différents gaz

La croissance en présence de méthanol ainsi que la dépendance à l’H2 a également été
analysée avec les trois souches. Environ 106 unités formant colonies (UFC) / mL des souches
DSM 2374, DSM 2375, et DSM 861 ont été cultivées en présence de 40 mM de méthanol avec de
l’H2, en présence de H2 / CO2 (80 :20) (contrôle positif) ou sous N2 ou CO2. La croissance de
Mb. smithii a été vérifiée par la mesure de la production de méthane (microGC-3000 ; Agilent
Technologies) ainsi que par le suivi du nombre de copies du gène mcrA.

ii.2.1.2.4 Consommation de méthanol lors de la méthanogenèse

La consommation du méthanol lors de la méthanogenèse a été vérifiée par chromatogra-
phie en phase liquide à haute performance (Agilent 1100). 1 ml de la phase liquide de la
culture de Mb. smthii DSM 861 a été analysé après une semaine d’incubation à 37 ˚C, en
présence de méthanol seul ou avec de l’H2.

ii.2.1.3 Résultats

ii.2.1.3.1 Organisation des gènes de la méthanogenèse méthylotrophe des Methanobacteriales du trac-
tus digestif

Ms. stadtmanae, la première méthanogène connue pour sa capacité à utiliser le méthanol
détient quatre copies du cluster mtaABC. Trois d’entre eux sont successifs et le quatrième
est éloigné de 700 Kb. L’enquête menée sur les génomes des souches Mb. smithii a révélé
que la quasi-totalité était porteuse de gènes de méthytransferases mtaABC nécessaires pour
la conversion du méthanol en méthane. Seulement une seule copie de mtaABC est observée
pour chacune d’entre elles. Ces gènes sont notamment observés pour chacune des souches
DSM 861 et DSM 2375. Leur organisation est illustrée sur la figure II.2.1 . Le gène MAP
codant la protéine Methyltransferase Activation Protein est également associé. Cette protéine,
spécifique à un type de méthyltransférase donné, permet la réduction du cobalt à l’intérieur
du groupement prosthétique corrinoide (état Co(I)), dans un processus ATP-dépendant [335].
Ce maintien de l’état réduit (par réactivation) est nécessaire pour assurer la fixation puis le
transfert du groupement méthyl (ici du méthanol). Une analyse phylogénétique du produit
du gène mtaB montre un rapprochement avec celui de l’autre Methanobacteriale Ms. stadtmanae,
mais distant de celui des Methanosarcinales [83].
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Figure II.2.1: Organisation des gènes impliqués dans l’utilisation du méthanol
En orange ceux codant les methylcobalamine : coenzyme M méthyltransférases (mtaA) ; en rouge ceux codant

les methyl-compound :corrinoïde méthyltransferases (mtaB) ; en vert ceux codant les composés méthylés :corri-

noïde protéines (mtaC). La localisation du gène MAP codant une protéine activatrice de méthylatransférase

(similaire à celles nécessaires aux méthyltransférases dédiées au méthanol) est également indiqué, en bleu. :
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ii.2.1.3.2 Utilisation de méthanol par Mb. smithii DSM 861

a) Effet dose-dépendant

Afin de déterminer d’une part si le méthanol est un substrat de méthanogenèse pour Mb.
smithii et d’autre part, la concentration optimale pour son utilisation, la souche Mb. smithii
DSM 861 a été cultivée en présence d’H2 et de diverses concentrations de méthanol variant de
0 mM à 80 mM. Le suivi de la production de méthane, montre une croissance dose-dépendante
(Figure II.2.2). En effet, tous les tubes montrent une production de CH4 décelable dès le 3ème

jour d’incubation, comprise entre 0,5 et 1,4 % de l’atmosphère. Par la suite, une augmentation
de la production de méthane est observée dans tous les tubes tout au long de l’expérience.
Un maximum est atteint pour les souches cultivées en présence 20 mM de méthanol (7,2
%) au bout de 17 jours. La concentration de 80 mM donne une production similaire à celle
obtenue en absence de méthanol, signifiant probablement un effet toxique pour la souche. Une
quantité importante et équivalente de méthane a été observée dans les tubes de 10 et 40 mM de
méthanol, présentant un maximum de 6,25 % de CH4. À 60 mM de méthanol, la production
de méthane reste faible, montrant qu’on avoisine déjà l’effet potentiellement toxique observé
à 80 mM. Curieusement, une production significative de méthane a été observée dans les
tubes dépourvus de méthanol (témoin théoriquement négatif). Ceci semble indiquer que le
milieu de culture présente ou génère des substrats de méthanogenèse. Ainsi, pour valider nos
résultats, nous avons entrepris deux études complémentaires : d’une part, une ré-édition de
l’expérience avec quantification du méthanol, et d’autre part une analyse de la quantité de
transcrits du gène mtaB (impliqué dans l’utilisation du méthanol) et du gène mcrA (impliqué
dans la dernière étape de la méthanogenèse) par rt-q-PCR.

b) Consommation du méthanol

Pour cette expérience avec la souche DSM 861, une seule concentration de méthanol a été
utilisée (40 mM), dans des conditions de culture par ailleurs identiques aux précédentes. Le
dosage de méthanol a été effectué en présence ou non d’H2 et de méthanol à 40 mM (Figure
II.2.3). La culture de Mb. smithii incubée en présence uniquement de méthanol sans H2 ne
présente ni croissance (augmentation de DO), ni production de CH4. Le dosage du méthanol
montre une concentration initiale 51,2 ± 1,3 mM au temps initial (J0), qui reste inchangée
après 7 jours d’incuation (50,3 ± 2,4 mM). En revanche, les cultures incubées en présence de
méthanol et d’H2 présentent une croissance au 7ème jour parallèlement à une diminution de
la concentration de méthanol dans le milieu, passant de 36 ± 5,8 mM à 27,5 ± 8,5 mM. L’effet
(consommation de méthanol) est net pour deux des trois tubes ensemencées.
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Figure II.2.2: Production de méthane par Mb. smithii DSM 861 cultivée en présence de concentrations
croissantes de méthanol et d’H2

La croissance de M. smithii DSM 861 a été suivie en présence de concentrations croissantes en méthanol (0

mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM et 80 mM) par la production de méthane. Les valeurs, ainsi que les barres

d’erreurs représentées, résultent de la moyenne de trois réplicats. NB : Pour plus de clarté, les barres d’erreurs

des mesures du point 80 mM n’ont pas été représentées

Figure II.2.3: Consommation du méthanol par Mb. smithii DSM 861
La consommation de méthanol par Mb. smithii DSM 861 a été mesurée par HPLC a temps initial et après

7 jours de croissance. Chaque test est représenté par deux points reliés par une barre. Aucune moyenne n’est

représentée du fait de la variation de concentration initiale en méthanol. Entre parenthèses sont représentées les

valeurs de la densité optique, suivie de celle de la proportion de CH4.
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Dans l’expérience précédente (a), après 17 jours de culture. Les transcrits du gène mtaB
(impliqué dans l’utilisation du méthanol) et du gène mcrA (impliqué dans la dernière étape
de la méthanogenèse) ont ensuite été quantifié par rt-q-PCR. Les résultats obtenus ont été
normalisés par rapport à la quantité du transcrit d’ARN 16S puis rapportés à la condition
de référence (condition témoin), c’est-à-dire aux transcrits observés en culture en présence
de CO2 et H2 (Figure II.2.4). Une surexpression du gène mtaB en présence de méthanol est
observée par rapport à la croissance en présence du CO2 et de l’H2. Cette surexpression
est également dose dépendante, conformément à ce qui est observé pour la production de
méthane. Le taux d’expression atteint une augmentation maximale de 25 fois en présence de 20

mM de méthanol. Le gène est même sous-exprimé à 60 et 80 mM de méthanol. Curieusement,
on observe une répression du gène mcrA en présence de méthanol par rapport à une croissance
en présence de CO2 et d’H2. Cette diminution d’expression est limitée à 4 fois à 60 mM de
méthanol mais s’avère plus importante aux autres concentrations, y compris en absence de
méthanol (sous H2 seul).

ii.2.1.3.3 Utilisation de méthanol par diverses souches Mb. smithii

Pour tester la constance de l’utilisation de méthanol chez l’espèce Mb. smithii, les souches intes-
tinales humaines DSM 861, DSMZ 2375 et 2374 DSMZ ont été testées. Cultivées dans les condi-
tions initiales usuelles de 80 % d’H2 et 20 % de CO2, ces pré-cultures ont été utilisées pour
inoculer de nouveaux milieux, dans lesquels le méthanol a été rajouté à une concentration de
40 mM et les cultures effectuées en présence d’H2. Pour vérifier le caractère hydrogénotrophe,
deux autres tests ont été effectués, en remplaçant l’H2 par du CO2 ou du N2. Comme observé
sur la figure II.2.5, toutes les souches de Mb. smithii maintenues sous H2 et CO2 croissent.
Par ailleurs, aucune souche méthanogène n’a été capable de former du méthane à partir de
méthanol en présence de N2 ou de CO2 seul. Les deux souches de Mb. smithii DSM 861 et
DSMZ 2375 dont les génomes portent les gènes mtaABC produisent du méthane à partir de
méthanol et de l’ H2. Cette production est perçue 48 heures après l’incubation. Le taux de
méthane produit en présence de méthanol est significativement plus faible comparé au mé-
thane produit en présence de CO2 et H2. Le taux de production est, respectivement, de 4 et
8 fois pour les souches DSMZ 2375 et DSM 861. Le rapport de la production de méthane en
présence de méthanol est d’environ 3 à 5% de l’atmosphère totale par rapport à la croissance
dans les conditions usuelles (CO2 et H2), qui peut atteindre 23 %. Cependant, aucune diffé-
rence significative n’a été observée lorsque le méthanol (40 mM) est ajouté à cette condition
(méthanol, CO2 et H2). Cela suggère que la voie méthanogène à base de dioxyde de carbone
est la voie habituelle pour la production de méthane par Mb. smithii. Les contrôles négatifs
(maintenues sous CO2 ou sous N2) ont été incubés pendant 1 semaine supplémentaire et au-
cune production de méthane n’a été détectée. La souche Mb. smthii DSMZ 2374 n’a montré
aucune croissance en présence de méthanol en tant que substrat. Cela est compatible avec
les données génomiques actuelles, ou le génome, bien qu’incomplet, ne possède aucun gène
mtaABC. Les mesures de croissance basée sur la quantification du gène mcrA ou sur la mesure
de CH4 sont en tous points compatibles (parties droite et gauche de la figure II.2.5).
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Figure II.2.4: Variation de l’expression de gènes de la méthanogenèse de Mb. Smithii DSM 861 cultivée
en présence d’H2 et de concentration croissante de méthanol

L’expression du gène mtaB spécifique à l’utilisation du méthanol (gris) et du gène mcrA nécessaire à toute

méthanogenèse (noir) est exprimée de manière relative à la quantité d’ADN codant l’ARN16S après 17 jours de

culture en présence de concentrations croissantes de méthanol (0 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM et 80

mM). Les valeurs ainsi que les barres d’erreurs représentées résultent de la moyenne de trois réplicats

Figure II.2.5: Croissance de différentes souches de Mb. smithii en présence du méthanol et dépendance
en H2

La croissance a été suivie par mesure de CH4 produit (à gauche) et par quantification du gène de méthanogenèse

mcrA (à droite). Toutes les valeurs ainsi que les barres d’erreurs sont les moyennes de trois réplicats.
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ii.2.1.3.4 D’autres substrats possibles pour Mb. smithii ?

Nous avons également exploré d’autres voies méthanogènes méthylotrophes. Pour cela, deux
types de substrats méthylés ont été testés, la triméthylamine (TMA), composé tri-méthylé
simple, utilisé les Methanosarcinaceae, et la pectine, composé polyosides dont le métabolisme
bactérien intestinal conduit à la formation de méthanol [336]. Les génomes de Mb. smithii
ne montrent pas de présence de gènes permettant l’utilisation des méthylamines, dans une
voie commune à celle du méthanol (voie méthylotrophe). La TMA a été ajoutée à 5 mM (soit
15 mM d’équivalent méthyle) en présence ou non d’H2. Aucune croissance n’a été notée,
conformément à la génétique de ces organismes (résultats non montrés). La pectine a été
rajoutée à une concentration de 2 g/L et la croissance testée en présence ou non d’H2. Du
méthane a été détecté en présence de pectine et d’H2. En effet, à l’exception de la souche DSMZ
2374 où la croissance reste faible, toutes les autres souches de Mb. smithii testées ont montré
une croissance avec H2 en milieu supplémenté en pectine (Figure II.2.6). Les premières traces
de CH4 ont été observées 48 heures après l’inoculation. La concentration de méthane atteint 3

% après 11 jours d’incubation. Cette proportion reste 3 à 7 fois inférieure à celle observée en
présence de CO2 et H2. De plus, cette croissance s’accompagne d’une surexpression du gène
mtaB et d’une diminution de l’expression du gène mcrA tout comme observé avec le méthanol,
en tout cas pour la souche DSM 861, seule testée au niveau de l’expression génique (Figure
II.2.7). Ces résultats suggèrent que la pectine peut être utilisée en tant que substrat alternatif
pour la méthanogenèse par les souches DSM 2375 et DSM 861, cependant entrainant, tout
comme le méthanol, des vitesses de croissance plus lentes.

ii.2.1.3.5 Discussion : une méthanogenèse méthylotrophe chez Mb. smithii ?

Le méthanol est généralement considéré comme un déchet métabolique du corps humain,
en raison de sa nature toxique [337, 338]. Il peut être absorbé par l’organisme par inhalation,
ingestion ou par diffusion cutanée. Il est mortel à une dose supérieure à 0,3 g / kg [339].
Lorsqu’il est ingéré, il est rapidement acheminé vers les reins et les poumons pour être éli-
miné en tant que déchet. Au niveau du foie, les enzymes hépatiques comme les alcool- et
formaldéhyde-déshydrogénases (ADHs) le métabolisent en formaldéhyde, acide formique et
dioxyde de carbone. L’accumulation de l’acide formique crée une acidose métabolique pou-
vant entraîner une toxicité oculaire [340]. Le méthanol est naturellement présent dans le corps,
issu de notre alimentation. Il provient principalement des fruits et légumes riches en pec-
tine, qui une fois atteint le colon, est dégradé par des communautés fibrinolytiques [341, 342],
libérant du méthanol. Il est acquis que le méthanol est converti par les organismes méthano-
gènes intestinaux en CH4 [343]. Cette voie métabolique est réalisée par Ms. stadtmanae, auquel
il peut être ajouté Mmc. luminyensis, membre de l’ordre Methanomassiliicoccales, comme l’ont
montré les travaux de Dridi et al. (2012) [90]. Ils contribuent ainsi à la détoxication du milieux
intestinal humain.
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Figure II.2.6: Croissance de différentes souches de Mb. smithii en présence de pectine et d’H2
La croissance de Mb. smithii, visualisée par la production de methane, est testée en présence de 2 g/L de

pectine. Toutes les valeurs et les barres d’erreurs présentées sont le résultat d’une moyenne de trois réplicats

Figure II.2.7: Expression des gènes mtaB and mcrA
Expression des des gènes mtaB and mcrA de la souche M. smithii DSM 861 présence de différents substrats

de méthanogenèse. l’expression des gènes mtaB (en noir) et mcrA(en gris) de la souche DSM 861 a été estimée

dans trois conditions i) en présence méthanol et d’H2, ii), de péctine et d’H2 et iii)du CO2 et d’H2. Les valeurs

ainsi que les bars erreurs présentées ici sont le résultat de la moyenne de quatre réplicats. Une ANOVA à un

facteur et une analyse par le test de Tukey post-hoc a été utilisée pour vérifier la significativité des résultats. Les

astérisques montrent une différence significative comparée au groupe de contrôle (CO2 et d’H2) (**, P < 0.05 ,

***, P < 0.005)

130



Cette hypothèse est également soutenue par la plus grande prévalence de Methanosphaera
spp. chez les animaux frugivores. Néanmoins, la prévalence de ces méthanogènes reste faible
dans la population humaine et peut au mieux être estimée à environ une personne sur deux
[17, 234, 314]. Notons toutefois que d’autres bactéries commensales intestinales sont capables
d’utiliser le méthanol, en particulier la bactérie acétogène réductrice Eubacterium limosum [344].
Lors de l’isolement de Mb. smithii [226], les caractérisations phénotypiques, biochimiques et
immunologiques ont été menées, tandis qu’une croissance positive a été observée en présence
de H2 / CO2, une faible croissance a été observée en présence de formate et aucune n’a été
enregistrée en présence de méthanol, d’acétate ou de TMA en tant que substrat. Toutefois, les
expériences ont été réalisées sous 1 atm de CO2 [226] sans ajout d’H2 omettant la possibi-
lité que l’espèce soit une méthanogène hydrogénotrophe obligatoire. Dans cette étude, nous
avons repris une partie les expériences de Miller et coll. avec d’autres souches, en ajoutant
de l’H2. Cet ajout a permis de voir une croissance chez les souches Mb. smithii DSM 861 et
DSM 2375 en présence de méthanol comme substrat unique mais pas dans les cultures dé-
pourvues de H2. Ces souches sont donc bien des hydrogénotrophes obligatoires. Cependant,
la croissance reste lente et plus faible comparée à celle obtenue en présence de CO2 et H2.
Cette faible croissance pourrait être due à i) un reste de CO2 non détectable par le microGC
3000, ii) l’utilisation d’un autre composé présent et ou généré dans le milieu, ou iii), à une
faible expression des gènes mtaABC. La première hypothèse est peu probable, car des taux
de CO2 non détectables n’auraient vraisemblablement pas permis une croissance aussi éle-
vée que celle détectée. La deuxième ne peut pas être exclue définitivement à ce stade de nos
connaissances, et on peut envisager que du formate ou du CO2 soit généré, à faibles doses,
au cours de l’expérience. L’utilisation du méthanol est avérée par les expériences de suivi
de sa concentration. Cependant, celle-ci est-elle bien à des fins de méthanogenèse ? Seules
d’autres expériences complémentaires permettraient de répondre définitivement à cette ques-
tion, en particulier l’utilisation de méthanol marqué (par exemple avec l’isotope stable (13C).
Différents arguments concourent pourtant à supposer le méthanol comme substrat de métha-
nogenèse, et en particulier la surexpression importante du gène mtaB en présence de méthanol.
Celle-ci reste toutefois insuffisante pour maintenir une croissance telle que celle observée en
conditions de culture hydrogénotrophe. La présence d’un seul opéron de mtaABC contre trois
chez Ms. stadtmanae ou quatre chez Mmc. luminyensis [89, 83] pourrait constituer une limite
ne permettant pas une utilisation optimale de ce substrat. En effet, des duplications des gènes
chez des souches exclusivement méthylotrophes semblent nécessaires. Dans ce cas, quel est
l’avantage sélectif pour Mb. smithii, dont même certaines souches pourtant d’origine humaine
ne présentent pas la capacité d’utiliser le méthanol ? De plus, une diminution de l’expression
du gène mcrA en présence de méthanol et d’H2 par rapport aux conditions de CO2 / H2

interroge, tout comme l’énergétique de ces métabolismes : en effet, la voie hydrogénotrophe
peut être considérée comme la voie usuelle pour Mb. smithii, même si ce n’est pas énergé-
tiquement la plus rentable (Tableau I.1.2, Chapitre 2). La prise en compte de ces différents
éléments amènent à formuler l’hypothèse que Mb. smithii est principalement un méthano-
gène réalisant une méthanogenèse hydrogénotrophe. Dans l’environnement intestinal auquel
il s’est particulièrement bien adapté, il trouve en effet CO2 et H2 en quantité pour croître. Vis
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à vis d’autres méthanogènes méthylotrophes ne reposant que sur le méthanol (en particulier
Ms. stadtmanae), il s’avère peu compétitif, permettant une niche écologique pour ces autres
méthanogènes, lui permettant par contre de survivre en cas de diminution du CO2 / H2 ou
d’un usage temporaire de ces éléments par d’autres espèces mieux adaptées. Mb. smithii ré-
pond alors à cette perturbation en ralentissant fortement sa croissance (expression diminuée
de mcrA). Par ailleurs, le méthanol semblant toxique pour Mb. smithii a des doses peu diffé-
rentes, cette méthanogenèse ralentie pourrait lui permettre de diminuer la concentration de
méthanol dans son environnement immédiat. Nos expériences montrent que la pectine peut
être utilisée par Mb. smithii seul en culture. La pectine est un polysaccharide de poids molécu-
laire élevé, composé d’acides galacturoniques liés par des liaisons alpha (1-4). Des molécules
de rhamnopyranoses sont reliées par des liaisons alpha (1-2) à des chaînes de sucres simples
(galactose, mannose, glucose et xylose). Elle est principalement retrouvée dans la peau des
fruits et légumes, notamment les agrumes (contenant 0,5% à 3,5% de pectine). La pectine
exerce des effets bénéfiques multiples sur la santé : elle prévient la vidange gastrique plus
communément appelée le syndrome de dumping [345], contribue à améliorer le métabolisme
des lipides et le taux de cholestérol sérique présent dans le sang [346], a un rôle dans la préven-
tion des infections intestinales, l’athérosclérose, le cancer, l’obésité [347] ainsi que le diabète
en réduisant la concentration plasmatique de l’insuline et du glucose [348]. C’est une fibre
soluble qui résiste à la digestion enzymatique chez les humains. Sa dégradation nécessite le
microbiote colique qui conduit à la formation de formate, d’acétate, d’acétone et de méthanol.
Les micro-organismes pectinolytiques initialement connus sont des espèces des genres Aeroba-
cillus, Lactobacillus, Micrococcus et Enterococcus [349]. Il a été montré qu’Erwinia carotovora avait
la capacité à produire du méthanol à partir de pectine au niveau de lumière intestinale [350].
Cette dégradation nécessite des méthylestérases de pectine. Jusqu’à présent, aucune archée
n’est connue pour ses propriétés pectinolytiques. Pourtant, la production de méthane est ici
observée dans nos expériences en présence de pectine et d’H2 et le gène mtaB est alors sur-
exprimé (Figure II.2.6 ). Dans notre étude génomique, aucun gène ne correspondant à une
enzyme pectinolytique n’a cependant été détecté.

ii.2.1.3.6 Conclusion et perspectives

Le port des gènes de méthanogenèse de type méthylotrophe chez les quelques Methanobacte-
riales reste une énigme [89, 83], mais cautionne une origine très ancienne de la méthanogenèse,
probablement initialement d’origine méthylotrophe. Ces gènes procurent vraisemblablement
un avantage à Mb. smithii en lui permettant une adaptation à un environnement extrême-
ment concurrentiel comme la lumière intestinale. Ces derniers résultats constituent des indices
supplémentaires permettant d’expliquer l’abondance relative de Mb. smithii et complétent les
études basées sur l’étude des génomes de Mb. smithii [231, 15]. La possibilité d’utiliser le mé-
thanol et la pectine pourrait l’aider à nouer des liens syntrophiques avec d’autres membres de
l’intestin, et lui permet un éventail métabolique plus large.
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ii.2.2 methanomassiliicoccales intestinales

La mise en place de nouvelles approches moléculaires pour l’étude de la diversité des ar-
chées méthanogènes du tube digestif a permis de montrer une diversité bien supérieure à celle
révélée par les études culturales. Les études de microbiologie classique n’avaient jusqu’alors
permis de mettre en évidence que les deux Methanobacteriales Mb. smithii et M. statdmanae
parmi le millier d’espèces bactériennes peuplant le tractus digestif. Cependant, même avec
des techniques moléculaires récentes, le choix des marqueurs moléculaires et des amorces uti-
lisées reste déterminant. Ainsi, un nouveau design d’amorces pour le gène mcrA spécifique des
méthanogènes révélait la présence d’un 7e ordre méthanogène [13], appelé dorénavant ordre
des Methanomassiliicoccales [16]. Des séquences affiliées à cette lignée de méthanogènes ont été
précédemment retrouvées dans de nombreux environnements anaérobies, sur la base de la
séquence de l’ARN 16S, sans qu’elles puissent pour autant être affiliées à des méthanogènes.
En effet, ce 7e ordre se caractérise par sa présence sur un lignage archéen (Thermoplasmata)
dont jusqu’alors les membres retrouvés étaient thermo-acidophiles et aérobies, ne laissant pas
présager la présence de microorganismes anaérobie et méthanogènes. La complexité en métha-
nogènes de certains environnements ne permettait pas de relier les archées identifiées par leur
séquence 16S aux méthanogènes identifiées par leurs séquences mcrA. C’est le cas notamment
de digesteurs anaérobies ou du rumen [351, 352, 132]. Dans ce dernier environnement était
ainsi décrit un lignage, le groupe Rumen Cluster-C (RCC) [353, 92] que l’on sait maintenant
appartenir aux Methanomassiliicoccales. Il en est de même chez l’Homme, où l’étude de Scanlan
et al. (2008) sur la diversité en méthanogènes humains révélait des méthanogènes proches des
Methanosarcinales [233], en définitif membres du 7e ordre [13]. Cependant, c’est l’isolement de
Methanomassiliicoccus luminyensis B10 à partir d’excréments humains [90] qui a définitivement
clos le débat en prouvant une méthanogenèse méthylotrophe à partir de méthanol, mais H2
dépendante, chez un organisme appartenant au lignage Thermoplasmata.

ii.2.2.1 Caractérisation du 7e ordre basée sur des données génomiques de différents membres intesti-
naux des Methanomassiliicoccales

A mon arrivée au laboratoire, les données génomiques d’une autre Methanomassiliicoccales
étaient disponibles, obtenues à partir d’une approche métagénomique sur un enrichissement
de culture de selles humaines sous méthanol et H2. Ce génome correspondant à l’espèce can-
didate Ca. Methanomethylophilus alvus (Mmp. alvus) [91] était annoncé le mois suivant celui
de Mmc. luminyensis B10 [311]. Le génome de ce dernier était et reste incomplet, formé de 27

contigs. Le génome de Ca. Methanomethylophilus alvus, donné sous forme d’un chromosome
circulaire unique apportait de nouveaux éléments quant à la biologie des Methanomassiliicoc-
cales : présence des gènes pour une méthylotrophie à partir de méthylamines, possibilité d’en-
codage de la pyrrolysine [91], mais aussi à attribuer un rôle présumé de ces archées dans leur
environnement, indiquant leurs propriétés métaboliques avant preuves expérimentales.
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ii.2.2.2 Methanomassiliicoccales, un ordre présentant des lignages environnementaux différents

Comme le montre la figure II.2.8, réalisée à partir de séquences mcrA et 16S provenant du
laboratoire et de bases de données publiques [83], l’ordre des Methanomassiliicoccales présente
des clusters : un premier comprenant Mmc. luminyensis, plusieurs membres retrouvés dans
différents environnements, dont le TGI humain : ce cluster dénommé Mmc. luminyensis-like ou
cluster mixte regroupe à la fois des séquences issues de sols, de stations d’épuration et des
séquences retrouvées dans l’environnement digestif. Comparativement, l’espèce Ca. Metha-
nomethylophilus alvus appartient à un cluster différent, où les séquences proviennent quasi
exclusivement d’environnements digestifs. Ce cluster est ainsi baptisé alvus-like cluster ou
cluster digestif, où est retrouvé le roupe RCC du rumen. Enfin, un troisième cluster peut être
identifié, dans lequel aucun membre digestif n’est identifié. Ce dernier forme le cluster Pavin,
du nom d’un lac auvergnat au fond duquel (-80 m) des séquences mcrA, 16S, et du gène de
méthylotrophie à partir de méthanol mtaB, toutes associées aux Methanomassiliicoccales, ont été
retrouvées [83]. Il comprend des environnements lacustres profonds, des sédiments marins, et
d’autres environnements extrèmes. Cette analyse montre aussi des lignées de Thermoplasmata,
certaines méconnues, le plus souvent aérobies, parfois acidophiles ou thermo-acidophiles.

ii.2.2.2.1 Génomique comparative de différents membres des Methanomassiliicoccales

Dans ce contexte de disponibilité initiale de 2 génomes, il m’a été confié la tâche de la
recherche des gènes impliqués dans la méthanogenèse méthylotrophe chez les Methanomas-
siliicoccales ainsi que ceux permettant la synthèse de la pyrrolysine. En effet, comme décrit
dans l’étude bibliographique, ces deux éléments sont liés quant à la méthanogenèse à partir
de composés méthylés de type méthylamines. En parallèle, un enrichissement d’une troisième
Methanomassiliicoccales du tractus gastro-intestinal, différente, était réalisé par l’emploi de mé-
thanol et H2, suivi de comparaison de croissances par qPCR. Cette souche, devenue par la
suite Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis, provient de fèces d’une personne âgée de 93 ans
de sexe féminin. Elle complète notre vision des Methanomassiliicoccales associées à l’Homme,
et appartient au cluster mixte.

a) Nouveau génome affilié aux membres du cluster mixte

A partir des enrichissements de Ca. Mmc intestinalis, un nouveau génome a pu être ob-
tenu. Ceci a pu être possible à partir d’un enrichissement de l’ordre de 30%, basé sur la propor-
tion d’ADN codant l’ARN16S de cette Methanomassiliicoccale et des bactéries. Ce génome com-
plet, circulaire, présente une taille intermédiaire avec les deux précédents, d’environ 1,9 Mpb.
un G+C % de 41,3, atypique par rapport aux 2 précédents connus, et partage 98 % d’homologie
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Figure II.2.8: Diversité des Methanomassiliicoccales et leurs relations évolutives au sein du lignage Ther-
moplasmata.

Phylogénie des Methanomassiliicoccales réalisée par la méthode du maximum de vraisemblance de la protéine McrA (a) et de
l’ARNr 16S (b) mettant en évidence l’organisation de l’ordre en 3 clusters potentiels, correspondant à des origines

environnementales diffférentes. La proximité des Methanomassiliicoccales et d’autres lignées Thermoplasmata est indiquée, entre
autre avec les Thermoplasmatales et les groupes DVHE2, MG-II et MBG-D [83].
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avec l’ARNr 16S M. lumiyensis. La recherche des gènes de méthanogenèse que j’ai entreprise
a révélé la présence des gènes nécessaires à une méthanogenèse méthylotrophe, à partir de
méthanol et de méthylamines, ainsi que la présence des gènes nécessaires à l’encodage de la
pyrrolysine. Ces résultats génomiques ont été annoncés dans l’article, "Genome Sequence of
"Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis" Issoire-Mx1, a Third Thermoplasmatales-Related
Methanogenic Archaeon from Human Feces", présenté en annexe 3 et dont je suis co-auteur.

b) Données concernant la méthanogenèse, issues de la comparaison de génomes

Grâce à ce 3ème génome, nous disposons de données génomiques de 3 membres intesti-
naux humains provenant de 2 des 3 lignages décrits pour cet ordre. Il a donc été entrepris des
analyses génomiques comparatives afin d’en tirer des informations générales quant à cet ordre,
tant au niveau génomique, génétique, physiologique et environnemental. Étonnamment, les
gènes nécessaires à une méthanogenèse hydrogénotrophes sont tous absents (résultats de G.
Borrel), ce qui rend cet ordre unique au sein des méthanogènes (Figure II.2.9) [83].

Mon travail de génomique comparative a concerné plus particulièrement les gènes im-
pliqués dans la méthanogenèse méthylotrophe. A partir des données annotées et corrigées
manuellement (prédiction des cadres de lectures par Glimmer3 [354], annotation notamment
par RAST [355] et l’utilisation de BLAST associée à des bases de données genbank, EMBL
et SWISS-Prot), les gènes correspondant à l’utilisation de composés méthylés ont pu être dé-
terminés : un tableau récapitulatif donne leur numéro d’accession et leur nombre de copies
(Tableau II.2.1). Si la majorité des gènes nécessaires sont présents, à l’exception de ceux néces-
saires à l’utilisation du diméthylsulfide chez Ca. Mmc. intestinalis, des variations de nombre
sont cependant visibles au niveau des méthyltransferases spécifiques à chaque substrat. La
souche M. luminyensis B10 supplante les autres souches en termes de nombre de gènes. Les
gènes impliqués dans l’utilisation du méthanol, que ce soit des gènes codant pour Methyl-
compound corrinoid proteins ou les méthyltransferases correspondantes sont au nombre de
3 dans le genre Methanomassiliicoccus contre 1 chez Ca. Mmp. alvus. On compte 4 duplica-
tions de méthyltransferases spécifiques au monométhylamine (mtmB), et 4 Methyl-compound
corrinoid proteins (mtmC) chez Mmc. luminyensis alors qu’on observe que 2 gènes de chaque
chez les deux autres souches. Cette tendance est observée sur la quasi-totalité des gènes de
la méthanogenèse. La carte physique illustrant l’organisation des gènes de la méthanogenese
méthylotrophe chez les différentes souches intestinales des Methanomassiliicoccales au sein des
génomes (Figure II.2.10) montre que les gènes communs de la méthanogenèse de type mcr
sont regroupés et se suivent sans interruption, sauf pour un gène mcrC de Ca Mmc. intestinalis
éloigné des autres gènes. Les gènes mtaB et mtaC sont étroitement associés dans ces génomes,
cela suggère qu’ils forment une unité de transcription comme chez d’autres méthanogènes
[356, 89]. De manière similaire à mtaB et mtaC, les gènes codant pour les enzymes impliquées
dans l’utilisation de méthylamines (mtmBC, mtbBC et mttBC) sont en étroite association, il
s’agirait également d’unités de transcription. Ca. Mmp. alvus possède trois homologues de
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mtaA/mtbA formant d’apparentes unités de transcription isolées. Les gènes dupliqués ne se
suivent pas forcement et sont disséminés un peu partout dans le génome.
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Figure II.2.9: Relations phylogénétiques des archées méthanogènes et caractéristiques des Methanomas-
siliicoccales.

La phylogénie des 7 ordres méthanogènes est représentée à partir de données issues de 57 protéines ribosomales à droite et de
McrA-B-C-D-G à gauche (maximum de vraisemblance). À droite, les croix rouges indiquent la perte complète de la facutlé de

méthanogenèse. Les points rouges indiquent la présence du gène mcrA. Les groupes capables de méthanogenèse
hydrogénotrophe sont indiqués par un point bleu, une méthanogenèse méthylotrophe est indiquée en vert. Lorsque les cercles
sont barrés, les gènes nécessaires sont en partie présents, mais la méthanogenèse n’est pas fonctionnelle pour cette voie. Seule

les Methanomassiliicoccales présentent l’absence totale de la voie hydrogénotrophe [83].
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Figure II.2.10: Organisation des gènes impliqués dans l’utilisation des substrats méthylés (méthanol ;
MMA ; DMA ; TMA et DMS)

En noir sont représentés les gènes de l’opéron mcrBDCGA impliqués dans la dernière étape de la méthano-

genèse (commune à tous les types de méthanogenèse) ; en orange ceux codant les methylcobalamine : coenzyme

M méthyltransférases ; en rouge ceux codant les methyl-compound :corrinoïde méthyltransferases ; en vert ceux

codant les methyl-compound :corrinoïde protéines ; en gris, ceux dont le rôle est encore incertain En bleu clair

sont représentés les gènes codants les composants nécessaires à la synthèse et à l’insertion traductionnelle du

22ème acide aminé, la pyrrolysine, impliquée dans l’activité catalytique des méthyltransférases responsables de

la méthanogenèse à partir de méthylamines.

Figure II.2.11: Croissance de Mmc. luminyensis en présence de substrats méthylés (méthanol, MMA,
DMA, TMA, choline, bétaine, DMS, DMT)

La croissance de Mmc. luminyensis en présence de différents substrats méthylés (signalées avec différentes

couleurs) a été suivie par mesure de CH4 produit (figures à gauche) et de densité optique (figures sur la droite).

Pour plus de clarté, seules les cultures en présence d’H2 ont été rapportées. Les valeurs ainsi que les barres

erreurs présentées ici sont le résultat de la moyenne de trois réplicats.
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On constate ainsi qu’une méthanogenèse pourrait être possible à partir de méthanol
(avérée par la souche isolée et par les enrichissements culturaux), de méthylamines (aussi
bien les mono-, di- et tri-méthylamines) et potentiellement de diméthylsulfide, à l’exception
de Ca. Mmc. intestinalis. Notons également que les analyses traductionnelles virtuelles des
gènes de méthyltransférases MT impliquées pour les méthylamines (mtmB, mtbB et mttB) sont
toutes interrompues par un signal stop codé par le codon ambre UAG. Ceci est équivalent aux
méthyltransférases de ces composés chez les Methanosarcinaceae [105].

c) Système Pyl des Methanomassiliicoccales
Au-delà du nombre de copies, l’organisation génomique des gènes impliqués dans la

méthanogenèse méthylotrophe varie également avec une étroite association avec les gènes
impliqués dans la synthèse et l’utilisation traductionnelle de la pyrrolysine que j’ai également
recherchés (Figure II.2.10). Cette pyrrolysine est un composant essentiel du site catalytique
des méthyltransferases impliquées dans la méthanogenèse méthylotrophe à partir de MMA,
DMA et TMA. Des différences significatives existent pour ces derniers. Ainsi, le gène pylB
nécessaire à la synthèse de Pyl à partir de deux lysines (cf. étude bibliographique) est détaché
des autres gènes nécessaires chez Ca. Mmp. alvus, en sens transcriptionnel inversé. De plus,
le gène pylS codant la Pyl-ARNt synthétase est incomplet par rapport à celui retrouvé chez
les Methanosarcinaceae et ressemble davantage au gène pylSc retrouvé chez les bactéries. En
effet, chez ces rares dernières codant Pyl, la Pyl-ARNt synthétase est codée en deux gènes,
pylSn et pylSc codant respectivement les parties équivalentes à la partie Nter et Cter de la
Pyl-ARNt synthétase des Methanosarcinaceae. Ces résultats sont décrits plus en détail dans
l’article « Unique characteristics of the pyrrolysine system in the 7th order of methanogens :
implications for the evolution of a genetic code expansion cassette » dont je suis co-auteur est
présenté en annexe 4.

Outre ces résultats, il présente des études phylogénétiques sur les différentes protéines
de ce système, des données quant à la forme et structure de l’ARNt-Pyl. Surtout, il redonne
sous forme d’hypothèse, une vision cohérente de l’origine et de la distribution de cette ca-
pacité génétique originale dans le vivant, intimement liée à la méthanogenèse des composés
méthylés de type méthylamines.

Une comparaison génomique générale a été réalisée avec les représentants des Methano-
massiliicoccales cultivées à partir du tractus gastro-intestinal. Mon travail a consisté, comme
mentionné ci-dessus, en l’analyse des gènes impliqués dans la méthanogenèse méthylotrophe
et dans l’encodage de la pyrrolysine. Cependant, de nombreuses autres données en résultent :
Ainsi, ces 3 génomes ne montrent que 658 séquences codantes partagées (Figure 3, article
présenté en annexe 5). Ce core génome présente environ 18 à 30 % de séquences d’origine bac-
tériennes et seulement 0.3% de séquence eucaryotiques. L’une des premières caractéristiques
mise en évidence est la dispersion des gènes de l’ARN ribosomal dans le génome (Figure 1,
article présenté en annexe 5). Étonnamment, ces souches ne présentent pas d’histones euca-
ryotiques, habituellement présentes chez les Euryarchaeota. Il a également été noté que toutes

140



Ta
b

l
e

II
.2

.1
:G

èn
es

im
pl

iq
ué

s
ou

su
sp

ec
té

s
êt

re
im

pl
iq

ué
s

da
ns

la
m

ét
ha

no
ge

nè
se

m
ét

hy
lo

tr
op

he
:p

ar
ti

e
1

M
et

ha
no

m
as

si
li

ic
oc

ca
le

s

Es
pè

ce
M

.l
um

in
ye

ns
is

B1
0

C
a.

M
.i

ns
ti

na
lis

C
a.

M
.a

lv
us

Ta
il

le
du

gé
no

m
e

(M
b)

2
.6

2
1

.9
3

1
.6

7

G
C

%
6
0
.5

%
4
1
.3

%
5
5
.6

%

G
én

es
co

m
m

un
s

de
la

m
ét

ha
no

ge
nè

se

m
cr

A
W

P_
0
1
9
1
7
6
7
7
4
.1

A
G

N
2
6
8
7
1
.1

A
G

I8
5
1
4
4
.1

m
cr

B
W

P_
0
1
9
1
7
6
7
7
1
.1

A
G

N
2
6
8
7
4
.1

A
G

I8
5
1
4
1
.1

m
cr

C
W

P_
0
1
9
1
7
6
7
8
3
.1

A
G

N
2
6
0
0
6
.1

A
G

I8
5
1
5
1
.1

m
cr

D
W

P_
0
1
9
1
7
6
7
7
2
.1

A
G

N
2
6
8
7
3
.1

A
G

I8
5
1
4
2
.1

m
cr

G
W

P_
0
1
9
1
7
6
7
7
3
.1

A
G

N
2
6
8
7
2
.1

A
G

I8
5
1
4
3
.1

G
én

es
co

m
m

un
s

à
l’u

ti
li

sa
ti

on
de

s
co

m
po

sé
s

m
ét

hy
lé

s
(m

ét
ha

no
l,

m
on

o-
di

m
et

hy
l-

tr
im

et
hy

la
m

in
e)

M
et

hy
lc

ob
al

am
in

e
::

co
en

zy
m

e
M

m
et

hy
lt

ra
ns

fe
ra

se
s

m
ta

/m
tb

A
1

W
P_

0
1
9
1
7
6
7
6
5
.1

A
G

N
2
6
8
8
3
.1

A
G

I8
5
1
3
3
.1

m
ta

/m
tb

A
2

W
P_

0
1
9
1
7
7
5
0
2
.1

A
G

N
2
6
0
8
7
.1

A
G

I8
5
6
9
8
.1

m
ta

/m
tb

A
3

A
G

I8
5
2
6
3
.1

G
én

es
de

di
és

à
l’u

ti
li

sa
ti

on
du

m
ét

ha
no

l

M
et

hy
l-

co
m

po
un

d
:c

or
ri

no
id

m
et

hy
lt

ra
ns

fe
ra

se
s

m
ta

B
1

W
P_

0
1
9
1
7
6
3
6
0
.1

A
G

N
2
5
6
8
1
.1

A
G

I8
5
6
8
3
.1

m
ta

B
2

W
P_

0
1
9
1
7
7
7
2
6
.1

A
G

N
2
5
7
1
1
.1

m
ta

B
3

W
P_

0
1
9
1
7
8
0
8
8
.1

A
G

N
2
5
9
6
6
.1

141



T
a

b
l

e
II.

2.
2:G

ènes
im

pliqués
ou

suspectés
être

im
pliqués

dans
la

m
éthanogenèse

m
éthylotrophe

:partie
2

G
énes

dediés
à

l’utilisation
du

m
éthanol

M
ethyl-com

pound
:corrinoid

m
ethyltransferases

m
taB

1
W

P_
0
1
9
1
7
6
3
6
0.

1
A

G
N

2
5
6
8
1.

1
A

G
I
8
5
6
8
3.

1

m
taB

2
W

P_
0
1
9
1
7
7
7
2
6.

1
A

G
N

2
5
7
1
1.

1

m
taB

3
W

P_
0
1
9
1
7
8
0
8
8.

1
A

G
N

2
5
9
6
6.

1

M
ethyl-com

pound
corrinoid

proteins

m
taC

1
W

P_
0
1
9
1
7
6
3
5
9.

1
A

G
N

2
5
6
8
0.

1
A

G
I
8
5
6
8
2.

1

m
taC

2
W

P_
0
1
9
1
7
7
7
2
5.

1
A

G
N

2
5
7
1
0.

1

m
taC

3
W

P_
0
1
9
1
7
8
0
8
7.

1
A

G
N

2
5
9
6
7.

1

G
énes

dediés
à

l’utilisation
de

la
M

ethylam
ine

M
ethyl-com

pound
:corrinoid

m
ethyltransferases

m
tm

B
1

W
P_

0
1
9
1
7
6
3
0
5.

1

A
G

Y
5
0
1
7
4.

1
A

G
I
8
5
8
6
2.

1

W
P_

0
1
9
1
7
6
3
0
6.

1

m
tm

B
2

W
P_

0
1
9
1
7
6
3
1
4.

1

A
G

Y
5
0
1
7
5.

1
A

G
I
8
5
8
6
3.

1

W
P_

0
1
9
1
7
6
3
1
5.

1

m
tm

B
3

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
5
3.

1

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
5
4.

1

m
tm

B
4

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
1
6.

1

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
1
7.

1

M
ethyl-com

pound
corrinoid

proteins

m
tm

C
1

W
P_

0
1
9
1
7
6
3
0
7.

1

A
G

N
2
6
2
4
7.

1
A

G
I
8
5
8
6
4.

1

m
tm

C
2

W
P_

0
1
9
1
7
6
3
1
3.

1

m
tm

C
3

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
5
5.

1

A
G

N
2
6
2
5
3.

1
A

G
I
8
5
1
7
8.

1

m
tm

C
4

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
1
8.

1

142



Ta
b

l
e

II
.2

.3
:G

èn
es

im
pl

iq
ué

s
ou

su
sp

ec
té

s
êt

re
im

pl
iq

ué
s

da
ns

la
m

ét
ha

no
ge

nè
se

m
ét

hy
lo

tr
op

he
:p

ar
ti

e
3

M
et

ha
no

m
as

si
li

ic
oc

ca
le

s

G
én

es
de

di
és

à
l’u

ti
li

sa
ti

on
de

la
di

m
et

hy
la

m
in

e

M
C

:c
or

ri
no

id
m

et
hy

lt
ra

ns
fe

ra
se

s

m
tb

B
W

P_
0
1
9
1
7
8
5
2
6
.1

A
G

N
2
6
2
6
1
.1

A
G

I8
5
8
7
0
.1

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
2
7
.1

M
C

:c
or

ri
no

id
pr

ot
ei

ns

m
tb

C
W

P_
0
1
9
1
7
8
5
2
5
.1

A
G

N
2
6
2
6
2
.1

A
G

I8
5
8
7
1
.1

G
én

es
de

di
és

à
l’u

ti
li

sa
ti

on
de

la
tr

im
et

hy
la

m
in

e

M
C

:c
or

ri
no

id
m

et
hy

lt
ra

ns
fe

ra
se

s

m
tt

B
W

P_
0
1
9
1
7
8
5
1
9
.1

A
G

N
2
6
2
5
9
.1

A
G

I8
5
8
6
9
.1

W
P_

0
1
9
1
7
8
5
2
0
.1

A
G

N
2
6
2
5
8
.1

M
C

co
rr

in
oi

d
pr

ot
ei

ns

m
tt

C
W

P_
0
1
9
1
7
8
5
2
1
.1

A
G

N
2
6
2
5
7
.1

A
G

I8
5
8
6
8
.1

G
én

es
de

di
és

à
l’u

ti
li

sa
ti

on
du

di
m

ét
hy

ls
ul

fid
e

M
et

hy
lc

ob
al

am
in

::
co

en
zy

m
e

M
m

et
hy

lt
ra

ns
fe

ra
se

s

m
ts

A
1

W
P_

0
1
9
1
7
7
1
9
9
.1

A
G

I8
6
0
7
6
.1

m
ts

A
2

W
P_

0
1
9
1
7
7
4
4
1
.1

M
C

:c
or

ri
no

id
m

et
hy

lt
ra

ns
fe

ra
se

s

m
ts

B
1

W
P_

0
1
9
1
7
7
1
9
8
.1

A
G

I8
6
0
7
7
.1

m
ts

B
2

W
P_

0
1
9
1
7
7
4
4
2
.1

G
én

es
do

nt
le

ro
le

es
t

en
co

re
in

co
nn

u

M
C

co
rr

in
oi

d
pr

ot
ei

ns

m
tx

C
1

W
P_

0
1
9
1
7
6
7
6
3
.1

A
G

I8
5
1
6
6
.1

A
G

I8
5
1
6
6
.1

m
tx

C
2

W
P_

0
1
9
1
7
8
6
4
9
.1

m
tx

C
3

W
P_

0
1
9
1
7
7
9
0
7
.1

143



les trois arborent, comme communément chez les archées, un cycle TCA partiel. Comparées
aux souches intestinales connues (Mb. smithii et Ms stadtmanae), peu de gènes impliqués dans
la synthèse de la paroi ou de la membrane sont présents. Les différences à l’intérieur de
l’ordre sont nombreuses. Ces trois génomes de Methanomassiliicoccales présentent des dispa-
rités concernant l’usage des codons. Ceci est particulièrement vrai quant à l’usage du codon
ambre UAG, pouvant servir de codon stop ou de moyen d’encodage de la pyrrolysine (Figure
5 de l’article présenté en annexe 5, également visible dans les données supplémentaires à
l’article, Table S2 et Table S12).

c) Conclusion et perspectives
Les Methanomassiliicoccales semblent être très versatiles. Les séquences qui leur sont affi-

liées sont disséminées dans divers environnements. Elles font partie d’un groupe monophy-
létique incluant des méthanogènes et des non-méthanogènes (par exemple les Thermoplasma-
tales). Génétiquement, elles disposent d’une utilisation différentielle des codons, en particulier
ambre, qui serait liée à la disponibilité des méthylamines dans leur parcours évolutif. Ces ana-
lyses ont également révélées des adaptations particulières à l’environnement digestif. Parmi
elles, un gène codant la choloylglycine hydrolase conférant une résistance aux sels biliaires
dans le TGI n’est présent uniquement que chez Ca. Mmp. alvus, le seul représentant du clus-
ter digestif analysé. Le génome de Ca. Mmp. alvus est le plus réduit et présente une sélection
de gènes destinés à l’adaptation intestinale probablement issus de commensales du tractus
digestif. Inversement, Mmc. luminyensis a la taille de génome la plus large (2,6 Mpb), pré-
sente un potentiel adaptatif plus élevé, expliquant sa récente adaptation, une présence plus
opportuniste, voire aléatoire dans l’environnement digestif. Précédemment décrite, Ca. Mmc.
intestinalis possède une taille de génome intermédiaire aux deux autres, et est phylogénéti-
quement plus proche de Mmc. luminyensis. Sa richesse en (A + T)% pourrait témoigner d’un
phénomène d’évolution rapide en cours ainsi que d’une rationalisation du génome de Ca. M.
intestinalis : ceci suggère une évolution à l’œuvre amenant vers un phénomène d’adaptation
à l’environnement intestinal de ce membre du cluster mixte. Les capacités métaboliques au
niveau des substrats de méthanogenèse semblent néanmoins être inchangées : les Methano-
massiliicoccales sont des méthylotrophes obligatoires, d’après les données physiologiques avec
le méthanol comme source de groupement méthyl. Elles se caractérisent également par l’ab-
sence des six premières étapes de la méthanogenèse hydrogénotrophe. En leur sein, seule Ca.
Mmc. intestinalis ne semble pas capable d’utiliser le diméthylsulfide, contrairement aux deux
autres.

ii.2.2.3 Capacités métaboliques réelles des Methanomassiliicoccales intestinales : implications dans le
tractus digestif humain

À l’issue des travaux précédents, il résulte que les Methanomassiliicoccales intestinales pos-
sèdent l’arsenal génétique conférant la possibilité d’une méthanogenèse à partir de méthyla-
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mines, en considérant également la présence de l’encodage potentiel de la pyrrolysine. Ce-
pendant, les différences observées avec l’existant pour le système Pyl interrogent sur la fonc-
tionalité réelle de ce système chez les Methanomassiliicoccales, et en conséquence d’une réelle
méthanogenèse à partir de méthylamines. Cependant, des arguments forts, sans preuve défini-
tive, ont été apportés pour les membres du rumen RCC [92]. Dans cette étude, une diminution
de RCC et des transcrits des gènes impliqués dans cette méthanogenèse a été observée, en ré-
ponse à une modification alimentaire diminuant la quantité de méthylamines. Cependant, des
preuves directes sont nécessaires. Elles peuvent être obtenues grâce à la souche isolée Mmc.
luminyensis. Ceci n’est pas anodin, concernant la triméthylamine TMA : Cette dernière est une
molécule délétère issue du métabolisme du microbiote intestinal, obtenue à partir de diffé-
rents nutriments comme la choline, la phosphatidylcholine, la L-carnitine ou l’oxyde de TMA
(TMAO). Ces nutriments sont apportés par des aliments communs de notre alimentation (œuf,
viande, produits marins et certains légumes,...). La TMA est à l’origine de la triméthylaminu-
rie, plus communément appelée « maladie de l’odeur du poisson pourri » [357, 358]. Cette
maladie est due à une déficience génétique de l’enzyme Flavin containing MonoOxygenase
3 (FMO3), empêchant la conversion de la TMA générée au niveau intestinal en TMAO par
le foie. Cette maladie rare est actuellement sans traitement réel : les moyens préventifs sont
essentiellement des antibiothérapies au long cours, ou des approches alimentaires individu-
dépendant, reflétant probablement en ceci les différences de microbiotes intestinaux de ces
patients et leur capacité à produire de la TMA en fonction de ces aliments. Cette maladie se
traduit par une odeur désagréable due à la TMA excrétée dans les fluides du corps humain
(sueur, urines,...). Cette odeur handicape socialement les personnes atteintes et amènent à des
atteintes psychologiques extrêmement graves [357, 358]. Dans les cas habituels, la FMO3 est
fonctionnelle et conduit à la conversion hépatique de la TMA en TMAO, avant son excrétion
par l’urine. Cependant, le TMAO, dont l’origine est strictement intestinal, liée au microbiote
et à l’alimentation, est impliqué dans les maladies cardiovasculaires. Sa concentration plas-
matique est un facteur de risque indépendant des autres (tabagisme, taux de cholestérol ou
de triglycérides,...) quant à la survenue d’accidents cardiovasculaires graves [359]. De plus, le
TMAO participerait directement à la pathogenèse de l’athérosclérose, par divers mécanismes
[360].

ii.2.2.3.1 Capacités métaboliques de Mmc. luminyensis : tests culturaux

a) Données expérimentales
Pour vérifier la méthanogenèse méthylotrophe déduites des informations génomiques,

Mmc. luminyensis (DSM 24529 / CSUR P135) [311] a été obtenue à partir de la collection alle-
mande de microorganismes et cultures cellulaires (DSMZ, Braunschweig, Allemagne). Cette
souche a été isolée à partir de fèces humaines. Elle a été maintenue dans les conditions préco-
nisées par DSMZ, sous une atmosphère anaérobie composée de 80 % d’H2 et 20 % de CO2, en
milieu 119 DSMZ supplémenté de 40 mM de méthanol (www.dsmz.de). Le milieu 119 DSMZ
a été préparé et réduit sous N2, distribué dans des tubes de Hungate à raison de 5 mL et
autoclavé. Avant inoculation de Mmc. luminyensis, du tungstate de sélénium (0.4 mg/L) ainsi
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que 50 µL d’un mélange de vitamines [77] sont ajoutés. Toutes les inoculations et les transferts
sont effectués sous atmosphère anaérobie. Mmc. luminyensis est ainsi cultivé en présence de
divers composés méthylés : méthanol (40 mM), TMA (20 mM), diméthylamine (40 mM), mo-
nométhylamine (60 mM), bétaine (20 mM), choline (20 mM), DMS (40 mM) et diméthyl-sulfite
(40 mM) en présence ou non d’H2. Une culture en présence uniquement d’H2 est également
réalisée en tant que témoin. Les incubations se déroulent à 37 ˚C pendant 2 semaines. La
croissance est suivie par analyse du méthane produit dans le tube et par mesure de la turbidi-
métrie, tous les trois jours. La culture de Mmc. luminyensis en présence de différents substrats
méthylés (Figure II.2.11) montre que seules les cultures réalisées en présence d’H2 présentent
une croissance et une production de CH4. La croissance est plus intense en présence de mé-
thanol et de triméthylamine. En effet, le taux de méthane détecté après une incubation de 12

jours atteint 6% pour une DO de 0,25 pour le méthanol et 3 % avec une DO de 0,23 pour
le TMA. La production de méthane de cette dernière culture double après trois jours d’in-
cubation supplémentaire. La culture a été arrêtée à ce point pour les cultures en présence
de méthanol afin d’extraire les ARN : ceci a été réalisé en vue d’éventuelles expériences de
RT-PCR, où les cultures sont stoppées au moment de l’atteinte de la phase stationnaire, ici
estimée à une DO de 0,26. Les croissances en présence de la MMA et de la DMA restent sem-
blables, pour des équivalents groupes méthyles identiques. Ces cultures produisent environ
2,5 % de méthane, après 16 jours d’incubation à 37 ˚C et ne dépassent pas une DO de 0,12.
Parmi les autres composés méthylés, seules la choline et très faiblement la bétaine semblent
promouvoir la croissance de la souche. Malgré la présence de CH4, l’absence de croissance
détectée par turbidimétrie en présence de DMS ne permet aucune conclusion quant à son
utilisation effective comme substrat de méthanogenèse. Une partie de ces expériences a été
réalisée en parallèle dans un autre laboratoire (Alimentary Pharmabiotic Centre, University
College Cork, Ireland), concernant l’utilisation de la MMA, DMA et TMA. Elles ont donné
des résultats similaires. Par ailleurs, pour cette dernière, la TMA a pu être dosée au cours de
la culture.

b) Conséquences importantes en santé humaine
Ces résultats ont été exploités pour illustrer une publication scientifique, montrant que

les propriétés métaboliques de la méthanogenèse des Methanomassiliicoccales pourraient être
exploitées afin de dépléter la TMA intestinale par une transformation in situ en méthane de
manière à en réduire l’absorption par l’intestin. Ceci limiterait donc les symptômes des pa-
tients atteints de triméthylaminurie, en abaissant la quantité de TMA dans les fluides corpo-
raux, en particulier la sueur. Cela baisserait également la concentration du TMAO au niveau
plasmatique pour tous les autres individus et permettrait donc une prévention des maladies
cardiovasculaires. Cette remédiation de la TMA intestinale par métabolisation en CH4 se-
rait probablement sans incidences majeures pour l’Homme. Cette publication dont je suis
co-auteur « Archaebiotics : Proposed therapeutic use of archaea to prevent trimethylaminuria
and cardiovascular disease » est présentée en annexe 6. Le principe d’action de l’utilisation de
ce type d’archée comme probiotique est indiqué sur la figure II.2.12.
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Figure II.2.12: Origine et métabolisme du TMA dans l’intestin humain
Dans l’appareil digestif la synthèse du TMA par le microbiote est réalisée à partir de la TMAO, la choline, phosphatidyl-choline

et L-carnitine. La TMA est alors absorbée et redirigée vers le foie. Dans le cas de la voie (A)(l’enzyme FMO3 est non fonctionnelle),

un défaut partiel ou total dans le souffle, l’urine et la sueur est observé. Lorsque l’oxydation hèpatique FMO3 est fonctionnel (B),

l’augmentation de la TMAO dans le sans est associée à l’athérosclérose. Dans l’intestin, les archées méthanogènes du 7ème ordre sont

en mesure d’effectuer la méthanogenèse utilisant des composés méthylés.
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c) Discussion
La méthanogenèse méthylotrophe se retrouve avérée pour cette souche de Methanomassi-

liicoccales qu’est Mmc. luminyensis, de manière strictement H2-dépendante, à partir de métha-
nol, des différentes méthylamines et potentiellement de molécules plus complexes telles que
la choline ou la bétaine. En relation avec les données génomiques comparées, il est tentant
d’étendre cette propriété à Ca. Mmp. alvus, représentant du cluster digestif. Cependant, les
données génomiques d’un autre membre de ce cluster, Ca. Methanoplasma termitum, obte-
nues à partir d’un enrichissement d’un prélèvement de tractus digestif de termite, montre une
absence de gènes de méthanogenèse à partir de TMA, de DMA, mais une présence de ceux
permettant une méthanogenèse à partir de MMA [361]. Ceci est corroboré à des résultats de
culture de l’enrichissement. Difficile donc de généraliser à l’ensemble des Methanomassiliicoc-
cales, ou même à l’ensemble des organismes des clusters digestifs ou mixtes. Aussi, le rôle
des gènes mtaA / mtbA est encore incertain. La faiblesse des similarités de séquences entre
ces enzymes chez Ca. Mmp. alvus et Mmc. luminyensis, qui ne dépasse pas 50 % avec d’autres
homologues chez les Methanosarcinales, pourrait refléter une spécialisation de substrat, vis-
à-vis des méthylamines ou du méthanol. Une caractérisation fonctionnelle complète de ces
protéines est donc nécessaire pour comprendre le mécanisme complet de la méthanogenèse
méthylotrophe et ses intervenants. De plus, nous avons identifié des gènes pour des enzymes
impliquées dans la méthanogénèse de sulfure de diméthyle (MtsAB) à la fois dans le génome
de Ca. M. alvus et Mmc. luminyensis. Une telle gamme de substrats est inhabituelle chez les
méthanogènes, et n’a été jusqu’à présent retrouvée que chez les Methanosarcinales [362]. Ce-
pendant, les résultats de nos expériences restent ambigus quant à une utilisation avérée du
DMS chez Mmc. luminyensis.

Ces propriétés métaboliques exclusives (méthanogenèse méthylotrophe à partir de TMA,
H2-dépendante) a amené à la proposition de l’utilisation de souches de Methanomassiliicoccales
comme probiotiques. Sous le terme « Archaebiotics » se cache une notion de probiotique de
nouvelle génération, avec deux innovations majeures : la première est la proposition même
de l’usage du troisième domaine du vivant, Archaea, à des fins probiotiques. La seconde
indique un nouveau mode de conception de souches probiotiques, basée non plus sur des
résultats empiriques d’observation de propriétés de souches ou d’analyses de cohortes, mais
déterminées a priori à partir des données mécanistiques des pathologies que l’on souhaite
prévenir. Ainsi, la TMA intestinale s’avère être la cible importante sur laquelle agir, à la fois
pour la triméthylaminurie et la prévention de pathologies vasculaires. En conséquence, au
travers des propriétés réelles ou supposées de classes d’organismes, on peut rechercher des
souches qui accompliront l’objectif recherché, dans ce cas la déplétion de la TMA intestinale
en composé inerte qu’est le méthane.

d) Conclusion et perspectives
Étant donné la prévalence dans le TGI humain plutôt rare de Mmc. luminyensis comparati-

vement à d’autres lignées de Methanomassiliicoccales, en particulier du cluster digestif, on peut
s’interroger sur la pertinence de ce type de micro-organismes comme modèle d’étude pour
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ce concept d’"archaebiotics". Cependant, il reste le seul disponible isolé. À cet fin, de même
que pour une meilleure connaissance des Methanomassiliicoccales, d’autres isolats seraient né-
cessaires. Cependant, ce concept pourrait d’ores et déjà être validé en reprenant / adaptant le
modèle in vitro d’études des archées méthanogènes intestinales décrit dans la première partie
de ces résultats.

ii.2.2.3.2 Ca. Methanomethylophilus alvus : capacités métaboliques et isolement

a) Contexte de l’étude
La souche initiale de Ca. Mmp. alvus n’est connue qu’au travers de son génome, obtenu

par enrichissement cultural à partir de fèces humain. Comme Mmc. luminyensis, elle utilise
l’hydrogène comme donneur d’électrons et le méthanol comme accepteur final d’électrons
pour produire du méthane [91]. C’est cette particularité qui a permis son enrichissement au
niveau du consortium et a rendu possible l’obtention des données de son génome [91]. Comme
déjà mentionné, elle fait partie du clade intestinal des Methanomassiliicoccales et présente ainsi
un grand intérêt pour une meilleure connaissance de l’ordre et de son évolution, de la biolo-
gie des Methanomassiliicoccales et de leur rôle dans l’intestin, ainsi que pour valider le concept
"archaebiotics". C’est pourquoi une partie importante de ma thèse a été consacrée à la ten-
tative d’isolement et à la caractérisation d’une souche Mmp. alvus. Pour ce faire, nous avons
tenté tout d’abord enrichir les cultures en archées, notamment en testant également d’autres
nouveaux substrats spécifiques selon les révélations obtenues par les données génomiques.
Toutefois, les composants tronqués du système Pyl met le doute quant à la fonctionnalité des
méthyltransferases spécifiques aux méthylamines. Dans cette partie nous avons vérifié la capa-
cité de M. alvus à utiliser la MMA et la TMA et par conséquent également, mais indirectement,
la fonctionnalité de l’encodage Pyl.

b) Matériel et méthodes
Les enrichissements initiaux ont été réalisés dans le milieu 119 DSMZ dans lequel la so-

lution de vitamines de Balch (1979) [77], 60 mM de méthanol et 0,4 mg/ L de tungstate de
sélénium sont ajoutés. Les cultures de consortium sont réalisées en présence de 2 bar d’H2.
Le méthanol a également été remplacé par différents composés méthylés tels que la MMA
(60 mM) et la TMA (20 mM) de manière à avoir des équivalents groupements méthyle si-
milaires et autoriser des analyses comparatives. La croissance a été suivie par quantification
d’un fragment de 118 pb du gène codant pour l’ARN 16S des Methanomassiliicoccales, à l’aide
du couple d’amorces spécifiques Fw GGGGTAGGGGTAAAATCCTG et Rv CGGGGTATC-
TAATCCCGTTT, alors que les bactéries étaient quantifiées à l’aide d’amorces universelles.

La proportion de CH4 produite à également été mesurée dans cette expérience. Pour
l’isolement, le consortium a été utilisé pour ensemencer un milieu solide selon la technique
des roll-tubes (Hungate et Marcy et al., 1973). Cette technique consiste à rajouter de l’agar
(1,5 % m/v) dans des tubes de Hungate contenant le milieu, avant autoclavage. Après stérili-
sation du milieu (121 ˚C pendant 20 min), le milieu est maintenu à 55 ˚C dans un bain-marie.
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Le consortium microbien, à raison de 1/10ème ainsi que les additifs (méthanol 40 mM, vita-
mine Vancomycine 25 mg/L ; 50 mL vitamine Balch) sont alors inoculés. Une série de dilution
du consortium est également réalisée. Après inoculation, les tubes sont aussitôt roulés sur la
glace de manière à gélifier le milieu en une fine couche de gélose sur les parois du tube. Les
roll-tubes sont incubés pendant plusieurs jours, semaines à 37 ˚C. Des analyses de gaz sont ré-
gulièrement effectuées pour détecter une éventuelle croissance de méthanogènes. Les colonies
des tubes présentant une haute concentration de CH4 sont repiquées en milieu liquide sous
une atmosphère riche en H2, en condition anaérobie. Un suivi de méthane est une seconde
fois réalisé sur ces nouvelles cultures. Les cultures des tubes montrant une production de
méthane passent par une étape de purification. Celle-ci est réalisée par une cascade de dilu-
tions pour se débarrasser d’éventuels contaminants. Des vérifications continuelles sont faites
par observation au microscope photonique. Pour une description caractéristique de la souche,
une observation en microscopie électronique (Hitachi H-7650 à 80 KV équipé d’une caméra
numérique Hamamatsu) a été réalisée par Christelle Blavignac, CICS, université d’Auvergne.
Une culture de Methanomethylophilus alvus en fin de phase exponentielle à une densité op-
tique de 0,52 a été utilisée pour cette observation. La suspension bactérienne est déposée sur
des grilles de cuivre formvar-carbone puis contrastée pendant une minute avec de l’uranyless
avant d’être observée au microscope (Delta Microscopies, France).

c) Résultats
Au cours des tentatives d’isolement, des enrichissements très élevés en Ca. Mmp. alvus

ont été obtenus, permettant le test de substrats de méthanogenèse sur cette souche. Le suivi
de la croissance M. alvus dans le consortium par PCR quantitative sur 120 heures de culture
montre que la concentration de l’archée diminue si elle n’est cultivée qu’en présence d’H2
(Figure II.2.11). L’ajout de composés méthylés (méthanol, MMA ou TMA) permet une crois-
sance de M. alvus. En effet, après 48 heures d’incubation le méthanol semble induire une
croissance significative avec une augmentation d’un facteur de 10. A 120 heures d’incubation,
la croissance faible au départ des cultures en présence de substrats MMA et TMA finit par rat-
traper la croissance observée en présence de méthanol. De plus, contrairement à la croissance
en présence de méthanol (atteint la phase exponentielle à 48h), la croissance en présence de
méthylamines semblent encore être en phase exponentielle après 120 heures d’incubation. No-
tons également que la production de méthane (Figure II.2.11.b) est bien meilleure en présence
de TMA avec un taux de 18.8 % de l’atmosphère contre 11 à 13 % produits en présence de
méthanol et de MMA., à 120h de culture.
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Figure II.2.13: Croissance et production de méthane par Ca. Mmp. alvus cultivée en consortium en
présence de méthanol, MMA et TMA

La croissance de Ca. Mmp. alvus a été suivie en parallèle par quantification du marqueur moléculaire

ADNr16s (à gauche) et par la production de méthane (à droite), en présence de différents composés méthy-

lés : méthanol (60 mM, en rouge), monométhylamine (MMA , 60 mM, en vert) et triméthylamine (TMA, 20 mM,

en bleu). Un témoin est également réalisé en présence d’uniquement H2.

Figure II.2.14: Methanomethylophilus alvus MA06, gen. nov, sp. nov., observée au microscope électronique
en transmission, coloration négative

Une culture de Methanomethylophilus alvus en fin de phase exponentielle à une densité optique de 0,52 a
été utilisée pour cette observation. La suspension bactérienne est déposée sur des grilles de cuivre formvar-
carbone puis contrastée pendant une minute avec de l’uranyless (Delta Microscopies, France). Les cellules sont
ensuite observées avec un microscope électronique en transmission Hitachi H-7650 à 80 KV équipé d’une caméra
numérique Hamamatsu. Les cellules présentent une forme en coque et semblent avoir des tailles différentes selon
la phase de croissance à laquelle elles se trouvent. Elles sont plus petites en début de croissance (500 - 600 nm)
et grandissent en fin de phase exponentielle pour atteindre 1,2 µM. Une tache noire, ronde, de nature et de
fonctions inconnues est visible sur toutes les cellules de Mmp. alvus.

Cliché de Christelle Blavignac, CICS de Clermont-Ferrand, Université d’Auvergne.
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Grâce à l’expertise de Bernard Ollivier, directeur du laboratoire MIO-MEB (IRD-CRNS-
AMU, Marseille-Luminy), différentes stratégies ont été appliquées pour tenter d’isoler Ca.
Mmp. alvus, après de nombreuses tentatives. Celles-ci ont finalement abouties, grâce à une
meilleure maîtrise technique acquise au laboratoire MIO-MEB. Des filtrats du consortium
sont ajoutés à la culture de l’isolat afin de permettre une croissance plus rapide. La pureté de
cette souche, nommée Methanomethylophilus alvus gen. nov, sp. nov, souche MA06 a été vérifiée
par observation au microscope optique, par PCR quantitative ciblant les ADNs bactériens et
par coloration négative en microscopie électronique à transmission. Cette dernière approche
permettait une caractérisation morphologique (Figure II.2.13), l’observation montre que les
cellules de M. alvus sont de formes cocci. Elles ont une taille de 0.5 µM, alors que des tailles
plus importantes (allant jusqu’à 1.2 µM) sont également observés pour des cellules appa-
remment en souffrance. Une seule morphologie caractéristique est observée avec des cellules
coccoides présentant toutes une tache noire de nature inconnue sur leur surface. Ces résultats
ont fait l’objet d’une communication affichée lors du VIIème colloque de l’Association Franco-
phone d’Ecologie Microbienne (AFEM) qui s’est tenu à Anglet en novembre 2015. Ce poster
est présenté en annexe à ce manuscrit. Enfin, le séquençage du génome vient d’être réalisé
en collaboration avec le laboratoire de Paul W. O’Toole (APC, UCC, Ireland). La quantité et
la qualité des séquences obtenues sont malheureusement trop faibles pour assurer un assem-
blage correct, même en utilisant les données du génome précédent de Ca. Mmp. alvus [91].
Ce séquençage devra être ré-entrepris au plus vite. Cependant, quelques données ont pu être
obtenues : ainsi, le gène ADNr 16S est 100 % identique à celui de la souche précédemment
séquencée.

d) Discussion et perspectives
Jusqu’à présent, nos résultats étaient partiels, se contentant d’analyser le génome pour

prédire leur fonctions et les substrats particuliers de ce microorganisme. Ces données ont
été fondamentales en suggérant l’utilisation de différents substrats pour les enrichissements.
Cependant la structure particulière que présente le système Pyl et de ces composants ont
largement mis le doute sur sa fonctionnalité et par conséquence de la présence d’une méthy-
lotrophie à partir de méthylamines. Nos tests sur des consortia enrichi en Ca. Mmp. alvus et
ne comportant aucun autre méthanogène montrent que les souches croissent en présence de
MMA ou de TMA, en addition au méthanol. Un temps d’adaptation semble nécessaire pour
le passage d’une culture en méthanol en une culture en MMA ou TMA. Ceci peut être dû à
une induction de la synthétise des enzymes et des protéines nécessaires pour le métabolisme
de ces nouvelles sources. Après 5 jours d’incubation, le taux de croissance en présence de
méthylamines est comparable à celui en présence de méthanol sans pour autant atteindre la
phase stationnaire. La production de méthane est par ailleurs plus importante en présence de
TMA comparée aux autres substrats, bien que les proportions en groupement méthyles soient
équivalentes. M. alvus aurait ainsi peut-être plus d’affinité au substrat TMA qu’envers les
autres, justifiant également la sélection au cours des générations d’une machinerie génétique
fonctionnelle permettant l’encodage de Pyl, et la diffusion de cet acide aminé dans d’autres
protéines putatives. La croissance de Mmp. alvus dans les conditions actuelles de culture reste
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lente par rapport à celle observée en consortium. Ceci semble indiquer qu’un facteur, voir une
bactérie, présent(e) dans le consortium, est nécessaire pour assurer une croissance optimale.
Des extraits du milieu de culture du consortium permettant une accélération de la croissance,
il s’agit plus vraisemblablement d’un ou plusieurs facteurs synthétisés par le consortium, qui
accélère cette croissance.

e) Conclusion et perspectives
Methanomethylophilus alvus, gen. nov., sp. nov. est une archée de forme cocci de petite

taille. C’est le premier représentant isolé du clade digestif des Methanomassiliicoccales, pour
laquelle la création d’une famille taxonomique est proposée du fait de grandes différences
génomiques et de séquences 16S avec les deux autres Methanomassiliicoccales du cluster mixte :
la famille des Methanomethylophilaceae. Isolée de fèces humaine, elle présente des signatures
d’adaptation à l’environnement intestinal. A la fois sur des bases génomiques et de culture
en consortium, elle est strictement H2-dépendante, réalisant une méthanogenèse uniquement
méthylotrophe, capable de réduire le méthanol, la MMA et la TMA. L’analyse génomique
montre également une capacité à réduire d’autres composés méthylés (DMA et DMS), mais
ceci devra être vérifié, tout comme les autres données, avec la souche en culture pure. Une
amélioration des conditions de culture pour réduire le temps de génération est nécessaire.
Ceci semble passer par la recherche d’un facteur présent dans le consortium, mais absent du
milieu DSM 119.
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D I S C U S S I O N

Les origines des changements de la composition du microbiote associés au vieillissement
sont encore mal déterminées. En parallèle, la dysbiose en résultant affecte l’homéostasie du
corps humain [265]. Cependant, ces différences sont faibles quand sont comparés les micro-
biotes de sujets adultes et ceux de personnes âgées en pleine santé. Cette distinction est sur-
tout observée avec des personnes âgées présentant d’autres caractéristiques que leur seul âge
avancé, comme une malnutrition ou une consommation de médicaments (antibiotiques et
anti-inflammatoires), ce qui est le plus souvent commun [270]. On admet toutefois la présence
de changements liés à un déclin de l’état général. Nos études sur le microbiote de rat vont
également dans ce sens, avec des modifications inhérentes à l’avancée dans l’âge. Ces chan-
gements se résument souvent en une réduction de la diversité de la flore, caractérisée par
une grande variabilité interindividuelle, avec la diminution des groupes bactériens Firmicutes,
Bifidobacteria, Clostridium cluster XIV, Faecalibacterium prausnitzii, Blautia spp., Eubacterium spp.
et l’augmentation de la proportion des entérobactéries et Bacteroidetes. Les voies métaboliques
de protéolyses y semblent particulièrement favorisées [10]. Ces changements sont couplés à
une apparition/augmentation d’archées méthanogènes associée à une plus grande diversité
[17, 234]. La part que prennent ces archées dans la physiologie générale de l’individu reste
méconnue, faute de caractérisations des propriétés du microbiote méthanogène en premier
lieu.

Archées méthanogènes intestinales, un groupe marginal ?

Il était établi jusqu’à peu que 30 à 77 % des adultes occidentaux étaient porteurs de
méthanogènes [363, 237, 12]. L’utilisation de méthodes moléculaires plus sensibles que la dé-
tection de méthane dans le souffle ("breath-test") a montré que la quasi-totalité des humains,
tout âge et sexe confondus sont en fait porteurs des méthanogènes. En effet, la détection de
méthane dans le souffle n’est observée qu’à partir d’une quantité d’archées méthanogènes su-
périeure à 106 copies du gène ADNr16S par gramme de selles [14]. Ainsi, une quantification
de l’ADNr 16S montre 100 % de sujets porteurs de méthanogènes (n=95) quand l’excrétion
de méthane n’est détectée que chez seulement 62 % d’entre eux (n=95) [14]. Selon Dridi et al.
(2012) et Jalanka-Tuovinen et al. ( 2011), grâce aux méthodes moléculaires plus sensibles, plus
de 89 % de la population sont porteurs de méthanogènes intestinaux [234, 364]. Ceux-ci repré-
sentent 0.003 à 12 % du microbiote du colon distal [247] et sont formées de Methanobacteriales
et de Methanomassiliicoccales. Des individus peuvent également avoir plus de 10 % de métha-
nogènes dans leur microbiote fécal (données personnelles, issues des travaux de Tiakht et al.,
2013) [365]. La haute prévalence des méthanogènes chez l’Homme semble concerner surtout
les Methanobacteriales, et en particulier Mb. smithii dont la présence semble indépendante de
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l’âge, selon Dridi et al (2012) : Enfants, adultes et personnes âgées semblent presque tous être
porteurs de Mb. smithii de manière égale et la proportion de Ms. stadtmanae [234], présente
chez un tiers de la population, semble être stable dans les différentes classes d’âge [233]. In-
versement, l’étude de Vanderhaeghen et al. (2015) montre une prévalence qui augmente avec
l’âge avec respectivement 65 % (n=26) et 89 % (n=18) de porteurs de Methanobacteriales chez
les enfants et les adultes [314]. De plus, ces derniers travaux montrent également une augmen-
tation de l’abondance relative des méthanogènes, passant de 0,15% à 0,52 % chez les adultes.
Seul le facteur âge semble impliqué : l’Indice de Masse Corporelle (IMC) n’apporte aucune
corrélation dans cette étude [314], sachant que les liens entre IMC/obésité et méthanogènes
restent discutés (voir par exemple [297, 326, 366]. En l’absence de réponses claires, l’IMC doit
donc être considéré lors des études de prévalence. Bien que de découverte plus récente, la pré-
valence des Methanomassiliicoccales semble clairement associée à l’âge de l’individu. Dans des
études menées au laboratoire, 20 % (n=63) de la population étaient porteurs de Methanomassi-
liicoccales, dont 17 % d’adultes et 50 % de personnes âgées de plus de 70 ans [17]. L’étude de
Vanderhaeghen et al., (2015), ou l’ensemble des Methanomassiliicoccales était ciblé, la prévalence
semble encore plus élevée, avec 50 % des adultes [314]. Notons également que les Methano-
massiliicoccales semblent particulièrement prévalentes dans certaines populations, comme la
tribu Yanomami du Venezuela [367]. L’abondance relative des Methanomassiliicoccales semble
par ailleurs plus faible que celle rencontrée avec Mb. smithii : 0.1 % contre 0.52 % pour les
Methanobacteriales chez les adultes [314]. Dans l’étude Dridi et al., (2012b), Mmc. luminyensis
n’est détecté que chez 4 % de la population avec une légère majorité (6 %) de personnes âgées
entre 60 et 100 ans. Cependant, d’après notre propre expérience, cette espèce n’est pas, et de
loin, la plus fréquente dans le microbiote fécal humain de personne âgée. De plus, différents
résultats laissent présager une diversité de cet ordre bien plus importante que celle des Me-
thanobacteriales, en particulier chez les personnes âgées [17] ; courbes de fusion observées en
qPCR du marqueur 16S spécifique de Methanomassiliicoccales ; P.W. O’Toole, communication
personnelle).

Des espèces toutes dépendantes de l’hydrogène gazeux

D’une manière caractéristique, toutes les espèces rencontrées dans le TGI humain sont dé-
pendantes de l’ H2 pour leur méthanogenèse. Ce caractère est une normalité pour les Methano-
bacteriales d’une manière générale, car elles sont habituellement toutes méthanogènes hydrogé-
notrophes. D’une manière curieuse, l’une des rares espèces Methanobacteriales n’effectuant pas
cette méthanogenèse hydrogénotrophe (Ms. stadtmanae), réalise une méthanogenèse méthylo-
trophe qui fait également figure d’exception, en étant H2 dépendante [89]. Cette supposée
exception au sein des méthanogènes méthylotrophes est en fait, jusqu’à maintenant, le carac-
tère commun à l’ensemble des Methanomassiliicoccales, tous H2 dépendant. Ceci nécessite
des systèmes différents, probablement énergétiquement plus rentable, que ceux trouvés ha-
bituellement chez les Methanosarcinales. Les hypothèses émises avec les données génomiques
[368] commencent à révéler des mécanismes novateurs [369]. Ainsi, l’hydrogénotrophie serait
un facteur primordial de leur sélection au sein du microbiote intestinal, environnement très
riche en H2 du fait des fermentations, et dont la déplétion favorise les rendements d’extraction
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d’énergie de l’alimentation, pour le microbiote comme pour l’hôte. En effet, les hydrogéno-
trophes au sens large, qu’ils soient méthanogènes, sulfato-réducteurs ou acétogènes, viennent
se positionner comme le dernier maillon de la chaine trophique. Ils préviennent ainsi l’ac-
cumulation d’hydrogène, qui sinon, empêcherait la régénération des co-facteurs NADH + et
FADH2, les rendements de formation d’ATP et des AGCCs [314]. L’élimination efficace de
H2 est essentielle pour maintenir l’équilibre de la fermentation intestinale. Ainsi, des syntro-
phies ou des augmentations paralèles à celles d’autres bactéries associées au métabolisme des
glucides complexes ne sont pas étonnantes, telles celles du genre Ruminococcus [333], Blautia
[314], ou plus finement étudiée, entre Mb. smithii et la bactérie saccharolytique B. thetaiotaomi-
cron [230].

Niches écologiques dues à des substrats spécifiques ?

Cependant, le seul caractère hydrogénotrophe ne peut certainement pas seul rendre
compte de la présence des archées méthanogènes. Celles-ci s’y retrouvent en compétition avec
d’autres hydrogénotrophes (méthanogènes, sulfato-réducteurs ou acétogènes par réduction).
Ainsi, des adhésines et d’autres protéines de parois facilitent certainement leur implantation
et colonisation du TGI humain [232, 370, 231]. De plus, la forte prévalence de Mb. smithii par
rapport aux autres méthanogènes peut également s’expliquer par sa méthanogenèse effectuée
à partir de CO2 et d’H2, en présence importante dans le TGI., deux substrats également néces-
saires aux acétogènes par réduction. A l’inverse, les Methanomassiliicoccales identifiées dans le
TGI présentent une gamme de substrats de méthanogenèse bien différente, plus large, et pour
l’instant, avec peu de compétiteurs. Dans ce travail de thèse, le séquençage des génomes nous
a permis de mettre en évidence des gènes de méthyltransferases spécifiques à des substrats
méthylés (MMA, DMA, TMA et DMS). Une telle palette de substrats est également connue
chez les archées méthanogènes de l’ordre des Methanosarcinaceae, pour l’heure non mises en
évidence comme des habitants communs du TGI humain. Nos expériences montrent que Mmc.
luminyensis utilise les méthylamines, et plus faiblement la choline, lors de la méthanogenèse
(Figure III.1) et ne permettent pas de trancher définitivement sur l’utilisation de bétaine et du
DMS, en culture. Cette archée est faiblement représentée chez l’Homme, et il sera important
de tester l’utilisation de ces mêmes substrats pour d’autres souches de Methanomassiliicoccales,
et en particulier la souche isolée Mmp. alvus pour en tirer des conclusions réelles quant à
l’utilisation d’amines complexes méthylées, telles que la choline, la bétaine ou encore d’autres
molécules. Ainsi, on ne connait toujours pas le mécanisme réel de l’utilisation des méthyla-
mines. Par exemple, est-ce qu’un passage par une étape de déméthylation et / ou d’hydrolyse,
simplifiant les molécules de Choline en TMA, en DMA ou en MMA avant une réelle utilisa-
tion pour la méthanogenèse, est nécessaire ? Ces étapes, si elles existent, sont-elles intra- ou
extracellulaires ? Ces questions, auxquelles il est difficile de répondre, semblent non-avenue
pour la TMA, vu la présence des enzymes spécifiques à une méthanogenèse à partir de cette
molécule. Par manque de temps, il ne m’a pas été possible de vérifier le taux de transcrits de
chaque méthyltransferase connue, en fonction des conditions de culture en présence d’un sub-
strat donné. Ceci aurait du être réalisé par qPCR à l’aide des amorces élaborées et présentées
dans le Tableau qui suit.
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Table III.0.4: Amorces pour l’amplification des gènes de la méthanogenèse méthylotrophe de Mmc.
luminyensis

Nom de l’amorce Séquences 5’-3’ Taille
(pb)

Gène
ciblé

T ˚C

239_mtaB1_mmc-F GCTCCAGTTGTCCAAGCACG
108 mtaB1

62.0
240_ mtaB1_mmc-R ATCTACGAACCTGCCCTCCT 62.0
241_mtaB2_mmc-F GGCGCCAACTCTGAGAAGTTCG

133 mtaB2
53.5

242_mtaB2_mmc-R CAGCGTCGCCCTCTCTCTGG 68.0
243_mtaB3_mmc-F GTAACGACCCCAAGAAGTTCGCC

132+ mtaB3
53.7

244_mtaB3_mmc-R CTTCCTCGGCCAGCCTGGG 66.0
245_mtmB1_mmc-F AGG GCG ATG ATG GCC GAG C

131 mtmB1
64.0

246_mtmB1_mmc-R CCG GCT GGG CCA TCG CTA G 66.0
247_mtmB2_mmc-F TGC CGT TGT CAA CAA GAT CGT CC

215 mtmB2
52.0

248_mtmB2_mmc-R TCG CAG GCC GAA TCA TAG AC 62.0
249_mtmB3_mmc-F AGAGGAGATCAAGAGGACCC

227 mtmB3
64.0

250_mtmB3_mmc-R GAACGCCCTCTATGGTAGCC 64.0
251_mtmB4_mmc-F TCAGTGATAGCCCGTACGCCATG

196 mtmB4
53.7

252_mtmB4_mmc-R TGGCCACGTCGCAGATAGC 62.0
253_mtbB_mmc-F ATGATGTTCCACGAGAGGGC

183 mtbB
62.0

254_mtbB_mmc-R AGGGGTGTAGTAAAGGCCCA 62.0
255_mttB_mmc-F TTTGCAGAACCCCGGTATCC

151 mttB
62.0

256_mttB_mmc-R GGTGTACTTAGAGGGCGCAG 64.0
257_mtbA1_mmc-F CCA CAA GTT TGT TGA GGC CG

125 mtbA1
62.0

258_ mtbA1_mmc-R TAT CGG GGT GCA TCA TGT CG 62.0
259_ mtbA2_mmc-F CGT ACT GCC TCA GCT ACG AG

233 mtbA2
64.0

260_ mtbA2_mmc-R GCC GGT AAC TCC CAC GAT AG 64.0
261_ mtsB1_mmc-F AAG CTG ATC CTG GTC AAC GG

151 mtsB1
62.0

262_ mtsB1_mmc-R TGT CGA ACG TCT CCA CGA AG 62.0
263_ mtsB2_mmc-F ACC ACC AAA AGT GGG CTC AA

208 mtsB2
60.0

264_ mtsB2_mmc-R GGA GCT TTT CCC GTA CCT CC 64.0
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Cette étude aurait également pu apporter des indices sur les axes d’intervention des
protéines MtaA, MtbA et des MtxC, dont les rôles / les substrats, spécifiques ou non, sont
encore hypothétiques. Cependant, les expériences menées à la fois avec Mmc. luminyensis et
avec le consortium enrichi en Mmp. alvus, semblent accréditer une utilisation directe dans la
méthanogenèse de la TMA. Cette capacité ne peut être généralisée à l’ensemble des Methano-
massiliicoccales : ainsi, une souche de Methanomassiliicoccales du cluster "intestinal" identifiée
dans le TGI du termite s’avère incapable de métaboliser la TMA (en consortium) et ne pré-
sente pas les gènes requis [361] : elle possède néanmoins les gènes d’utilisation de la MMA,
gènes fonctionnels puisqu’une méthanogenèse est observée (en consortium) avec ce seul sub-
strat. Ce cas semble également exister dans le TGI humain, ou des génomes, reconstruits à
partir de données de métagénomes s’avèrent très proches de cette souche, et sont également
dépourvus des gènes de méthanogenèse de la TMA (G. Borrel, communication personnelle).

Méthanol, un composé important du TGI ?

D’une manière étonnante, toutes les archées méthanogènes du TGI identifiées à ce jour
sont capables d’utiliser le méthanol. C’est bien évidemment le cas de Ms. stadtmanae dont c’est
le seul substrat connu de méthanogenèse. C’est également le cas de toutes les Methanomassi-
liicoccales étudiées à ce jour. Ici, nous montrons qu’il s’agit également du cas de Mb. smithii,
même si les preuves définitives manquent encore à ce jour. La faible production de méthane
(CPG) ainsi que la faible consommation de méthanol (HPLC) ne permettent pas d’affirmer
cette capacité métabolique. L’utilisation de méthanol marqué avec un isotope stable (en cours
d’expérimentation) est un moyen d’éclaircir les faits : En effet, la détection de CH4 marqué
permettra de conclure sur l’effectivité de cette voie méthylotrophe. Si celle-ci était avérée, un
nouvel élément permettant de justifier la dominance de Mb. smithii dans le TD sera recueillie.
Nous avons cependant pu montrer que deux souches de Mb. smithii étaient potentiellement
capables de croitre en présence de méthanol et d’H2. Cette croissance est inhibée par une forte
concentration (80 mM), qui leur serait toxique. Les taux de croissance restent très lents, par
rapport à l’utilisation de CO2 et d’H2.

Il se pourrait donc que l’utilisation du méthanol soit une adaptation au TGI humain, ou
soit un facteur prépondérant de la sélection des souches, celles retenues possédant la capacité
de "lutter" contre la présence de méthanol. En effet, de manière surprenante, des espèces très
voisines de Mb. smithii ne semblent pas avoir cette capacité (les Methanobacteriales en général)
contrairement aux éspeces buccales de l’Homme. Ainsi, Methanobrevibacter oralis, commensal
du microbiote buccal, posséde 4 copies des gènes mtaABC et l’espéce Methanobrevibacter arbo-
riphilus (retrouvéee habituellement dans les rizières) isolée et séquencée depuis des matières
fécales humaines en faisant un potentiel méthanogène du tractus digestif. Celle-ci possède
une copie des gènes mtaABC [371].

De plus, il existe des espèces bactériennes qui ont une capacité élevée d’utilisation du
méthanol, comme Eubacterium limosum. En définitive, ceci montre l’importance du méthanol
synthétisé au niveau intestinal par métabolisme du microbiote colique à partir de pectines.
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Enfin, la capacité d’utilisation directe des pectines par Mb. smithii est une surprise, n’ayant pu
mettre en évidence d’enzymes pectinolytiques connues codées par le génome de ces souches.

Réévaluation du rôle des archées méthanogènes du TGI de l’Homme

A ce jour, aucune archée pathogène n’a été décrite dans la littérature. Dans le TGI, nos
résultats indiquent que les archées méthanogènes semblent plutôt avoir un rôle bénéfique.
Il est cependant possible qu’elles présentent des rôles négatifs, qu’il s’agisse d’un rôle de
ralentissement du transit imputé directement au CH4 et d’autres pathologies : Syndrome de
l’Intestin Irritable, cancer colorectal, constipation, obésité. Cependant, jusqu’à maintenant, les
éléments directs manquent et il est difficile de passer de corrélations, par ailleurs pas toujours
avérées [372] à des relations de causes à effets. Les expérimentations en système ECSIM sur
le temps de transit donnent des arguments que ce facteur favorise les groupes bactériens
qu’on retrouve associés habituellement aux méthanogènes. Ainsi, même si cela n’exclut pas
une participation active du méthane et/ou des méthanogènes à un ralentissement du temps de
transit, il semblerait que l’abondance des méthanogènes soient plutôt une conséquence qu’une
cause de la constipation. Néanmoins, des travaux récents indiquent de nouvelles pistes de
pathologies où certains méthanogènes pourraient être impliqués. Ainsi, Ms. stadtmanae s’avère
entrainer des réactions pro-inflammatoires importantes sur des cellules mononuclées et des
cellules dendritiques in vitro [279, 15], et des anticorps circulants (IgG) dirigés contre cette
espèce sont retrouvés chez les patients atteints de la maladie de Crohn [279]. De plus, la grande
prévalence des Methanomassiliicoccales chez les personnes âgées interroge. Des travaux menés
en collaboration avec le laboratoire de P.W. O’Toole de l’University College of Cork (Irlande)
montrent notamment que la diversité des Methanomassiliicoccales humaine est variable avec
l’état de santé de l’individu (G. Borrel et P.W. O’Toole, communications personnelles).

Dans l’état actuel des connaissances, il semble important de ne pas considérer l’ensemble
des archées méthanogènes du TGI comme un seul et unique groupe, sans distinctions entre
ces différents membres. Ceux-ci présentent néanmoins des caractéristiques communes en fai-
sant un groupe fonctionnel du microbiote intestinal humain : Leur caractère hydrogénotrophe
leur confère une place stratégique dans l’écosystème colique, facilitant les fermentations. De
par leur méthylotrophie, certains de ces membres aident à la détoxication de la lumière intes-
tinale, par élimination de molécules délétères telles que le méthanol ou la TMA. La Figure XX
illustre et synthétise notre vue renouvelée de la participation des archées méthanogènes au
métabolisme intra-intestinal et de leur rôle au sein du microbiote. Certaines de ces propriétés
pourraient s’avérer extrêmement utiles à terme pour la prévention de certaines maladies, telles
que la triméthylaminurie et l’athérosclérose, en limitant le flux de TMA vers le foie. La majo-
rité des liens sont établis sur la base d’approches moléculaires et restent putatives. Le passage
par des méthodes culturales classiques est obligatoire pour confirmer les liens encore en sus-
pens (ici représenté avec un point d’interrogation), avec la nécessité de disposer de souches
cultivées, et de préférence isolées.
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Figure III.0.15: Rôle proposé des méthanogènes dans le tractus digestif
En couleurs sont indiquées les sources énergitiques alimentaires, voies métaboliques empruntées par les archées dans le tractus

digestif ainsi que leurs impacts sur la santé de l’hôte : vert l’action du méthane sur le corps humain, en gris les voies concernant le

méthanol, en marron celles incluant le diméthyl-sulfide et en bleu celles en relation avec les composés méthylés MMA, DMA, TMA
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Quatrième partie

C O N C L U S I O N G É N É R A L E - P E R S P E C T I V E S





C O N C L U S I O N G É N É N E R A L E E T P E R S P E C T I V E S

A l’issue de ces travaux et de ceux parus durant ces années de thèse, notre vision du microbiote

intestinal méthanogène et de son rôle s’en trouve modifiée. On compte aujourd’hui cinq espèces mé-

thanogènes retrouvées couramment dans le TGI de l’Homme, et en particulier la personne âgée, si

on exclut d’autres espèces retrouvées de manière plus anecdotiques (par exemple, des Methanosarci-

nales) ou provenant de la cavité buccale (Methanobrevibacter oralis). Elles sont issues de deux ordres

différents : Les Methanobacteriales et les Methanomassiliicoccales. Ces dernières présentent une préva-

lence plus élevée chez les personnes âgées et nous anticipons la mise en évidence prochainement de

nouveaux représentants, une diversité non encore révélée semblant exister au niveau du TGI de la

personne âgée. Parmi les Methanobacteriales intestinales, toutes connues depuis plus de 30 ans, Mb.

smithii est le méthanogène prédominant. Sa méthanogenèse hydrogénotrophe, possible aussi à partir

du formate pourrait également être méthylotrophe à partir du méthanol, tout comme celle que réa-

lise Ms. stadtmanae, l’autre Methanobacteriale d’importance du TGI humain. Avec cette même capacité

mise en évidence chez les Methanomassiliicoccales étudiées, le méthanol semble être un métabolite d’im-

portance au niveau du TGI. Les Methanomassiliicoccales restent particulièrement méconnues : seuls 6

représentants sont connus aujourd’hui, provenant d’environnements divers : deux souches enrichies

du tractus digestif de termites MpT1 et MpM [147, 361], une souche en enrichissement de digesteur

anaérobie [80] nommée Candidatus Methanogranum caenicola. Enfin, trois souches sont issues du

tractus digestif de l’Homme : Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis, Methanomassiliicoccus lu-

minyensis et Methanomethylophilus alvus. D’une manière globale, les Methanomassiliicoccales peuvent se

répartir en trois grands clades, l’un comportant des membres quasi-exclusivement retrouvés dans des

écosystèmes digestifs, du termite à l’Homme, en passant par les ruminants [83]. Un clade, dont aucun

représentant digestif ne semble exister, reste totalement inconnu, au niveau génomique ou fonctionnel.

Les données génomiques de 3 souches intestinales humaines très différentes et les travaux en culture

microbienne ont permis de déduire des caractéristiques métaboliques importantes, leur méthanoge-

nèse méthylotrophe H2-dépendante : celle-ci est possible à partir de méthanol, de méthylamines voir

de DMS. Outre que ces espèces semblent ainsi posséder un système d’encodage Pyl fonctionnel, elles

amènent à reconsidérer Les accepteurs finaux d’électrons dans l’environnement digestif, en y ajoutant

la mono-, la di- et la tri-methylamine, ainsi que peut-être le diméthylsulfide. L’isolement de Mmp. alvus

représente un cap dans cette connaissance. Premier représentant de ce clade digestif, ces propriétés

de méthanogenèse méthylotrophe à partir de triméthylamine vont permettre de tester notamment le

concept de l’utilisation d’archées comme probiotiques, ici dans le but de prévenir la triméthylaminurie

et les maladies cardiovasculaires. A cette fin, l’élaboration de systèmes in vitro adaptés à l’étude des

méthanogènes seront d’un grand secours, de même que la mise en évidence de la présence de ce clade

chez le rat âgé.
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Abstract Until recently, human gut microbiota was believed
to be colonized by few methanogenic archaeal species. Much
higher microbial diversity within the human gut was revealed
by the use of molecular approaches as compared to routine
microbiological techniques, but still, a lot remains unknown.
Molecular techniques has the advantage of being rapid, repro-
ducible, and can be highly discriminative as compared to con-
ventional culturing methods. Some of them provide both qual-
itative and quantitative information. However, the choice of
method should be taken with care to avoid biases. The advent
of next-generation sequencing gives much deeper information
from which functional and ecological hypotheses can be
drawn. In this review, molecular techniques that are currently
used together with their possible future developments to study
gut methanogenic communities are indicated along with their
limitations and difficulties that are encountered during their
implementation. Moreover, the high amount of metagenomics
data from the human gut microbiome indicate that this envi-
ronment could be a paradigm for new directions in
methanogen diversity studies and help to develop new ap-
proaches for other environments as well. Concerning humans,
this should help us to better understand the possible associa-
tion of methanogens with some of the diseased conditions and
their peculiar distribution among age groups in human.

Keywords Methanogens . Diversity . Molecular tools .

Human gastrointestinal tract . Molecular marker

Introduction

Human gut is the habitat for trillions of microbes (Eckburg
et al. 2005; Qin et al. 2010; Lozupone et al. 2012) including
methanogens (Miller andWolin 1986; Liu andWhitman 2008;
Sahakian et al. 2010; Gaci et al. 2014). These methanogenic
archaea live in a syntrophic relationship with other microor-
ganisms in the human gastrointestinal tract (GIT) in more than
50 % of humans (adults). Methanogens are likely absent or
present at very low levels in newborns while being at a higher
level in elderly people (Mihajlovski et al. 2010; Polag et al.
2014). It now becomes evident that methanogenesis is hydro-
gen dependent in humans and seems mainly to involve the
reduction of CO2 in most common cases of methanogenesis
(Table 1). Therefore, methanogenesis might improve the ener-
getic yield retrieval of fermentative bacteria by lowering the H2

partial pressure in the gut together with sulfate reducing bacte-
ria and acetogens (see for example Carbonero et al. 2012, for
the consequences and bioenergetics of this hydrogenotrophy).
Out of the Methanobacteriales, Methanobrevibacter smithii
(Mbs) andMethanosphaera stadtmanae (Mss) are historically
the older known human gut methanogens. Miller and co-
workers reported them in the 1980s and isolated first Mbs
(Miller et al. 1982) followed by Mss (Miller and Wolin 1985)
from a human fecal sample. In human GIT,Mbs is believed to
be the main archaeon in terms of prevalence and quantity;
therefore, the most important reaction for hydrogen use by
gut methanogens is consequently allowing to utilize 4 mol of
H2 for eachmole of CO2 converted into 1mol of CH4.Mbs can
also use formate directly to generate methane. Mss produces
methane not from CO2 but using a different pathway, the
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reduction of methanol in the presence of H2 (Table 1, Miller
andWolin 1985; Fricke et al. 2006) and is dependent on acetate
as a carbon source (Walker et al. 2006). Methanol originates
from the gut bacterial degradation of pectin, mainly from
fruits.

Recent advances in molecular approaches renew our vision
of the methanogen diversity as well as their role in the gut: To
illustrate this, genes involved inmethanogenesis frommethanol
have been found in human gut isolates of Mbs (Hansen et al.
2011; Gaci et al. 2014), and therefore, methanol may also be
used as a substrate for methanogenesis in the human gut for this
species. Also, besides these twoMethanobacteriales, molecular
techniques coupled to phylogenetic analyses indicated that a
Thermoplasmata lineage first identified in the rumen (Tajima
et al. 2001) was also present in the human gut. It was there
identified as a probable methanogenic lineage forming a new
order of methanogens (Mihajlovski et al. 2008), consisting of
various phylotypes, likely various species and genera or even
families in the gut microbiota of elderly people (Mihajlovski
et al. 2010). Members of this order were sometimes formerly
grouped under rumen cluster C (RCC) (Janssen and Kirs 2008)
and called Methanoplasmatales (Paul et al. 2012) or
Thermoplasmatales-related methanogens. They are now offi-
cially constituting a distinguished order of methanogens called
asMethanomassiliicoccales (Iino et al. 2013; Oren and Garrity
2013) which also possess the ability to deplete H2 by using
methanol. They seem to have a broader range of substrates
for methanogenesis, for example, utilization of methylamines,
as illustrated in ruminants (Poulsen et al. 2013), in termites

(Lang et al. 2015), and in humans (Brugère et al. 2014). This
is very likely to be of medical importance in humans. The gut-
produced trimethylamine (TMA)which originates from various
nutrients (L-carnitine, phosphatidylcholine, choline,…) is con-
sidered to be the intestinal precursor of the plasmatic oxidized
form TMAO. The latter is an independent risk factor of cardio-
vascular disease and an atherosclerosis factor (Wang et al. 2011;
Koeth et al. 2013). Therefore, some strains of the
Methanomassiliicoccales likely have a natural protective role
when present in the gut and could also be supplied as probiotics
(BArchaeabiotics^) in the future, to prevent atherosclerosis and
also trimethylaminuria (Brugère et al. 2014).

The question is however to determine if methanogens
possess other roles that are beneficial or deleterious, and
answers remain still open and controversial (Gaci et al.
2014). One main reason of our present lack of knowledge
is likely the absence of precise tools to study the role of
methanogens in health and diseases. The different human
gut methanogen species or subspecies could have differ-
ent kinds of interaction within the gut microbiota and
thus different relationships with health and disease
(Pimentel et al. 2012; Samuel and Gordon 2006; Samuel
et al. 2007; Armougom et al. 2009; Blais Lecours et al.
2014; Bang et al. 2014). Due to the stringent growth con-
ditions of methanogens, there has been a shift toward
culture-independent techniques for diversity studies.
Molecular techniques are more accurate and less time-
consuming which makes them now the method of choice
for the investigators (Nocker et al. 2007; Brugère et al.

Table 1 Most frequently encountered methanogens in the human gut as known by now and their potent role in human gut physiology

Ordera Species Genome Substrate for methanogenesis References and comments

Methanobacteriales Methanobrevibacter smithiib + H2 + CO2 or formate
Possibly CH3OH

Miller et al. 1982
Samuel et al. 2007; Gaci et al. 2014

Methanosphaera stadtmanaeb + H2 + CH3OH Miller and Wolin 1985
Fricke et al. 2006
mrtA paralog instead of mcrA gene

Methanomassiliicoccales Methanomassiliicoccus luminyensisb + H2 + CH3OH/MMA/DMA/TMAc

DMSd
Dridi et al. 2012
Brugère et al. 2014

Ca. Methanomethylophilus alvus + H2 + CH3OH
c

MMA/DMA/TMA/DMSd
Borrel et al. 2012

Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis + H2 + CH3OH
c

MMA/DMA/TMAd
Borrel et al. 2013a

Other phylotypes (Mx-2, Mx-3, Mx-4) − ND Mihajlovski et al. 2010
Several phylotypes (mcrA marker)

corresponding to different species

a Only major species or those retrieved from several different studies are shown
bHuman isolate available
c Experimentally proven for isolates or supposed from enrichment cultures data
d Inferred from genomic data

MMA monomethylamine, DMA dimethylamine, TMA trimethylamine, DMS dimethylsulfide, mcrA gene coding the methyl-coenzyme M reductase,
subunit alpha, mtaB gene coding the methanol:cobalamin methyltransferase, ND not determined
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2009; Claesson and O’Toole 2010). It should however be
kept in mind the importance of the pre-analytical steps,
particularly the choice of the nucleic acid isolation meth-
od. This step can introduce a bias which is involved in
every kind of molecular methods but is likely of higher
importance in case of methanogens as the method can
lead to variable extraction yields, not only between bac-
teria and methanogens, but also among methanogens
themselves. The reasons are that archaea do not present
usual bacterial membranes and cell wall components
(Klingl 2014) and that differences among the cellular
structure of gut methanogens has been observed: For ex-
ample, the Methanomassiliicoccales are remarkably con-
stituted of a double cell membrane as determined with
electronic microscopy (Dridi et al. 2012; Lang et al.
2015). Therefore, some protocols are likely more adapted
to methanogens (Dridi et al. 2009; Chaudhary et al. 2011).
Once DNA is obtained, various types of molecular tech-
niques can be applied. Figure 1 summarizes the different
types of methods which are described in this review and
how they can be articulated together with well-defined
human populations/samples for adequate analyses. This
can lead to a more accurate determination of the distribu-
tion of each of these methanogens within different popu-
lations, in order to better understand their specific role
and interactions with other microbial components.

Use of classical molecular markers to decipher
the diversity of methanogens

Cloning and fingerprinting techniques

Methanogen diversity in human gut has been predominantly
studied by the combination of simple molecular techniques
such as PCR followed by cloning and sequencing of clones
as it was done earlier for other environments (Hales et al.
1996; Skillman et al. 2004). The sequences obtained are then
subjected to bioinformatic analysis which results in the prep-
aration of a phylogenetic tree that gives an estimate of the
richness of methanogens in a particular sample. The most
commonly used markers to study the diversity of
methanogens in human gut are the 16S ribosomal RNA
(rRNA) and mcrA genes (Scanlan et al. 2008; Mihajlovski
et al. 2008; Mihajlovski et al. 2010). The mcrA gene encodes
the α subunit of the methyl-coM reductase of the MCR-I
which catalyzes the last step of methanogenesis (methane re-
lease from coM) (Fig. 2, see Thauer 1998; Deppenmeier et al.
1999; Thauer et al. 2008 for description of the methanogenesis
biochemical pathways and related energy conservation).
However, the human gut inhabitant Mss does not possess a
MCR-I complex, but only the type II (MCR-II), which is
composed of subunits encoded by the mrt genes (Fricke
et al. 2006). Therefore, caution should be taken to detect this

Fig. 1 Different scales to address the gut methanogen diversity. Two
types of samples are generally collected for the diversity and
association studies from humans, i.e., biopsies which can further be
subdivided based on the region of collection (for example, lumen,
mucosa, and stool samples, as shown in the pink box). Diagrammatic
representation of the traditional and future molecular tools used in order

to study archaeal or methanogenic diversity with their degree of
penetration is shown in this figure. Data obtained from these studies
can be used next for co-association studies between methanogens and
defined population and to elaborate specific diagnostic molecular tools,
like PCR/qPCR tests to address specific questions
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archaeon based on this marker. These methods are much time-
consuming, laborious, and costly as large numbers of clones
need to be screened in order to cover the maximum diversity,
together with the sequencing technology (typically the Sanger
method). This can be reduced if combined with an oriented
cloning and/or a fingerprinting technique (Mihajlovski et al.
2008), which leads to an easiest selection of clones (based on
restriction fragment length polymorphism (RFLP) for
example).

To our knowledge, there are few reports of the application
of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)/temporal
temperature gel electrophoresis (TTGE) (Muyzer 1999) in
studying human gut archaea or methanogens specifically
(Abell et al. 2006; Nam et al. 2008), despite having already
been extensively used for other environments (see for example
Nakamura et al. 2009; Chaudhary et al. 2014). One major
limitation of this technique relies on its inability to differenti-
ate minor base pair differences in two sequences and thus may
result in single band for different microbial strains. Another
possible technique for studying gut methanogens is denatur-
ing high-performance liquid chromatography (dHPLC) which
allows a greater number of samples to be processed in a more
convenient way. It is typically used to detect mutations by

their property to form heteroduplex between wild-type and
mutated DNA strands. Heteroduplex molecules are separated
from homoduplex molecules by ion-pair, reverse-phase liquid
chromatography on a special column matrix with partial heat
denaturation of the DNA strands (O’Donovan et al. 1998;
Oefner and Underhill 1998). This approach can also be used
in microbial ecology (Barlaan et al. 2005) encompassing the
gut environment (Goldenberg et al. 2007). Here, PCR ampli-
fication (usually targeting 16S genes) is performed similarly to
DGGE, that is with a GC clamp to promote separation among
different amplicons (Illmer et al. 2014). Till now, there has
been no report of the use of this technique in studying gut
methanogen diversity. This might be due to the high cost of
the equipment and columns or high degree of optimization
required for each reaction to achieve the highest sensitivity
of the results.

Terminal restriction fragment length polymorphism (T-
RFLP) technique involves the amplification of usually the
16S rRNA gene or any target gene, mcrA gene in case of
methanogens. Out of the primer pair used, one primer is fluo-
rescently labeled with some dye. These amplified products are
then subjected to restriction digestion with one or several re-
striction enzymes. An automated sequencer generates an
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electrophoregram based on the sizes of the T-RFs in a given
sample. Vianna and co-workers used T-RFLP to study the
prevalence and distribution of methanogens and possible as-
sociations with bacteria in oral biofilms, and they found the
dominance of Methanobrevibacter oralis along with one
unique phylotype (Vianna et al. 2009). However still, this
technique has been underestimated in studying the
methanogen diversity in human gut. One of the limitations is
the impossibility to distinguish two sequences when they
share a common terminal restriction site, as it will result in
the same peak during the capillary electrophoresis and thus
leads to ambiguous elucidation of microbial diversity. The use
of several restriction enzymes in parallel reduces this risk.
Another problem is the lack of well-defined databases to com-
pare and assign the obtained T-RFs to a species. In spite of
this, T-RFLP is still considered a reliable and high-throughput
technique to monitor the diversity of microbial populations in
different environmental samples (Scavino et al. 2013; Conrad
et al. 2014; Mach et al. 2015).

Suppressive subtractive hybridization (SSH) allows the
identification of one bacterial genome from another closely
related one on the basis of the identification of the DNA frag-
ments that are uniquely present in only one genome (Peng
et al. 2011). A comparison is made in the genomic content
of the closely related species by using a strain-specific geno-
mic DNA, next cross-hybridized and then compared with
known gene or protein sequence data. Finally, it allows estab-
lishing a functional relationship between these DNA frag-
ments and the compared genomes/DNA content. This tech-
nique can also be used as a novel method to identify the
unknown methanogen diversity within the human gut, at least
for determining the gene repertoire that differs among strains
(see below).

Detection and quantification of methanogens
by molecular techniques

Quantitative real-time PCR (qPCR) is one of the most sensitive,
reliable, and reproducible techniques in order to determine any
particular microorganism in an environment. The principle of
this technique is based on the real-time detection of fluores-
cence of the reporter molecule during the course of the specific
amplification by PCR. The threshold value of the fluorescence
depends upon the amount of gene copy number in the sample,
i.e., the higher the gene copy number in the starting sample, less
will be the threshold value and vice versa. This technique has
been widely used to study the diversity of methanogens and
other microorganisms in ruminants and other environmental
samples (see for example Ouwerkerk et al. 2002; Chaudhary
et al. 2012; Zeleke et al. 2013), but there are only few reports
that deal with the quantification of archaeal or methanogenic
population in human gut (for example, see Abell et al. 2006;
Dridi et al. 2009; Million et al. 2012; Kim et al. 2012). Zhang

and coworkers used qPCR technique to study and compare the
shifts in the gut microbiota in obese and after gastric bypass
patients as compared to the control ones (Zhang et al. 2009). It
was also used to determine the abundance and richness of
mucosa-associated hydrogenotrophic microbes in healthy hu-
man colon (Nava et al. 2012a), which showed that all the three
hydrogenotrophic groups of microbes including methanogens,
i.e., Methanobrevibacter spp., Mbs, and members of the order
Methanomicrobiales were present in human colonic mucosa
(Nava et al. 2012b). Both relative and absolute quantifications
are possible by the use of this technique. For an absolute quan-
tification, standards need to be prepared from the known con-
centration of plasmid samples. Its high cost and difficulty to
determine two or more targets within one assay is however
limiting. Determining a higher number of targets in one assay
can be achieved using microbial ecological microarrays, but the
quantification remains relative. Several DNA chips have been
developed specifically toward the human gut microbiota based
on 16S targets: This encompasses phylogenetic DNA chips,
like the human intestinal tract chip (HITChip, Rajilić-
Stojanović et al. 2009) which is likely the most used, but does
not encompass the detection of archaeal species of the gut. This
is also the case of the human gut chip (HuGChip, Tottey et al.
2013), despite being designed with explorative probes (can de-
tect unknown DNA sequences and affiliate them at the family
level). Inversely, DNA chips specifically designed toward
methanogens could help for this purpose, like the ANAE
ROCHIP (Franke-Whittle et al. 2009). The fact that it is de-
signed toward already known methanogens can be however an
important limitation, and this kind ofmicroarray had never been
used for investigation of the human gut methanogenic commu-
nity. At last, another DNA microarray solution resides in func-
tional profiling of human gut microbiota with DNA array like
the human microbiome chip (HuMiChip, Tu et al. 2014) as it
possesses probes toward methane metabolism.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a quantitative
technique that can be used in microbial ecology for the specific
detection/visualization of microorganisms. It is based on fluo-
rescent nucleic acid probes which bind to the complementary
regions on themicrobial chromosome, finally analyzed by fluo-
rescence microscopy. Numbers of probes are available for the
quantification of methanogens in ruminants and environmental
samples, but this technique is still not much used in the quan-
tification of methanogens in human gut. We came across only
very few studies in humans where FISH has been used for the
quantification of methanogenic archaea. One of this kind of
study was conducted by Lepp and his coworkers where they
used FISH for the detection of archaeal cells at subgingival
sites in periodontitis patients (Lepp et al. 2004). However, for
the implementation of this technique in studying gut
methanogens, a detailed knowledge about the gut methanogen-
ic community should be there so that more specific probes
could be designed for appropriate studies in this kind of
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environment. There are also some limitations when FISH is
implemented on archaea, like the low copy numbers of 16S
rRNA genes found per genome and their different cell wall
and membrane constitution compared to bacteria. So, more
sensitive methods like catalyzed reporter deposition (CARD)-
FISH should be used in order to detect gut methanogens more
precisely. In 2008, Kubota et al. tested several permeabilization
protocols using different enzymes and comes out with the con-
clusion that PeiW treatment is the most effective one for
CARD-FISH application to methanogens (Kubota et al.
2008). Independently, methanogens were believed till recently
to possess one cofactor supposed to be necessary for all
methanogens, F420. Despite that its presence in few other mi-
crobes has already been reported, but at lower levels, an exci-
tation at 420 nm and emitted fluorescence permit the detection
and counting of methanogens (Doddema and Vogels 1978).
However, this F420 factor is very likely absent in members of
Methanomassiliicoccales order (Borrel et al. 2014a).

In-depth sequencing of molecular markers

Massive parallel sequencing, further described as next-
generation sequencing (NGS) methods, provides a mean to
rapidly and deeply sequence DNA from a sample. Various
NGS methods have been used (454 pyrosequencing,
Illumina technology), and some new ones are also available
now (i.e., PacBio and IonTorrent), each with their own spec-
ifications and limitations (Roh et al. 2010; Weinstock 2012).
Due to the high amount of data generated in a single run of
sequencing, these technical approaches are useful to access
information about diversity at various scales, from genomic
data of methanogens to metagenomics data (see next chapter).
It can also be performed on specific/dedicated molecular
markers of methanogens/methanogenesis (Fig. 1, yellow,
red, and green arrows). However, several factors should be
kept in mind when designing a microbiome study (Goodrich
et al. 2014a).

The use of 16S rRNA gene as a biodiversity marker for
methanogen studies in samples relies mainly if not exclusively
on universal primers that have been designed through com-
parative 16S sequences of bacteria and can therefore introduce
a bias toward methanogen detection, by being less or not
efficient at all (as also mentioned above for probes used with
phylogenetic microarrays). Recently, a prokaryotic universal
primer pair was proposed for a simultaneous analysis of bac-
teria and archaea (Takahashi et al. 2014). It was designed by
targeting V3–V4 16S region on the IlluminaMiSeq sequencer
and allows the detection of more than 94 % of archaeal and
98 % of the bacterial rRNA genes theoretically, according to
the Ribosomal Database Project (RDP) database. It was used
in studying pig gut microbiota, and bacterial and archaeal
components were detected in one sequence reaction: For these
last ones, Methanobacteriales, but also Thermoplasmata

(very likelyMethanomassiliicoccales, see below) were deter-
mined. Alternatively, a strategy based on several couples of
primers, allowing a better coverage of each of the three do-
mains of life (Eukarya, Bacteria, and Archaea) could allow to
limit bias in the detection of every component of a microbiota
(encompassingmethanogenic archaea). This has been recently
developed and used for the determination of rumen microbial
communities with 16S amplicons generated by several
primers next sequenced together (Kittelmann et al. 2013).
Such an approach would be very likely interesting concerning
studies on the human gut microbiome as the cooccurrence of
every microbes of the ecosystem can be addressed in a simple
and rapid way.

When addressing the question of the methanogen diversity
itself, it would be of great interest to limit generated data to
only methanogens. Unfortunately, methanogenesis seems to
have been lost several times in the evolution of the
Euryarchaeota (Bapteste et al. 2005; Borrel et al. 2013a;
Raymann et al. 2015) leading to sparse methanogenic lineages
separated by non-methanogenic orders. Among these lasts,
some of these archaea may be found in the gut microbiota,
especially Halobacteria (Nam et al. 2008; Oxley et al. 2010).
Consequently, non-methanogenic 16S sequences could be de-
tected, a problem that can be overcome by fine annotation/
phylogenetic studies. Inversely, the use of 16S primers with a
narrow coverage could limit the real methanogenic diversity,
for example, of Methanomassiliicoccales located within the
class Thermoplasmata. In the seminal work of Eckburg and
his team based on cloning and sequencing by the Sanger
method, two types of primers were used: one for the bacterial
component and another for the archaeal part (Eckburg et al.
2005). This approach was performed on different types of
samples from the GIT, encompassing mucosal tissue collected
from three individuals. Only one operational taxonomic unit
(OTU) was detected for archaeal members among the 1524
obtained sequences, corresponding toMbs. This strongly, but
wrongly conveys an idea of low methanogenic diversity with-
in the human gut. Increase in the availability of sequencing
data for the third domain, i.e., archaea, leads now to specific
primers which are able to detect a broader part of archaeal
population. This approach has been successfully used recently
for human gut archaea (Hoffmann et al. 2013). In this study
(dedicated to fungi and archaea of the human gut), various and
not yet recovered gut archaea were detected, larger than only
methanogens /Euryarchaeota . This encompasses
Thaumarchaeota of the Nitrososphaera genus. Also, this
study revealed euryarchaeotes affiliated to two different gen-
era of the Thermoplasmata: the Thermoplasmatales
Thermoplasma spp. and the Thermogymnomonas spp.,
thermoacidophilic and aerobic archaea. Surprisingly, no
Methanomassiliicoccales were retrieved from this study. As
mentioned above, theMethanomassiliicoccales belongs to the
class Thermoplasmata with other non-methanogenic order
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(for example, Thermoplasmatales) and are therefore phyloge-
netically related with each other. Together with the fact that no
other studies indicated the presence of unambiguously deter-
mined Thermoplasmatales in the human gut, it is likely that a
bias in the affiliation had been made. In fact, in this rapidly
moving area of methanogens, the databases used for the anal-
ysis should be regularly updated and encompass sequences of
non-cultured/isolated archaea and for which a fine and strong
phylogenetic affiliation has been obtained. As an exam-
ple, in March 2015, the RDP Classifier (RDP release
11, update 3) (Wang et al. 2007) did not identify the
Methanomassiliicoccales, even if several genomes had already
been published and were deposited in GenBank (Gorlas et al.
2012; Borrel et al. 2012; Borrel et al. 2013b; Lang et al. 2015).
At the time we submitted this article, it still affiliates
Methanomethylophilus spp. and Methanomassiliicoccus spp.
to Thermoplasma/Thermogymnomonas spp., but this should
be improved in the coming releases of the RDP Classifier.
Alternatively, the use of fine-annotated and dedicated 16S da-
tabase should provide a way to circumvent this kind of prob-
lems. This has recently been undertaken for methanogens of
the GIT of ruminants (Ruminal and Intestinal DB (RIM-DB),
Seedorf et al. 2014). This DB considers also other intestinal
environments such as the human and termite intestinal tract, in
which methanogens are particularly of interest in the global
warming context (Schmitt-Wagner and Schmitt-Wagner and
Brune 1999; Brune 2014). RIM-DB contains more than 2300
chimaera-checked 16S sequences and allows a species-level
taxonomic assignment. Methanomassiliicoccales are repre-
sented by 195 sequences distributed in 17 groups, possibly
different genera, which highlights the diversity of
Methanomassiliicoccales. This tool can be implemented in
QIIME (Caporaso et al. 2010) as a reference database when
affiliating sequences from amplicon-based NGS of 16S rRNA
gene.

Considering all of this, the sequences supposed to come
from Thermoplasmatales in the study of Hoffmann and co-
workers (Hoffmann et al. 2013) and also in various other
studies from other digestive environments are probably
methanogens. Another way to limit this possible artifact
would be the use of mcrA gene marker, specific to
methanogens (i.e., absent in Thermoplasmatales) and for
which phylogenetic affiliation is possible (Luton et al.
2002). Other alternative molecular markers are also possible,
as well for methanogens than for (Eury)archaea.

Marker-based alternatives to study methanogen diversity

Some molecular markers have already been used for the de-
tection of specific methanogens in human gut, for example,
the 16S rRNA and rpoB genes (Dridi et al. 2009). However,
there still feels the need of alternative molecular markers in

order to target specific functions of the methanogens or to
discriminate different subspecies.

The genomic sequence neighboring the 16S and 23S gene
sequences (internal transcribed spacer (ITS)) is less subjected
to high selective pressure compared to these two genes, which
confers to it a high polymorphism in sequence and length. It
can therefore be very useful for determining the diversity of
methanogens using automated ribosomal intergenic spacer
analysis (ARISA) (Fisher and Triplett 1999; Ciesielski et al.
2013). However, there is no unique transcription unit for 16S
and 23S rRNAs inMethanomassiliicoccales: These two genes
do not form an operon as usually observed in bacteria and
other methanogens and are scattered in the genome (Borrel
et al. 2014b). Consequently, there is no ITS/a lack of a small
DNA region amplifiable by 16S/23S primers. Therefore, the
use of ARISAwould lead to a strong bias toward the detection
of one of the major methanogenic populations in human gut.

In addition to mcrA and 16S rRNA genes, chaperonin
type II markers (also called as thermosome) were also used
as a target to study the phylogenetic diversity of archaea.
Type II chaperonin sequences are considered to be more
diverse than the previously used markers and thus might
serve as a better marker for the diversity studies (Chaban
and Hill 2012). Phylogenetic trees constructed by using
chaperonin type II markers are in well agreement with 16S
rRNA-based trees, but rather, they provide a more detailed
resolution of the closely related groups, or it could help to
discriminate different subspecies. When tested along with
mcrA and 16S rRNA genes to study the archaeal diversity in
a cattle rumen,Mbs,M. ruminantium andMsswere success-
fully detected as the dominant members of the methanogen
community with all the three markers. This marker-based
diversity analysis still needs to be used for methanogenic
communities inhabiting the human gut. Several other mo-
lecular markers have been studied and validated recently for
the diversity analysis of methanogens (Romaniuk et al.
2014). These markers and the place of enzymes they are
coding for in the methanogenesis pathways are indicated
in Fig. 2. This includes mcrB and mcrG which are theoret-
ically necessary to all the methanogens as they encode sub-
units of β and γ subunits of the methyl-coenzyme M reduc-
tase MCR-I. However, as mentioned above, MCR-I is ab-
sent in one human gut methanogen, Mss, where it is re-
placed by the sole presence of a type II methyl-coenzyme
M reductase (Fricke et al. 2006).

Other tested molecular markers are restricted to a kind of
the three methanogenic pathways, i.e., the methylotrophic,
aceticlastic, and hydrogenotrophic ones (Fig. 2). For the
methylotrophic methanogenesis, some markers were used
successfully (Borrel et al. 2013a; Romaniuk et al. 2014;
Blais Lecours et al. 2014) like mtaB/mtaB1 (methanol-5-
hydroxybenzimidazolylcobamide Co-methyltransferase) for
methanogenesis from methanol and mtbA (methylated
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[methylamine-specific corrinoid protein]: coenzyme M meth-
yltransferase) ormtbB1 (dimethylamine-corrinoid protein Co-
ethyltransferase) for methanogenesis from dimethylamine
(DMA). For the aceticlastic pathway (mentioning that no
methanogen exhibiting aciticlastic mode of methanogenesis
has been detected to date in the human gut), cdhD1 coding
the δ subunit of acetyl-CoA decarbonylase/synthase complex
is a possible molecular marker (Romaniuk et al. 2014). At last,
for the hydrogenotrophic methanogenesis, various markers
are possible, and among them, some have been successfully
used like themer genetic marker encoding the F420-dependent
methylene-H4 MPT reductase (Romaniuk et al. 2014).

However, caution should be applied when using these kinds
of molecular markers: They can have a broader distribution
than methanogens only or inversely, be absent in some gut
methanogens genomes, due to the diversity of methanogenesis
encountered in the human gut: For example, it has been shown
that the Methanomassiliicoccales are not able to complete
methanogenesis from CO2 and H2 and lack all the specific
genes encoding necessary enzymes of this complete metabolic
pathway (i.e., fwdHFGDACB, fmdECBDG, ftr, mch,
cofDEGH, mtd, hmd, mtrADCBAEFGH, and mer) (Borrel
et al. 2013a). Therefore, the use of mer is likely insufficient
for gut methanogens. It has however to be noticed that the use
of the mtaB gene (methanogenesis from methanol) has been
successfully employed for a description of the whole
Methanomassiliicoccales order (Borrel et al. 2013b). This gene
is present in Mss (Fricke et al. 2006) and seems to be also
present in Mbs strains from the human gut (Gaci et al. 2014)
even if they have not been described as methanol-using
methanogens: Therefore, mtaB gene may be very useful as a
marker gene to decipher gut methanogen diversity but is in-
versely a possible way to introduce a bias in studies if used
alone. In conclusion, these genes are strong molecular markers
to study the diversity of methanogens in the human gut, but
one should be used in conjunction with another to cover the
broad range of methanogenesis pathways.

Future directions to shift from description of diversity
onto function of methanogens

Coupling molecular tools with culturing techniques

All the techniques described above allow diversity studies of
the methanogens and their distribution/changing during life-
time. However, it remains very hard to decipher functions
other than methanogenesis itself. Interventional studies on
the natural habitat (the human gut) are ethically and technical-
ly problematic. Altogether, this argues for the use of ex vivo/in
vitro studies, i.e., culture-based approaches on isolated mi-
crobes or complex communities in in vitro systems simulating
the gut environment, which can be further associated with
molecular tools.

Recently, there has been a renewed interest in culturing
methods for the detection of species (Goodman et al. 2011;
Ma et al. 2014; Rettedal et al. 2014). Lagier et al. introduced
the concept of culturomics by combining the mass spectrom-
etry approach with existing sequencing (Lagier et al. 2012).
They applied this technique on the stool samples of two lean
Africans and one obese European in order to study/compare
the gut microbial populations simultaneously along with tra-
ditional metagenomic analysis. Culturomics identified 340
bacterial species, and the routine metagenome analysis of
the same samples yielded 698 phylotypes: This included 282
known species, 51 of which overlapped with the microbiome
obtained from culturomics (Lagier et al. 2012). Thus,
culturomics can provide complementary details on the gut
microbiota. This is a much open approach that detects viable
bacteria and that is theoretically not restricted to bacteria only.
However, no archaeal species were retrieved from this study
while five fungi were detected. This approach stills needs to
be applied in order to study the diversity of methanogens
specifically in the human gut. Advantages includes the iden-
tification of species which are present in low number in the
ecosystem, i.e., minority populations, which is of great interest
for gut methanogens, but is so far strongly limited by difficul-
ties in culturing methanogens.

Several progresses have been made in simulating the gut
microbiota environment in order to follow the metabolic/
cellular interactions within the gut microbes. To date, various
in vitro systems have been developed (Venema and van den
Abbeele 2013), the first ones more than 25 years ago
(Macfarlane et al. 1989; Macfarlane et al. 1998).
Interestingly, methane production was observed in the three-
stage in vitro systems developed by MacFarlane and Gibson
after an inoculation with Mbs-positive stools, indicating that
methanogens could survive and be metabolically active in this
in vitro model (Gibson et al. 1988). However, to our knowl-
edge, all the systems developed so far uses an imposed anaer-
obic atmosphere to microbes (commonly, a continuous flush of
CO2/H2 or N2/CO2 used as oxygen scrubber), a possible bias
toward microbe interactions and metabolisms: In fact, other
microbial populations may be sensitive to gas level produced
by the ecosystem like H2S/HS

−. This is of importance consid-
ering the probable competition between hydrogenotroph pop-
ulations, particularly SRBs and methanogens. To overcome
this problem, an in vitro continuous fermentation concept
named Environmental Control System for Intestinal
Microbiota (ECSIM) has been developed which allows cultur-
ing microbiota under the atmosphere developed by the micro-
biota itself (Brugère et al. 2011). This has been first declined as
three parallel fermentation systems, allowing concomitant
comparative studies (Feria-Gervasio et al. 2011). Recently, a
derived model of the one developed by MacFarlane et al.
(1998) was obtained, forming a three-stage continuous system
simulating three gut regions from one common inoculum (3S-
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ECSIM) (Feria-Gervasio et al. 2014). An exhaustive compar-
ison of the microbial components of the initial stool inoculum
revealed a high correlation at the taxonomic level of bacterial
families using the HuGChip validating this approach (Feria-
Gervasio et al. 2014). Importantly, the cultivation of a methan-
ogenic stool inoculum has been recently achieved in the ECSI
M system, encompassing methane production and Mbs yields
similar to what was observed in the original sample (Tottey
et al. 2015). This has also been coupled to specific inhibition
of methanogens and to the in vitro conversion of a non-
methanogenic stool sample into a Mbs-positive one (Tottey
et al. 2015), permitting to achieve what failed in animal models
(Hansen et al. 2011; Goodrich et al. 2014b).

Therefore, the next step will be to extend this model for
studying gut methanogens to various gut microbiota and var-
ious methanogens. From this, microbial interactions involving
gut methanogens could be deciphered. This could be helped,
for example, with stable isotope probing (SIP), for which
in vitro systems fit technically well. The SIP method is now
widely used in microbial ecological studies for tracing fluxes
of nutrients in biogeochemical cycling by microorganisms.
This technique can further be used to check the predominant
members of the mixed community which are metabolically
active in utilizing a particular substrate for their growth
(Radajewski et al. 2000; Dumont and Murrell 2005). The
labeled nucleic acids are separated from the unlabeled ones
by density gradient centrifugation methods. This labeled
nucleic acid pool can further be analyzed using NGS, allowing
population studies based on the 16S marker.

Sequence enrichment by solution hybrid selection capture
method

Hybridization capture technologies, and among them those
performed in solution phase, allow a targeted exploration of
metagenomes. The solution hybrid selection (SHS) capture
method has been proposed (Gnirke et al. 2009; Tewhey et al.
2009) to enrich and select known parts of the human genome
for resequencing. Adaptation of the gene capture for microbial
ecology allowed a better taxonomic and functional description
of the studied microbial communities including the rare bio-
sphere and unknown sequences (Denonfoux et al. 2013). It
involves the enrichment of the target gene fragments out of a
complex environmental genomicmixture, without PCR biases
and direct metagenome sequencing limitations. The success of
a gene capture experiment in environmental microbiology
strongly depends on the high-quality probe set encompassing
variant specific and explorative probes to reveal novelties
(Parisot et al. 2014) coupled to adapted databases (Jaziri
et al. 2014). Additionally, this innovative strategy for micro-
bial ecology allows recovering of large DNA fragments, there-
fore extending beyond the initial targeted biomarker gene se-
quence and thus facilitating the discovery of new genes or

genomic organizations. Denonfoux and coworkers developed
this approach to detect methanogens in deep water layer of a
meromictic lake (Denonfoux et al. 2013), by targeting mcrA
sequences with explorative probes (Dugat-Bony et al. 2012).
The enrichment performance (around 50 %) demonstrated the
relevance of such method compared to a random shotgun
metagenomic approach (0.003 %). Qualitatively, this strategy
outperforms the barcoding approach allowing the detection of
17 OTUs not recovered by the amplicon strategy, and among
them one Methanomassiliicoccale, while 24 OTUs were
shared. Gene capture by hydridization gave better results
when compared with amplicon sequencing and direct
metagenome analysis methods, resulting in the detection of
much broader gene diversity. Full-length targeted markers
and adjacent regions could be rapidly reconstructed giving
new insights on methanogens present in environmental sam-
ples and associated metabolic functions. More recently, this
gene capture strategy has allowed the uncovering of complete
cDNAs to access directly to activities (Bragalini et al. 2014).
Therefore, these targeted sequencing methods could be useful
in the future to study the gut methanogens in humans, en-
abling in-depth analysis for each sample, and high throughput,
when associated with NGS.

NGS for genomics of isolated strains of methanogens

Complete genome data is of course the gold standard for com-
parison of strains/species of methanogens and allows to recon-
struct metabolic pathways and to hypothesize features/proper-
ties/functions. Recently in 2011, pan-genome analysis of
dominant gut methanogenMbs has been performed in mono-
zygotic and dizygotic twins, and the authors found out that
987 genes were conserved in all strains and 1860 genes were
variably represented (Hansen et al. 2011). Pan-genome ofMbs
also consisted of 101 adhesin-like proteins (ALPs) which
showed strain-specific differences in expression and respon-
siveness to formate. So, it can be postulated that Mbs strains
use their different repertoires of ALPs to create diversity in
their metabolic niches, by allowing them to establish
syntrophic relationships with bacterial partners with differing
metabolic capabilities (Hansen et al. 2011). This study high-
lights the need of highly discriminating tools as even a same
species (here Mbs) can show a high genetic variation among
strains retrieved from the same environment (the human gut),
so may have variable influence on the host physiology/health.
As it relies on a time-consuming first step for strain isolation
and that some gut strains of the Methanomassiliicoccales or-
der still resist to isolation (our and other works), this direct
genome sequencing and genome comparison is however still
limited. Single-cell genomics of gut microbes, and more spe-
cifically of archaea, will be very likely the best method in the
future (Blainey and Quake 2014), but before this time has
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came, other approaches are used concomitantly with the ex-
ploration of other directions able to generate genomic data.

NGS for genomics of enrichment cultures

When not directly accessible (means isolated), enrichment cul-
tures may be first performed to increase the relative amount of
the methanogens by specific conditions (antibiotics,
methanogenesis substrates, gas,…). Using methanogen-
positive stools and several rounds of culture with H2 and meth-
anol, metagenomics by shotgun sequencing was performed di-
rectly on these consortia and led to the genome characterization
of two methanogens present in the human gut, the
Methanomassiliicoccales BCandidatus Methanomethylophilus
alvus^ Mx1201 and BCandidatus Methanomassiliicoccus
intestinalis^ Issoire-Mx1 (Borrel et al. 2012; Borrel et al.
2013a). Moreover, the mean coverage (respectively of 36.9×
and 42.7× for BCandidatus Methanomethylophilus alvus^
Mx1201 and BCandidatusMethanomassiliicoccus intestinalis^
Issoire-Mx1 from a quarter plate of a 454 GS FLX Titanium
run) was sufficient to obtain the complete draft genome se-
quence of these two organisms. This strategy was also recently
used for a fourth Methanomassiliicoccales genome, from a
methanogen of the termite gut (Candidatus Methanoplasma
termitum, Lang et al. 2015). Data generated by this approach
allowed the first whole-genome comparisons among three hu-
man strains of the Methanomassiliicoccales (Borrel et al.
2014b) from which some important genomic, phylogenetic,
and biochemical features of this so far unknown methanogenic
lineage were deciphered. Of note, these works provided impor-
tant clues about the use of methylamines in the human gut by
these strains, due to (i) a particular genetic machinery for the
translational addition of the 22nd amino acid pyrrolysine (Pyl)
(Borrel et al. 2014a) and (ii) the presence of genes encoding
Pyl-containing methyltransferases, which participate in the
methylotrophic methanogenesis from methylamines (see
Krzycki 2004; Ambrogelly et al. 2007 and Gaston et al. 2011
for a description of this expansion of the genetic code particu-
larly in some methanogens).

Genome reconstruction of methanogens
from metagenomics studies

NGS technology allows an in-depth sequencing of a
sample. Therefore, it may be possible to extend the
method described above with enrichment cultures on
DNA retrieved from fecal matter or gut biopsies.
Theoretically, obtained metagenomics data from one
sample contain enough sequence data to allow the align-
ment in contigs/genomes even at low proportion of
some microorganisms. Due to the various level of each
microbe/genome within an environment, there is no uni-
form coverage of all sequence data, and this property

may be used to filter sequences based on sequence fre-
quencies to facilitate the assembly of sequences. This
assumption should be modulated as there is no uniform
coverage in sequencing depth across a genome in prac-
tice. Other difficulties rely on similar repeat regions
present in various genomes of one environment and also
to sequencing errors that becomes more difficult to han-
dle with when associated to a low coverage of each
genome.

This approach was recently shown successful for a new
candidate phylum basal to Cyanobacteria, whose members
have been found 10 years ago in the human gut (Ley et al.
2005). Using gut metagenomics data from three samples com-
posed each of around 115,000,000 reads, the authors were
able to obtain four complete genomes and three partial ge-
nomes, one of which being near to complete (Di Rienzi
et al. 2013). In absence of cultured representatives, it was so
far impossible to speculate about the role and properties of
these organisms that are prevalent in herbivorous mammals
and humans with a vegetarian diet, showing therefore a
similar technical problem than the one encountered with
Methanomassiliicoccales. Using this powerful approach and
data inferred from the reconstructed genomes, it was deduced,
for example, that this clade (candidate phylum BCa.
Melainabacteria^) produces H2 through a fermentative metab-
olism, has the capacity to fix nitrogen, and synthesizes several
(B and K) vitamins. It however needs to be mentioned that
Melainabacteria were estimated to form a large part of the
community, estimated to about 2 to 4 % which has likely
greatly facilitated this approach. Considering this, and due to
the lower relative abundance of human gut methanogens, this
approach would necessitate a greater number of reads per
sample. Alternatively, if the coverage is too low, it is conceiv-
able to pool the metagenomics data from several samples,
assuming that the considered methanogen may be shared by
several individuals; this may lead to potent mosaic genomes,
referred as metagenomic species (MGS) or metagenomic op-
erational taxonomic units (mOTUs) (Sunagawa et al. 2013;
Nielsen et al. 2014). Among the 7381 MGS derived from 396
human stool samples of the MetaHit project, one is attributed
to a methanogen species: MGS1088 was retrieved from the
distal human gut microbiota of the sample MH0012 by an
abundance covariance strategy. Sequencing data are com-
posed of 67 contigs varying from 703 to 151,917 bp (median
size=14,427 bp) and further organized in 32 scaffolds
(genbank NZ_CBKQ010000000). It represents a total of 1,
631,477 bp, from which 1625 coding DNA sequences
(CDS) were deduced. It was annotated as a Methanoculleus
sp., from theMethanomicrobiales order, but when checked in
detail, these sequences correspond to a species of the
Methanomassiliicoccales order, more precisely a sister
species/a different strain of BCa. Methanomethylophilus alvus
Mx1201^ (Borrel et al. 2012) with 99 % similarity on the
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whole genome (unpublished result). These results highlight
the power of such an approach.

The assembly of sequences from metagenomic studies
may also be helped by existing genomic data of several
related subspecies/species that can be used as a backbone
to recover contigs from metagenomes that are consequent-
ly related to the reference genome(s). This bottom-up ge-
nomic reconstruction may also be conducted with specific
markers of the methanogens (mcrA, mtaB, etc., see above)
to recover contigs that are specific to methanogens. As an
example, we are currently retrieving genomic data from
contigs of human gut metagenomes that harbor some
genes of methanogens, and among them, those more spe-
cifically belonging to the Methanomassiliicoccales. This
leads to new partial and total genomic data and allows
detection of new variants/subspecies/species of this very
poorly known lineage (unpublished data).

Concluding remarks

Detailed knowledge of gut methanogens involves the more in-
depth study of the methanogenic diversity, their symbiotic
relationships with other microbial groups, and various other
factors that could affect the microbial communities (host ge-
netics, diet, age,…). Molecular approaches based on DNA
and RNA examinations are among the most reliable, sensitive,
and less time-consuming techniques to determine their diver-
sity. In order to study uncultured methanogens in human gut,
future knowledge will likely come from bioinformatic studies
of metagenomics data, whose interpretation will need to be
confirmed by dedicated, strain/species-specific molecular
tools on relevant population samples (Fig. 1). Altogether, the-
se techniques will provide a gateway for gut microbiologists
for designing effective and novel strategies which will help
them in understanding the role of these methanogens in hu-
man health. In our opinion, traditional culture-based tech-
niques are mandatory to be used in conjugation with these
advance molecular/bioinformatic techniques to address some
peculiar and important points like their interactions with the
immune system or the host physiology.

Acknowledgments This work was supported by a PhD. Scholarship
support from the French BMinistère de l’Enseignement Supérieur et de la
Recherche^ to N.G. J.-F.B and P.P.C. thanks the BUniversité d’Auvergne^
for the funding of a post-doctoral fellowship (attributed to P.P.C). P.W.O.T.
was supported by Science Foundation Ireland through a Principal
Investigator award, by a CSET award to the Alimentary Pharmabiotic
Centre, and by an FHRI award to the ELDERMET project by the Dept.
Agriculture, Fisheries and Marine of the Government of Ireland. Authors
are thankful to Prof. P. Peyret and Dr. E. Peyretaillade for their valuable
suggestions during the preparation of the manuscript.

Conflict of interest The authors declare that they have no competing
interests.

References

Abell GC, Conlon MA, McOrist AL (2006) Methanogenic archaea in
adult human faecal samples are inversely related to butyrate concen-
tration. Microb Ecol Health Dis 18(3-4):154–160

Ambrogelly A, Palioura S, Söll D (2007) Natural expansion of the genetic
code. Nat Chem Biol 3(1):29–35

Armougom F, Henry M, Vialettes B, Raccah D, Raoult D (2009)
Monitoring bacterial community of human gut microbiota reveals
an increase in Lactobacillus in obese patients and methanogens in
anorexic patients. PLoS One 4(9), e7125

Bang C, Weidenbach K, Gutsmann T, Heine H, Schmitz RA
(2014) The intestinal archaea Methanosphaera stadtmanae
and Methanobrevibacter smithii activate human dendritic
cells. PLoS One 9(6), e99411

Bapteste É, Brochier C, Boucher Y (2005) Higher-level classification of
the Archaea: evolution of methanogenesis and methanogens.
Archaea 1(5):353–363

Barlaan EA, Sugimori M, Furukawa S, Takeuchi K (2005) Profiling and
monitoring of microbial populations by denaturing high-
performance liquid chromatography. J Microbiol Methods 61(3):
399–412

Blainey PC, Quake SR (2014) Dissecting genomic diversity, one cell at a
time. Nat Methods 11(1):19–21

Blais Lecours P, Marsolais D, Cormier Y, Berberi M, Haché C,
Bourdages R, Duchaine C (2014) Increased prevalence of
Methanosphaera stadtmanae in inflammatory bowel diseases.
PLoS One 9(2), e87734

Borrel G, Harris HM, Tottey W, Mihajlovski A, Parisot N, Peyretaillade
E, Peyret P, Gribaldo S, O'Toole PW, Brugère J-F (2012) Genome
sequence of BCandidatusMethanomethylophilus alvus^Mx1201, a
methanogenic archaeon from the human gut belonging to a seventh
order of methanogens. J Bacteriol 194(24):6944–6945

Borrel G, Harris HM, Parisot N, Gaci N, TotteyW,Mihajlovski A, Deane
J, Gribaldo S, Bardot O, Peyretaillade E (2013a) Genome sequence
of BCandidatus Methanomassiliicoccus intestinalis^ Issoire-Mx1, a
third Thermoplasmatales-related methanogenic archaeon from hu-
man feces. Genome Announc 1(4):e00453–00413

Borrel G, O’Toole PW, Harris HM, Peyret P, Brugère J-F, Gribaldo S
(2013b) Phylogenomic data support a seventh order of
methylotrophic methanogens and provide insights into the evolution
of methanogenesis. Genome Biol Evol 5(10):1769–1780

Borrel G, Gaci N, Peyret P, O'Toole PW, Gribaldo S, Brugère J-F (2014a)
Unique characteristics of the pyrrolysine system in the 7th order of
methanogens: implications for the evolution of a genetic code ex-
pansion cassette. Archaea 27:374146

Borrel G, Parisot N, Harris HM, Peyretaillade E, Gaci N, TotteyW, Bardot
O, Raymann K, Gribaldo S, Peyret P (2014b) Comparative genomics
highlights the unique biology of Methanomassiliicoccales, a
Thermoplasmatales-related seventh order of methanogenic archaea
that encodes pyrrolysine. BMC Genomics 15(1):679

Bragalini C, Ribière C, Parisot N, Vallon L, Prudent E, Peyretaillade E,
Girlanda M, Peyret P, Marmeisse R, Luis P (2014) Solution hybrid
selection capture for the recovery of functional full-length eukary-
otic cdnas from complex environmental samples. DNA Res 21(6):
685–694

Brugère J-F, Mihajlovski A, Missaoui M, Peyret P (2009) Tools for
stools: the challenge of assessing human intestinal microbiota using
molecular diagnostics. Expert Rev Mol Diagn 9(4):353–365

Brugère J-F, Féria-Gervasio D, Alric M, Tottey W, Popse Z (2011) The
ECSIM concept (Environmental Control System for Intestinal
Microbiota) and its derivative versions to help better understand
human gut biology. In: Gargiulo GD, McEwan A (eds) Applied
Biomedical Engineering, vol 4, Chap., pp 63–82

Appl Microbiol Biotechnol (2015) 99:5801–5815 5811



Brugère J-F, Borrel G, Gaci N, Tottey W, O’Toole PW, Malpuech-
Brugère C (2014) Archaebiotics: proposed therapeutic use of ar-
chaea to prevent trimethylaminuria and cardiovascular disease.
Gut Microbes 5(1):5–10

Brune A (2014) Symbiotic digestion of lignocellulose in termite guts. Nat
Rev Microbiol 12(3):168–180

Caporaso JG, Kuczynski J, Stombaugh J, Bittinger K, Bushman FD,
Costello EK, Fierer N, Peña AG, Goodrich JK, Gordon JI, Huttley
GA, Kelley ST, Knights D, Koenig JE, Ley RE, Lozupone CA,
McDonald D, Muegge BD, Pirrung M, Reeder J, Sevinsky JR,
Turnbaugh PJ, Walters WA, Widmann J, Yatsunenko T, Zaneveld
J, Knight R (2010) QIIME allows analysis of high-throughput com-
munity sequencing data. Nat Methods 7(5):335–336

Carbonero F, Benefiel AC, Gaskins HR (2012) Contributions of the mi-
crobial hydrogen economy to colonic homeostasis. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol 9(9):504–518

Chaban B, Hill JE (2012) A ‘universal’ type II chaperonin PCR detection
system for the investigation of archaea in complex microbial com-
munities. ISME J 6(2):430–439

Chaudhary PP, Sirohi SK, Kumar S (2011) Improved extraction of quality
DNA from methanogenic archaea present in rumen liquor for PCR
application. Asian J Anim Sci 5(3):166–174

Chaudhary PP, Dagar SS, Sirohi SK (2012) Comparative quantification
of major rumen microbial population in Indian Cattle and Buffalo
fed on wheat straws based diet. Prime J of Microbiol Res 2(2):105–
108

Chaudhary PP, Wright A-DG, Brablcová L, Buriánková I, Bednařík A,
Rulík M (2014) Dominance of Methanosarcinales phylotypes and
depth-wise distribution of methanogenic community in fresh water
sediments of sitka stream from czech republic. Curr Microbiol
69(6):809–816

Ciesielski S, Bulkowska K, Dabrowska D, Kaczmarczyk D, Kowal P,
Mozejko J (2013) Ribosomal intergenic spacer analysis as a tool
for monitoring methanogenic archaea changes in an anaerobic di-
gester. Curr Microbiol 67(2):240–248

Claesson MJ, O'Toole PW (2010) Evaluating the latest high-throughput
molecular techniques for the exploration of microbial gut commu-
nities. Gut Microbes 1(4):277–278

Conrad R, Ji Y, Noll M, Klose M, Claus P, Enrich-Prast A (2014)
Response of the methanogenic microbial communities in amazonian
oxbow lake sediments to desiccation stress. Environ Microbiol
16(6):1682–1694

Denonfoux J, Parisot N, Dugat-Bony E, Biderre-Petit C, Boucher D,
Morgavi DP, Le Paslier D, Peyretaillade E, Peyret P (2013) Gene
capture coupled to high-throughput sequencing as a strategy for
targeted metagenome exploration. DNA Res 20(2):185–196

Deppenmeier U, Lienard T, Gottschalk G (1999) Novel reactions in-
volved in energy conservation by methanogenic archaea. FEBS
Lett 457(3):291–297

Di Rienzi SC, Sharon I, Wrighton KC, Koren O, Hug LA, Thomas BC,
Goodrich JK, Bell JT, Spector TD, Banfield JF (2013) The human
gut and groundwater harbor non-photosynthetic bacteria belonging
to a new candidate phylum sibling to Cyanobacteria. Elife 2,
e01102

Doddema HJ, Vogels GD (1978) Improved identification of methanogen-
ic bacteria by fluorescence microscopy. Appl Environ Microbiol
36(5):752–754

Dridi B, Henry M, El Khéchine A, Raoult D, Drancourt M (2009) High
prevalence of Methanobrevibacter smithii and Methanosphaera
stadtmanae detected in the human gut using an improved DNA
detection protocol. PLoS One 4(9), e7063

Dridi B, Fardeau M-L, Ollivier B, Raoult D, Drancourt M (2012)
Methanomassiliicoccus luminyensis gen. nov., sp. nov., a methano-
genic archaeon isolated from human faeces. Int J Syst Evol
Microbiol 62:1902–1907

Dugat-Bony E, Peyretaillade E, Parisot N, Biderre-Petit C, Jaziri F, Hill
D, Rimour S, Peyret P (2012) Detecting unknown sequences with
DNA microarrays: explorative probe design strategies. Environ
Microbiol 14(2):356–371

Dumont MG, Murrell JC (2005) Stable isotope probing—linking micro-
bial identity to function. Nat Rev Microbiol 3(6):499–504

Eckburg PB, Bik EM, Bernstein CN, Purdom E, Dethlefsen L, Sargent
M, Gill SR, Nelson KE, Relman DA (2005) Diversity of the human
intestinal microbial flora. Science 308(5728):1635–1638

Feria-Gervasio D, Denis S, Alric M, Brugère J-F (2011) In vitro mainte-
nance of a human proximal colon microbiota using the continuous
fermentation system P-ECSIM. Appl Microbiol Biotechnol 91(5):
1425–1433

Feria-Gervasio D, Tottey W, Gaci N, Alric M, Cardot J-M, Peyret P,
Martin J-F, Pujos E, Sébédio J-L, Brugère J-F (2014) Three-stage
continuous culture system with a self-generated anaerobia to study
the regionalized metabolism of the human gut microbiota. J
Microbiol Methods 96:111–118

Fisher MM, Triplett EW (1999) Automated approach for ribosomal
intergenic spacer analysis of microbial diversity and its application
to freshwater bacterial communities. Appl Environ Microbiol
65(10):4630–4636

Franke-Whittle IH, Goberna M, Pfister V, Insam H (2009) Design and
development of the ANAEROCHIP microarray for investigation of
methanogenic communities. J Microbiol Methods 79(3):279–288

Fricke WF, Seedorf H, Henne A, Krüer M, Liesegang H, Hedderich R,
Gottschalk G, Thauer RK (2006) The genome sequence of
Methanosphaera stadtmanae reveals why this human intestinal
archaeon is restricted to methanol and H2 for methane formation
and ATP synthesis. J Bacteriol 188(2):642–658

Gaci N, Borrel G, Tottey W, O’Toole PW, Brugère J-F (2014) Archaea
and the human gut: new beginning of an old story. World J
Gastroenterol 20(43):16062–16078

Gaston MA, Jiang R, Krzycki JA (2011) Functional context, biosynthe-
sis, and genetic encoding of pyrrolysine. Curr OpinMicrobiol 14(3):
342–349

Gibson GR, Cummings JH, Macfarlane GT (1988) Use of a three-stage
continuous culture system to study the effect of mucin on dissimi-
latory sulfate reduction and methanogenesis by mixed populations
of human gut bacteria. Appl Environ Microbiol 54(11):2750–2755

Gnirke A,Melnikov A,Maguire J, Rogov P, LeProust EM, BrockmanW,
Fennell T, Giannoukos G, Fisher S, Russ C (2009) Solution hybrid
selection with ultra-long oligonucleotides for massively parallel
targeted sequencing. Nat Biotechnol 27(2):182–189

Goldenberg O, Herrmann S, Marjoram G, Noyer-Weidner M, Hong G,
Bereswill S, Göbel UB (2007) Molecular monitoring of the intesti-
nal flora by denaturing high performance liquid chromatography. J
Microbiol Methods 68(1):94–105

Goodman AL, Kallstrom G, Faith JJ, Reyes A, Moore A, Dantas G,
Gordon JI (2011) Extensive personal human gut microbiota culture
collections characterized and manipulated in gnotobiotic mice. Proc
Natl Acad Sci U S A 108(15):6252–6257

Goodrich JK, Di Rienzi SC, Poole AC, Koren O, Walters WA, Caporaso
JG, Knight R, Ley RE (2014a) Conducting a microbiome study. Cell
158(2):250–262

Goodrich JK, Waters JL, Poole AC, Sutter JL, Koren O, Blekhman R,
Beaumont M, Van Treuren W, Knight R, Bell JT (2014b) Human
genetics shape the gut microbiome. Cell 159(4):789–799

Gorlas A, Robert C, Gimenez G, Drancourt M, Raoult D (2012)
Complete genome sequence ofMethanomassiliicoccus luminyensis,
the largest genome of a human-associated Archaea species. J
Bacteriol 194(17):4745–4745

Hales BA, Edwards C, Ritchie DA, Hall G, Pickup RW, Saunders JR
(1996) Isolation and identification of methanogen-specific DNA
from blanket bog peat by PCR amplification and sequence analysis.
Appl Environ Microbiol 62(2):668–675

5812 Appl Microbiol Biotechnol (2015) 99:5801–5815



Hansen EE, Lozupone CA, Rey FE, Wu M, Guruge JL, Narra A,
Goodfellow J, Zaneveld JR, McDonald DT, Goodrich JA (2011)
Pan-genome of the dominant human gut-associated archaeon,
Methanobrevibacter smithii, studied in twins. Proc Natl Acad Sci
U S A 108(Supplement 1):4599–4606

Hoffmann C, Dollive S, Grunberg S, Chen J, Li H, Wu GD, Lewis JD,
Bushman FD (2013) Archaea and fungi of the human gut
microbiome: correlations with diet and bacterial residents. PLoS
One 8(6), e66019

Iino T, Tamaki H, Tamazawa S, Ueno Y, Ohkuma M, Suzuki K, Igarashi
Y, Haruta S (2013) Candidatus Methanogranum caenicola: a novel
methanogen from the anaerobic digested sludge, and proposal of
Methanomassiliicoccaceae fam. nov. and Methanomassiliicoccales
ord. nov., for a methanogenic lineage of the class Thermoplasmata.
Microbes Environ 28:244–250

Illmer P, Reitschuler C, Wagner AO, Schwarzenauer T, Lins P (2014)
Microbial succession during thermophilic digestion: the potential
ofMethanosarcina sp. PLoS One 9(2), e86967

Janssen PH, Kirs M (2008) Structure of the archaeal community of the
rumen. Appl Environ Microbiol 74(12):3619–3625

Jaziri F, Parisot N, Abid A, Denonfoux J, Ribière C, Gasc C, Boucher D,
Brugère J-F, Mahul A, Hill DR (2014) PhylOPDb: a 16S rRNA
oligonucleotide probe database for prokaryotic identification.
Database 2014:bau036

Kim G, Deepinder F, Morales W, Hwang L, Weitsman S, Chang C,
Gunsalus R, Pimentel M (2012) Methanobrevibacter smithii is the
predominant methanogen in patients with constipation-predominant
IBS and methane on breath. Dig Dis Sci 57(12):3213–3218

Kittelmann S, Seedorf H, Walters WA, Clemente JC, Knight R, Gordon
JI, Janssen PH (2013) Simultaneous amplicon sequencing to explore
co-occurrence patterns of bacterial, archaeal and eukaryotic micro-
organisms in rumenmicrobial communities. PLoSOne 8(2), e47879

Klingl A (2014) S-layer and cytoplasmic membrane–exceptions from the
typical archaeal cell wall with a focus on double membranes. Front
Microbiol 5:624

Koeth RA, Wang Z, Levison BS, Buffa JA, Org E, Sheehy BT, Britt EB,
Fu X, Wu Y, Li L, Smith JD, DiDonato JA, Chen J, Li H, Wu GD,
Lewis JD, Warrier M, Brown JM, Krauss RM, Tang WH, Bushman
FD, Lusis AJ, Hazen SL (2013) Intestinal microbiota metabolism of
L-carnitine, a nutrient in red meat, promotes atherosclerosis. Nat
Med 19(5):576–585

Krzycki JA (2004) Function of genetically encoded pyrrolysine in
corrinoid-dependent methylamine methyltransferases. Curr Opin
Chem Biol 8(5):484–491

Kubota K, Imachi H, Kawakami S, Nakamura K, Harada H, Ohashi A
(2008) Evaluation of enzymatic cell treatments for application of
CARD-FISH to methanogens. J Microbiol Methods 72(1):54–59

Lagier JC, Armougom F, MillionM, Hugon P, Pagnier I, Robert C, Bittar
F, Fournous G, Gimenez G, Maraninchi M (2012) Microbial
culturomics: paradigm shift in the human gut microbiome study.
Clin Microbiol Infect 18(12):1185–1193

Lang K, Schuldes J, Klingl A, Poehlein A, Daniel R, Brune A (2015)
Comparative genome analysis of "Candidatus Methanoplasma
termitum" indicates a new mode of energy metabolism in the sev-
enth order of methanogens. Appl Environ Microbiol 81(4):1338–
1352

Lepp PW, Brinig MM, Ouverney CC, Palm K, Armitage GC, Relman
DA (2004) Methanogenic archaea and human periodontal disease.
Proc Natl Acad Sci U S A 101(16):6176–6181

Ley RE, Backhed F, Turnbaugh P, Lozupone CA, Knight RD, Gordon JI
(2005) Obesity alters gut microbial ecology. Proc Natl Acad Sci U S
A 102(31):11070–11075

Liu Y, Whitman WB (2008) Metabolic, phylogenetic, and ecological
diversity of the methanogenic archaea. Ann N Y Acad Sci 1125:
171–89

Lozupone CA, Stombaugh JI, Gordon JI, Jansson JK, Knight R (2012)
Diversity, stability and resilience of the human gut microbiota.
Nature 489:220–230

Luton PE, Wayne JM, Sharp RJ, Riley PW (2002) The mcrA gene as an
alternative to 16S rRNA in the phylogenetic analysis of methanogen
populations in landfill. Microbiology 148(Pt 11):3521–3530

Ma L, Kim J, Hatzenpichler R, Karymov MA, Hubert N, Hanan IM,
Chang EB, Ismagilov RF (2014) Gene-targeted microfluidic culti-
vation validated by isolation of a gut bacterium listed in human
microbiome project's most wanted taxa. Proc Natl Acad Sci U S A
111(27):9768–9773

Macfarlane GT, Cummings JH, Macfarlane S, Gibson GR (1989)
Influence of retention time on degradation of pancreatic enzymes
by human colonic bacteria grown in a 3-stage continuous culture
system. J Appl Bacteriol 67(5):520–527

Macfarlane GT, Macfarlane S, Gibson GR (1998) Validation of a three-
stage compound continuous culture system for investigating the
effect of retention time on the ecology and metabolism of bacteria
in the human colon. Microb Ecol 35(2):180–187

Mach V, Blaser MB, Claus P, Chaudhary PP, Rulik M (2015) Methane
production potentials, pathways, and communities of methanogens
in vertical sediment profiles of river Sitka. Front Microbiol 6:506

Mihajlovski A, Alric M, Brugere JF (2008) A putative new order of
methanogenic archaea inhabiting the human gut, as revealed by
molecular analyses of the mcrA gene. Res Microbiol 159(7-8):
516–521

Mihajlovski A, Dore J, Levenez F, Alric M, Brugere JF (2010) Molecular
evaluation of the human gut methanogenic archaeal microbiota re-
veals an age-associated increase of the diversity. Environ Microbiol
Rep 2(2):272–280

Miller TL, Wolin MJ (1985)Methanosphaera stadtmaniae gen. nov., sp.
nov.: a species that forms methane by reducing methanol with hy-
drogen. Arch Microbiol 141(2):116–122

Miller TL,WolinMJ (1986)Methanogens in human and animal intestinal
tracts. Syst Appl Microbiol 7(2):223–229

Miller TL, Wolin MJ, Conway de Macario E, Macario AJ (1982)
Isolation of Methanobrevibacter smithii from human feces. Appl
Environ Microbiol 43(1):227–232

Million M, Maraninchi M, Henry M, Armougom F, Richet H, Carrieri P,
Valero R, Raccah D, Vialettes B, Raoult D (2012) Obesity-
associated gut microbiota is enriched in Lactobacillus reuteri and
depleted in Bifidobacterium animalis and Methanobrevibacter
smithii. Int J Obes 36(6):817–825

Muyzer G (1999) DGGE/TGGE a method for identifying genes from
natural ecosystems. Curr Opin Microbiol 2(3):317–322

Nakamura N, Leigh SR, Mackie RI, Gaskins HR (2009) Microbial com-
munity analysis of rectal methanogens and sulfate reducing bacteria
in two non-human primate species. J Med Primatol 38(5):360–370

Nam YD, Chang HW, Kim KH, Roh SW, Kim MS, Jung MJ, Lee SW,
Kim JY, Yoon JH, Bae JW (2008) Bacterial, archaeal, and eukaryal
diversity in the intestines of Korean people. J Microbiol 46(5):491–
501

Nava GM, Carbonero F, Croix JA, Greenberg E, Gaskins HR (2012a)
Abundance and diversity of mucosa-associated hydrogenotrophic
microbes in the healthy human colon. ISME J 6(1):57–70

Nava GM, Carbonero F, Ou J, Benefiel AC, O'Keefe SJ, Gaskins HR
(2012b) Hydrogenotrophic microbiota distinguish native africans
from african and european americans. Environ Microbiol Rep
4(3):307–315

Nielsen HB, Almeida M, Juncker AS, Rasmussen S, Li J, Sunagawa S,
Plichta DR, Gautier L, Pedersen AG, Le Chatelier E, Pelletier E,
Bonde I, Nielsen T, Manichanh C, Arumugam M, Batto JM,
Quintanilha Dos Santos MB, Blom N, Borruel N, Burgdorf KS,
Boumezbeur F, Casellas F, Dore J, Dworzynski P, Guarner F,
Hansen T, Hildebrand F, Kaas RS, Kennedy S, Kristiansen K,
Kultima JR, Leonard P, Levenez F, Lund O, Moumen B, Le

Appl Microbiol Biotechnol (2015) 99:5801–5815 5813



Paslier D, Pons N, Pedersen O, Prifti E, Qin J, Raes J, Sorensen S,
Tap J, Tims S, UsseryDW,Yamada T, Renault P, Sicheritz-Ponten T,
Bork P, Wang J, Brunak S, Ehrlich SD (2014) Identification and
assembly of genomes and genetic elements in complex
metagenomic samples without using reference genomes. Nat
Biotechnol 32(8):822–828

Nocker A, Burr M, Camper AK (2007) Genotypic microbial community
profiling: a critical technical review. Microb Ecol 54(2):276–289

O'Donovan MC, Oefner PJ, Roberts SC, Austin J, Hoogendoorn B, Guy
C, Speight G, UpadhyayaM, Sommer SS, McGuffin P (1998) Blind
analysis of denaturing high-performance liquid chromatography as a
tool for mutation detection. Genomics 52(1):44–49

Oefner PJ, Underhill PA (1998) DNA mutation detection using denatur-
ing high-performance liquid chromatography (DHPLC). In Current
Protocols in Human Genetics. Wiley, New York, p. 7.10.11-
17.10.12

Oren A, Garrity GM (2013) List of new names and new combinations
previously effectively, but not validly, published. Int J Syst Evol
Microbiol 63:3931–3934

Ouwerkerk D, Klieve AV, Forster RJ (2002) Enumeration of
Megasphaera elsdenii in rumen contents by real-time Taq nuclease
assay. J Appl Microbiol 92(4):753–758

Oxley AP, Lanfranconi MP,WurdemannD, Ott S, Schreiber S,McGenity
TJ, Timmis KN, Nogales B (2010) Halophilic archaea in the human
intestinal mucosa. Environ Microbiol 12(9):2398–2410

Parisot N, Denonfoux J, Dugat-Bony E, Peyretaillade E, Peyret P (2014)
Software tools for the selection of oligonucleotide probes for micro-
arrays. In: He Z (ed) Microarrays: current technology, innovations
and applications., p 250

Paul K, Nonoh JO, Mikulski L, Brune A (2012) "Methanoplasmatales,"
Thermoplasmatales-related archaea in termite guts and other envi-
ronments, are the seventh order of methanogens. Appl Environ
Microbiol 78(23):8245–53

Peng M, Smith AH, Rehberger TG (2011) Quantification of
Propionibacterium acidipropionici P169 bacteria in environmental
samples by use of strain-specific primers derived by suppressive
subtractive hybridization. Appl Environ Microbiol 77(11):3898–
3902

Pimentel M, Gunsalus RP, Rao Satish SC, Zhang H (2012) Methanogens
in human health and disease. Am J Gastroenterol Suppl 1:28–33

Polag D, Leiss O, Keppler F (2014) Age dependent breath methane in the
German population. Sci Total Environ 481:582–587

Poulsen M, Schwab C, Jensen BB, Engberg RM, Spang A, Canibe N,
Højberg O, Milinovich G, Fragner L, Schleper C, Weckwerth W,
Lund P, Schramm A, Urich T (2013) Methylotrophic methanogenic
Thermoplasmata implicated in reduced methane emissions from
bovine rumen. Nat Commun 4:1428

Qin J, Li R, Raes J, Arumugam M, Burgdorf KS, Manichanh C, Nielsen
T, Pons N, Levenez F, Yamada T, Mende DR, Li J, Xu J, Li S, Li D,
Cao J, Wang B, Liang H, Zheng H, Xie Y, Tap J, Lepage P, Bertalan
M, Batto JM, Hansen T, Le Paslier D, Linneberg A, Nielsen HB,
Pelletier E, Renault P, Sicheritz-Ponten T, Turner K, ZhuH, Yu C, Li
S, Jian M, Zhou Y, Li Y, Zhang X, Li S, Qin N, Yang H, Wang J,
Brunak S, Doré J, Guarner F, Kristiansen K, Pedersen O, Parkhill J,
Weissenbach J, MetaHIT C, Bork P, Ehrlich SD, Wang J (2010) A
human gut microbial gene catalogue established by metagenomic
sequencing. Nature 464(7285):59–65

Radajewski S, Ineson P, Parekh NR, Murrell JC (2000) Stable-isotope
probing as a tool in microbial ecology. Nature 403(6770):646–649

Rajilić-Stojanović M, Heilig HG, Molenaar D, Kajander K, Surakka A,
Smidt H, de Vos WM (2009) Development and application of the
human intestinal tract chip, a phylogenetic microarray: analysis of
universally conserved phylotypes in the abundant microbiota of
young and elderly adults. Environ Microbiol 11(7):1736–1751

Raymann K, Brochier-Armanet C, Gribaldo S (2015) The two-domain
tree of life is linked to a new root for the Archaea. Proc Natl Acad
Sci U S A. doi:10.1073/pnas.1420858112

Rettedal EA, Gumpert H, Sommer MO (2014) Cultivation-based multi-
plex phenotyping of human gut microbiota allows targeted recovery
of previously uncultured bacteria. Nat Commun 5:4714

Roh SW, Abell GC, Kim KH, Nam YD, Bae JW (2010) Comparing
microarrays and next-generation sequencing technologies for micro-
bial ecology research. Trends Biotechnol 28(6):291–299

Romaniuk K, Ziewit LD, Rewniak LD (2014) Molecular markers for
detection and phylogenetic analysis of methanogenic consortia.
Goldschmidt Abstracts 2110

Sahakian AB, Jee SR, Pimentel M (2010) Methane and the gastrointesti-
nal tract. Dig Dis Sci 55(8):2135–2143

Samuel BS, Gordon JI (2006) A humanized gnotobiotic mouse model of
host-archaeal-bacterial mutualism. Proc Natl Acad Sci U S A
103(26):10011–10016

Samuel BS, Hansen EE, Manchester JK, Coutinho PM, Henrissat B,
Fulton R, Latreille P, Kim K, Wilson RK, Gordon JI (2007)
Genomic and metabolic adaptations of Methanobrevibacter smithii
to the human gut. Proc Natl Acad Sci U S A 104(25):10643–10648

Scanlan PD, Shanahan F, Marchesi JR (2008) Human methanogen diver-
sity and incidence in healthy and diseased colonic groups using
mcrA gene analysis. BMC Microbiol 8:79

Scavino AF, Ji Y, Pump J, Klose M, Claus P, Conrad R (2013) Structure
and function of the methanogenic microbial communities in
Uruguayan soils shifted between pasture and irrigated rice fields.
Environ Microbiol 15(9):2588–2602

Schmitt-Wagner D, Brune A (1999) Hydrogen profiles and localization of
methanogenic activities in the highly compartmentalized hindgut of
soil-feeding higher termites (Cubitermes spp.). Appl Environ
Microbiol 65:4497–4505

Seedorf H, Kittelmann S, Henderson G, Janssen PH (2014) RIM-DB: a
taxonomic framework for community structure analysis of methan-
ogenic archaea from the rumen and other intestinal environments.
PeerJ 5(2), e494

Skillman LC, Evans PN, Naylor GE, Morvan B, Jarvis GN, Joblin KN
(2004) 16S ribosomal DNA-directed PCR primers for ruminal
methanogens and identification of methanogens colonising young
lambs. Anaerobe 10(5):277–285

Sunagawa S, Mende DR, Zeller G, Izquierdo-Carrasco F, Berger SA,
Kultima JR, Coelho LP, Arumugam M, Tap J, Nielsen HB,
Rasmussen S, Brunak S, Pedersen O, Guarner F, de Vos WM,
Wang J, Li J, Dore J, Ehrlich SD, Stamatakis A, Bork P (2013)
Metagenomic species profiling using universal phylogenetic marker
genes. Nat Methods 10(12):1196–1199

Tajima K, Nagamine T, Matsui H, Nakamura M, Aminov RI (2001)
Phylogenetic analysis of archaeal 16S rRNA libraries from the ru-
men suggests the existence of a novel group of archaea not associ-
ated with known methanogens. FEMSMicrobiol Lett 200(1):67–72

Takahashi S, Tomita J, Nishioka K, Hisada T, Nishijima M (2014)
Development of a prokaryotic universal primer for simultaneous
analysis of bacteria and archaea using next-generation sequencing.
PLoS One 9(8), e105592

Tewhey R, NakanoM,Wang X, Pabon-Pena C, Novak B, Giuffre A, Lin
E, Happe S, Roberts DN, LeProust EM, Topol EJ, Harismendy O,
Frazer KA (2009) Enrichment of sequencing targets from the human
genome by solution hybridization. Genome Biol 10(10):R116

Thauer RK (1998) Biochemistry of methanogenesis: a tribute to Marjory
Stephenson. Microbiology 144:2377–2406

Thauer RK, Kaster AK, Seedorf H, Buckel W, Hedderich R (2008)
Methanogenic archaea: ecologically relevant differences in energy
conservation. Nat Rev Microbiol 6(8):579–91

TotteyW, Denonfoux J, Jaziri F, Parisot N,MissaouiM, Hill D, Borrel G,
Peyretaillade E, Alric M, Harris HM, Jeffery IB, Claesson MJ,
O'Toole PW, Peyret P, Brugere JF (2013) The human gut chip

5814 Appl Microbiol Biotechnol (2015) 99:5801–5815



"HuGChip", an explorative phylogenetic microarray for determin-
ing gut microbiome diversity at family level. PLoS One 8(5),
e62544

Tottey W, Gaci N, Borrel G, Alric M, O'Toole PW, Brugère JF (2015) In-
vitro model for studying methanogens in human gut microbiota.
Anaerobe 34:50–52

Tu Q, He Z, Li Y, Chen Y, Deng Y, Lin L, Hemme CL, Yuan T, Van
Nostrand JD, Wu L, Zhou X, Shi W, Li L, Xu J, Zhou J (2014)
Development of HuMiChip for functional profiling of human
microbiomes. PLoS One 9(3), e90546

Venema K, van den Abbeele P (2013) Experimental models of the gut
microbiome. Best Pract Res Clin Gastroenterol 27(1):115–126

Vianna ME, Conrads G, Gomes BP, Horz HP (2009) T-RFLP-based
mcrA gene analysis of methanogenic archaea in association with
oral infections and evidence of a novel Methanobrevibacter phylo-
type. Oral Microbiol Immunol 24(5):417–422

Walker A, Cerdeno-Tarraga A, Bentley S (2006) Faecal matters. Nat Rev
Microbiol 4(8):572–573

Wang Q, Garrity GM, Tiedje JM, Cole JR (2007) Naive Bayesian classi-
fier for rapid assignment of rRNA sequences into the new bacterial
taxonomy. Appl Environ Microbiol 73(16):5261–5267

Wang Z, Klipfell E, Bennett BJ, Koeth R, Levison BS, Dugar B, Feldstein
AE, Britt EB, Fu X, Chung YM, Wu Y, Schauer P, Smith JD,
Allayee H, Tang WH, DiDonato JA, Lusis AJ, Hazen SL (2011)
Gut flora metabolism of phosphatidylcholine promotes cardiovas-
cular disease. Nature 472(7341):57–63

Weinstock GM (2012) Genomic approaches to studying the human mi-
crobiota. Nature 489(7415):250–256

Zeleke J, Lu SL, Wang JG, Huang JX, Li B, Ogram AV, Quan ZX (2013)
Methyl coenzyme M reductase A (mcrA) gene-based investigation
of methanogens in the mudflat sediments of Yangtze River estuary,
China. Microb Ecol 66(2):257–267

Zhang H, DiBaise JK, Zuccolo A, Kudrna D, Braidotti M, Yu Y,
Parameswaran P, Crowell MD, Wing R, Rittmann BE,
Krajmalnik-Brown R (2009) Human gut microbiota in obesity and
after gastric bypass. Proc Natl Acad Sci U S A 106(7):2365–2370

Appl Microbiol Biotechnol (2015) 99:5801–5815 5815



A N N E X E 3

223



Genome Sequence of “Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis”
Issoire-Mx1, a Third Thermoplasmatales-Related Methanogenic
Archaeon from Human Feces

Guillaume Borrel,a,b Hugh M. B. Harris,b Nicolas Parisot,a Nadia Gaci,a William Tottey,a Agnès Mihajlovski,a Jennifer Deane,b

Simonetta Gribaldo,c Olivier Bardot,d Eric Peyretaillade,a Pierre Peyret,a Paul W. O’Toole,b Jean-François Brugèrea

EA-4678 CIDAM, Conception Ingénierie et Développement de l’Aliment et du Médicament, Clermont Université, Université d’Auvergne, Clermont-Ferrand, Francea;
Department of Microbiology and Alimentary Pharmabiotic Centre, University College Cork, Cork, Irelandb; Unité de Biologie Moléculaire du Gène chez les Extrêmophiles,
Institut Pasteur, Paris, Francec; GReD, CNRS UMR 6923, INSERM UMR 1103, Clermont Université, Université d’Auvergne, Clermont-Ferrand, Franced

“Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis” Issoire-Mx1 is a methanogenic archaeon found in the human gut and is a rep-
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Received 24 May 2013 Accepted 7 June 2013 Published 11 July 2013

Citation Borrel G, Harris HMB, Parisot N, Gaci N, Tottey W, Mihajlovski A, Deane J, Gribaldo S, Bardot O, Peyretaillade E, Peyret P, O’Toole PW, Brugère J-F. 2013. Genome
sequence of “Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis” Issoire-Mx1, a third Thermoplasmatales-related methanogenic archaeon from human feces. Genome Announc.
1(4):e00453-13. doi:10.1128/genomeA.00453-13.

Copyright © 2013 Borrel et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 3.0 Unported license.

Address correspondence to Jean-François Brugère, jf.brugere@udamail.fr.

In recent years, growing evidence from culture-independent
studies has suggested that methanogens associated with the hu-

man gut are far more diverse than was thought (1–4) and partly
belong to a Thermoplasmatales-related lineage (2). The methano-
genic nature of this lineage was confirmed by the description of
Methanomassiliicoccus luminyensis strain B10, isolated from hu-
man feces (5). Another methanogen of this Thermoplasmatales-
related lineage, “Candidatus Methanomethylophilus alvus”
Mx1201, was also cultured from human feces and was found to be
distantly related to M. luminyensis. The genomes of both were
recently sequenced (6, 7).

A highly enriched culture of “Candidatus Methanomassiliicoc-
cus intestinalis” Issoire-Mx1 was obtained by the same procedure
followed for “Ca. Methanomethylophilus alvus” (6). This ar-
chaeon is distantly related to “Ca. Methanomethylophilus alvus”
and is closely related to M. luminyensis, with 87% and 98% of 16S
rRNA gene sequence identity, respectively. The affiliation of
M. luminyensis and “Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis” to a
large cluster of sequences retrieved from paddy soils and freshwa-
ter and marine sediments suggests their recent adaptation to gut
environments.

A 3-kb mate-paired library was constructed and sequenced
from a quarter plate of a 454 GS FLX Titanium run (Macrogen,
Republic of Korea). A total of 283,279 reads corresponding to
125.5 Mb were obtained. The reads were assembled with Newbler
(v2.3), first in 28 contigs (average depth coverage of 42.7-fold) and
then in a unique scaffold. The gaps between the contigs were
closed by sequencing. The open reading frames were predicted
with Glimmer 3 (8), were annotated using RAST (9), and were
manually curated.

“Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis” has a circular ge-
nome of 1,931,561 bp, with a G�C content of 41.3%. Despite its
close phylogenetic relationship with M. luminyensis, the genome
of “Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis” is 27% smaller and its

G�C content is 20% lower than that of M. luminyensis. This sug-
gests a fast genomic reshuffle in one of the two genomes, which
may be due to differential adaptation to the gut environment. The
“Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis” genome contains 46
tRNA genes, a single copy of the 16S and 23S rRNA genes, and 2
noncontiguous copies of 5S rRNA genes that were distant from
the 23S and 16S rRNA genes. A total of 1,820 protein-coding se-
quences were predicted. A clustered regularly interspaced short
palindromic repeat (CRISPR) region containing 110 spacers was
identified using CRISPRfinder (10), in close association with cas
genes. The genome of “Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis”
contains one mcr operon (mcrBDGA) and a mcrC gene distantly
located from it. Genes involved in methylotrophic methanogen-
esis from methanol (mtaABC) and methylamine compounds
(mtmBC, mtbBC, and mttBC) are also present. The latter are on
an 18.7-kb region also containing the genes involved in pyrroly-
sine biosynthesis. The sequence of “Ca. Methanomassiliicoccus
intestinalis” offers a great opportunity to determine the metabolic
properties and phenotypic features of this poorly characterized
order of methanogens related to Thermoplasmatales, and it will
further help to identify the genomic adaptations of methanogens
to gut environments.

Nucleotide sequence accession number. The draft genome se-
quence of “Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis”
Issoire-Mx1 has been deposited in GenBank under the accession
no. CP005934.
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Pyrrolysine (Pyl), the 22nd proteogenic amino acid, was restricted until recently to few organisms. Its translational use necessitates
the presence of enzymes for synthesizing it from lysine, a dedicated amber stop codon suppressor tRNA, and a specific amino-
acyl tRNA synthetase. The three genomes of the recently proposed Thermoplasmata-related 7th order of methanogens contain
the complete genetic set for Pyl synthesis and its translational use. Here, we have analyzed the genomic features of the Pyl-
coding system in these three genomes with those previously known from Bacteria and Archaea and analyzed the phylogeny of
each component. This shows unique peculiarities, notably an amber tRNAPyl with an imperfect anticodon stem and a shortened
tRNAPyl synthetase. Phylogenetic analysis indicates that a Pyl-coding system was present in the ancestor of the seventh order
of methanogens and appears more closely related to Bacteria than to Methanosarcinaceae, suggesting the involvement of lateral
gene transfer in the spreading of pyrrolysine between the two prokaryotic domains. We propose that the Pyl-coding system likely
emerged once in Archaea, in a hydrogenotrophic andmethanol-H

2
-dependentmethylotrophic methanogen.The close relationship

between methanogenesis and the Pyl system provides a possible example of expansion of a still evolving genetic code, shaped by
metabolic requirements.

1. Introduction

Protein synthesis relies on 20 canonical amino acids encoded
accordingly to a genetic code, each codon being recognized
by an aminoacyl-tRNA. The molecular basis of the genotype
to phenotype correspondence relies on the conjunction of
tRNAs and of aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS). Post-
translational modifications of amino acids extend the chemi-
cal nature of proteins with functional implications in cellular
processes [1, 2]. Another naturally occurring mechanism
expands the genetic code to 22 amino acids by adding
Selenocysteine (Sec, 2-selenoalanine) [3, 4] and Pyrrolysine
(Pyl, 4-methyl-pyrroline-5-carboxylate linked to the 𝜀N of

lysine through an amide linkage) [5, 6]. Sec is present inmany
organisms from the three domains of life [7] with potentially
almost a quarter of sequenced bacteria synthesizing it [8].
It is at least present in two orders of Euryarchaeota, the
methanogens Methanococcales and Methanopyrales [9, 10].
Its synthesis and incorporation differ fromother amino acids,
as it is synthesized after a serine has been branched into
tRNASec

UCA (recognizing the opal codon UGA) that is next
modified into a Sec-tRNASec

UCA.
In contrast, Pyl is restricted to a very small number of

organisms and proteins. It necessitates a complex systemwith
specialized enzymes for biosynthesis of Pyl, a dedicated tRNA
and an associated unique aaRS [11, 12]: Pyl is first synthesized
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2 Archaea

as a free amino acid in the cell by the products of the pylBCD
genes [13, 14] from two lysines, one being methylated into 3-
methylornithine (catalyzed by PylB, a lysine mutase-proline-
2 methylase) and condensed to the second lysine to form
3-methylornithinyl-N6-lysine (PylC, Pyrrolysine synthetase)
[15]. The pyrrole ring is then formed by oxidation with an
atypical dehydrogenase, the Proline reductase (also called
Pyl synthase, PylD) [16], with concomitant release of an
amino group during the cycle formation. The gene product
of pylT forms a dedicated tRNA used for the translational
incorporation of Pyl. It is an amber decoding tRNACUA [6],
showing some unusual features compared to other tRNAs
[11, 17–19]: the anticodon stem is longer (6 nucleotides instead
of 5), while other parts are shorter: D-loop with only 5 bases,
acceptor, and D-stems separated by one base instead of 2
and a variable loop of only 3 bases. Moreover, differing from
almost all tRNAs, the D-loop does not contain the G

18
G
19

bases nor the usual T
54
Ψ
55
C
56

bases in the T-loop. Finally,
the aaRS encoded by pylS catalyzes the ligation of Pyl to its
cognate tRNA species warranting the right correspondence
between DNA and proteins. The anticodon of the tRNA
seems not to be recognized by the PylRS, at least in D.
hafniense [20]. Whereas the archaeal PylRS is encoded by
a single gene (pylS), the bacterial PylRS is encoded by two
genes, pylSn for the firstN-terminal 140 amino acids and pylSc
for the remaining sequence.This pyrrolysyl-tRNA synthetase
belongs to the class II aaRS and its structure has been
resolved, with and without its substrates/analogs [17, 21–24].
It has likely a homodimeric or homotetrameric quaternary
structure.

To date, Pyl-containing proteins have been found only in
the methanogens of the family Methanosarcinaceae and in a
few bacteria belonging to Firmicutes and two mem-
bers of deltaproteobacteria, Bilophila wadsworthia and an
endosymbiont of the worm Olavius algarvensis [25]. Pyl is
present almost specifically in the methyltransferases (MT)
involved in the methanogenesis pathway frommonomethyl-,
dimethyl-, and trimethylamine in methanogens, respectively,
encoded by the genes mtmB, mtbB, and mttB [26, 27] and in
their bacterial homologs, whose function is unclear.However,
many bacteria harbor mttB homologs that lack the in-frame
amber codon and the Methanosarcinales Methanococcoides
burtonii hasmttB genes with and without an in-frame amber
codon [11, 25]. In contrast, themtbB gene is almost exclusively
present inMethanosarcinales and harbors an in-frame amber
codon.ThemtmB gene represents an intermediary case, with
a few Pyl-containing bacteria possessing it, leading either to a
MT with Pyl (Acetohalobium arabaticum, Desulfotomaculum
acetoxidans) or not (Bilophila wadsworthia) [25].

The existence of a 7th order of methanogens related to
Thermoplasmatales was proposed from molecular data of
16S rRNA and mcrA (methanogenesis marker) sequences
retrieved from human stools [28, 29].This is strengthened by
growing molecular data from various environments [30, 31]
and by phylogenomics studies [32] established from the first
genomes of members of this clade [33, 34]. Moreover, a first
member of this order,Methanomassiliicoccus luminyensis, has
been isolated and grows onmethanol +H

2
[35].We identified

the presence of genes formethanogenesis frommethanol and

also from dimethylsulfide andmethylamines in the two other
sequenced genomes (“Candidatus Methanomethylophilus
alvus” [33], “CandidatusMethanomassiliicoccus intestinalis”
[36]), together with the Pyl-coding genes and in-frame amber
codon in the mtmB, mtbB, and mttB genes of these three
species. It has now been shown that the H

2
-dependent

methanogenesis from trimethylamine is effective for M.
luminyensis [37]. Also, ruminal methanogens of the same
lineage as “Ca. M. alvus” (Rumen Cluster C, or RCC), when
cultured in consortia with trimethylamine (TMA), show an
increase of methanogenesis and mRNAs for MTs, with an
amber in-frame codon, are detected [38]. Altogether, this
greatly suggests the presence of Pyl in these MTs.

The recent uncovered lineage with all the features
needed for Pyl encoding and use, representing a new
archaeal methanogenic Order, provides an opportunity to
better understand the origin, distribution, and diversity of
Pyrrolysine-coding systems.

2. Materials and Methods

Genomic sequence data were obtained through GenBank.
For the 7th order, Thermoplasmata-related methano-
gens, the accession numbers are CP004049.1 (“Ca. Methano-
methylophilus alvus”), CP005934.1 (“Ca. Methanomassilii-
coccus intestinalis”), and NZ CAJE0100001 to NZ CAJE010-
0026 (Methanomassiliicoccus luminyensis). For the genomic
organization and comparison of pyl genes, genomic sequen-
ces were either treated with the RAST annotation server [39]
or a local Artemis platform [40]. Blast searches [41] were
either performed directly on the RAST server, on the nr
database atNCBI or locally. Sequence alignment (DNA,RNA,
and proteins) was performed using ClustalW [42], T-coffee
[43], and MUSCLE [44]. For RNAs, the dedicated R-Coffee
program was also used [45], accessible at http://www
.tcoffee.org/, which generates a multiple sequence align-
ment using structural information. RNAfold [46] (availa-
ble at http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) and
RNAstructure [47] (available at http://rna.urmc.roches-
ter.edu/) were used to determine the secondary structure of
tRNA.The structure of the tRNAPyl was also manually drawn
by comparison with the structure of the D. hafniense andM.
acetivorans tRNAPyl [11, 20]. Phylogenies were both inferred
from maximum likelihood and Bayesian procedures.
Datasets of protein homologues were aligned by MUSCLE
[44] with default parameters, and unambiguously aligned
positions were automatically selected by using the BMGE
software for multiple-alignment trimming [48] with a
BLOSUM30 substitution matrix. Maximum likelihood trees
were calculated by PhyML [49] and the LG amino acid
substitution model [50] with 4 rate categories as suggested
by the AIC criterion implemented in Treefinder [51]. Trees
were also calculated by Bayesian analysis with PhyloBayes
[52], with the LG model (for single gene trees) or the CAT
model (for the concatenated dataset) and 4 categories of
evolutionary rates. In this case, two MCMC chains were run
in parallel until convergence and the consensus tree was
calculated by removing the first 25% of trees as burnin.
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Figure 1: Gene organization of the Pyl system.On the left, the gene organization of the pylBCD and pylS (pylSc and pylSn in bacteria) is shown
for Methanosarcinaceae and some representative bacteria (adapted and updated from [11, 13, 53]). On the right is shown the organization of
these genes in the 7th order of methanogens.

3. Results

3.1. Genomic Organization of the pyl Genes. The pyl genes
usually occur in close association in archaeal and bacte-
rial genomes [11, 53]. In archaeal genomes, they form a
cluster pylTSBCD that is not interrupted by other genes,
except for Methanohalobium evestigatum (Figure 1). In bac-
terial genomes, the pyl genes are generally organized as
pylTScBCDSn or pylSnScBCD. Moreover, the cluster can
be interrupted by one or several genes. Each of the three
genomes affiliated to 7th order of methanogen displays a
distinct organization of the pyl genes. “Ca. M. intestinalis”
has a single pyl cluster akin to the general organization
observed in most of the Methanosarcinales. Two copies of an
identically organized cluster are also found inM. luminyensis
(contigs 4 and 23), together with a third isolated copy of pylC
and pylT present 15 kb away on the complementary strand
(contig 23). In the “Ca.M. alvus” genome, the pyl genes occur
in single copy and the pylB gene is ∼0.7Mb distant from the
pylTSCD cluster (Figure 1).

Usually, these genes are closely associated with the
methylamines MT genes (mtmB, mtbB, and mttB) and other
genes involved in these pathways (which do not encode Pyl-
containing proteins). A similar gathering of the pyl genes
cluster with the genes involved in methylotrophic methano-
genesis, including mtmB, mtbB, and mttB is observed in the
genomes of the 7th order of methanogens (data not shown).

3.2. tRNAPyl. The tRNAPyl homologues were retrieved from
the three 7th order genomes by using the tRNAPyl of
Methanosarcina barkeri strain MS-DSM 800 (Accession
number AY064401.1) as seed. As mentioned above the “Ca.
M. alvus” and ”Ca. M. intestinalis” genomes harbor one pylT
gene, while three are present in the M. luminyensis genome
(Figure 1). The third tRNAPyl of M. luminyensis shows no
typical stem-loop structures of tRNAs using dedicated bioin-
formatics tools [54] and is therefore likely a pseudogene. On
the contrary, the remaining tRNAs from the three genomes
all have a similar shape, different from previously known
tRNAPyl and with stabilities comprised between −28.5 and
−23.5 kJ⋅mol−1 (Figure 2). The D-loop already shortened to
5 bases in other tRNAPyl is here even shorter, with 4 bases in
“Ca. M. alvus” and in one of the M. luminyensis sequences
(contig 4, tRNAPyl no. 1) and even with 3 bases in “Ca.
M. intestinalis” and in one of the M. luminyensis sequences
(contig 23, tRNAPyl no. 2). The acceptor- and D-stems are
either not separated (“Ca. M. alvus”) or separated by one
(“Ca. M. intestinalis”; tRNAPyl no. 2 ofM. luminyensis) or two
bases (tRNAPyl no. 2 of M. luminyensis). The variable loop
is conserved in all sequences and is equivalent to that of D.
hafniense, formed of the three bases CAG. In the anticodon
loop, the adjacent base of the anticodon CUA is A in “Ca.
M. alvus” as observed in D. hafniense and M. barkeri and C
in the two other species. However, the most striking feature
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Figure 2: Secondary structure of the tRNAPyl in the Thermoplasmata-related 7th order. The stem-loop structure of the tRNAPyl in the 7th
methanogenic order is shown, in comparison with the structure in bacteria (Desulfitobacterium hafniense, left) and in Methanosarcinaceae
(Methanosarcina barkeri, right). The name of each region of the tRNA is indicated. The anticodon CUA (corresponding to the amber codon)
is outlined in blue. For the two tRNAPyl in M. luminyensis, the modified bases in no. 2 compared to no. 1 are written in red. Adapted and
updated from [11, 13].

is the anticodon stem which is broken in all the tRNAPyl

observed in the 7th order of methanogens.This forms a small
loop with a different shape in “Ca. M. alvus” and in “Ca. M.
intestinalis”/M. luminyensis (Figure 2).

3.3. pyl-tRNA Synthetase. The pylS gene encoding the Pyl-
tRNA synthetase PylRS is a class II-aaRS (subclass IIc) [21].
The four homologues present in the three genomes are
shortened in their 5 end compared to their Methanosarci-
nales counterparts (usually around 420–460AA) and encode,
respectively, 275 amino acids in “Ca. M. alvus”, “Ca. M.
intestinalis,” and for one of the two PylRS ofM. luminyensis,
and 271 amino acids (or possibly 308 due to uncertainty of
the start codon) for the second. This should lead to an N-ter
truncated protein with ∼140 residues less, similar to the PylSc
proteins that are present in bacteria.We could not identify in
any of the three complete genomes a gene encoding a protein

similar to these ∼140 N-terminal residues present in the
Methanosarcinaceae PylS or the bacterial PylSn. Moreover,
we found no homologue in these genomes of the particular
domain TIGR03912 that is present in archaeal PylS and
bacterial PylSn proteins and that enhances the interaction
of the tRNA synthetase to its specific tRNA [55]. These
particular features of the PylRS may be linked to the peculiar
characteristics of the tRNAPyl and suggest a different kind of
interaction.

3.4. Phylogenetic Analysis. Phylogenetic analysis was carried
out with each of the Pyl gene products by recovering
all homologues available in current sequence databases. It
appears that bacterial members belong to related Firmi-
cutes species, and a single deltaproteobacterium, Bilophila
wadsworthia, a common resident of the gut. For PylC,
PylD, and PylS, no evident closely related homologues
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could be found outside of the known Pyl-containing
organisms, whereas PylB had a few distant homologues
in various bacteria (not shown). Pyl proteins are very
well conserved at the sequence level among Archaea and
Bacteria (alignments are available on request from the
authors). The PylC, PylD, and PylS datasets gave consistent
results (additional files, Figures S1 to S3 available online at
http://dx.doi.org/10.1155/2014/374146) andwere therefore con-
catenated to provide increased phylogenetic signal (Figure 3).
“Ca. M. alvus”, “Ca. M. intestinalis,” and “M. luminyensis”
form a robustly supported monophyletic cluster, indicating a
common origin of the Pyl system in the 7th methanogenic
order. The products of the two pyl gene clusters of

M. luminyensis (including the third extra PylC) are more
closely related among them than to the other sequences,
indicating that they originated from a specific duplication.
Methanosarcinaceae and bacterial sequences also form two
distinct and robustly supportedmonophyletic clusters.More-
over, the sequences from the 7th methanogenic order appear
to be more closely related to their bacterial counterparts than
to Methanosarcinaceae (Figure 3).

Concerning PylB, phylogenetic analyses gave more
ambiguous results, with a poorly supported branching of
the 7th methanogenic order within Bacteria, and different
inferred evolutionary relationships according to exclusion or
inclusion of the distant bacterial outgroup (data not shown).
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An unrooted PhyML phylogenetic tree inferred exclusively
from PylB (without the distant bacterial outgroup) is given
in the additional file Figure S4.

4. Discussion

We have shown here that all the genetic components for Pyl
synthesis and use are present in a new order of Archaea
performing methylotrophic methanogenesis from methanol
and methylamines, therefore enlarging the taxonomic dis-
tribution of this genetic code expansion cassette. Moreover,
this Pyl system has unique features and appears more
closely related to the bacterial one than to those present
in Methanosarcinaceae. Whether or not the Pyl system is
active in these archaeons is beyond the scope of this paper.
However, there are many arguments supporting a functional
system. These include, for the three genomes available and
analyzed to date, at least the global presence of all the genes
for Pyl synthesis, charging and cotranslational incorpora-
tion, in cooccurrence with all the genes for methylotrophic
methanogenesis frommethylamines, that is, those coding for
methylamines-corrinoid protein methyltransferases (MT)
genes (mtmB, mtbB, andmttB) all bearing an in-frame amber
codon. It is interesting to note that, as a nonsense (stop)
codon, the amber codon is used with a low frequency, this
value being maximal in the M. luminyensis genome, with
only 11% of stop codon being an amber one. It is likely an
adaptive strategy to the presence of the Pyl system in this
order, similarly to what is observed in Methanosarcinaceae,
but different from Bacteria: these lasts deal with the presence
of Pyl through regulation rather than codon avoidance [25].
Ability to metabolize TMA into methane has been shown
for M. luminyensis [37]. Moreover, it has also been shown
that methylotrophic methanogenesis from methylamines is
active in the rumen, very likely carried out by Rumen Cluster
C, members of the 7th order of methanogens which are
close neighbors or similar to “Ca. M. alvus” [38]. This is
therefore conceivable that methylotrophic methanogenesis is
constitutive of this whole order by dedicated MTs containing
Pyl.The presence of unique features in the Pyl system in these
archaeons raises the exciting question of how it functions.
PylRS harbors a shorter form, more closely related to the
product of the bacterial pylSc gene than to the C-terminus
of the PylS present in Methanosarcinaceae, and lacks the
∼140 amino acids equivalent to the bacterial pylSn or to the
N-terminal of the archaeal PylS. Bacterial PylSn and the
Nter part of Methanosarcinaceae PylRS contain the protein
domain TIGR03912 [55]. In the three genomes of the 7th
order of methanogens, no CDS containing this peculiar
domain was found by an InterProScan analysis [56]. The
lack of these elements in the tRNAPyl synthetase (PylSn-
TIGR03912 domain) indicate that PylRS must solely rely
on a homomeric structure and might be able to fulfill this
role without the domain corresponding to PylSn. Indeed,
it has been shown that the D. hafniense PylSc is alone
sufficient to charge a cognate tRNAPyl with an analogue of
pyrrolysine in a recombinant system [20]. Alternatively, it
may rely on the presence of a yet unknown enhancing

component. Also exciting are the sequence and inferred
structure of the tRNAPyl: its extremely condensed nature,
with a peculiar broken anticodon stem is of concern for
future functional and evolutionary studies, together with the
molecular mechanisms which sustain this orthogonal code
between the tRNAPyl and the PylRS.The peculiar structure of
the tRNAPyl may strengthen the interaction with its cognate
PylRS and be an adaptation following the loss of the PylSn
domain. Alternatively, mutations in the sequence of the
tRNAPyl may have led to the loss of the PylSn. However, it
is also possible that this domain was never present in the
Pyl system of these archaeons. In any case, active or not,
the well-supported monophyly of the Pyl encoding genes in
the three genomes argue for their presence in their common
ancestor. Because these represent at least two distinct clades
[32], this indicates the likely presence of a Pyl system early
in the 7th order of methanogens or even in the ancestor of
the whole order. The same conclusion stands also for the
Methanosarcinaceae.

How the 22nd proteogenic amino acid Pyrrolysine was
added to the genetic code is an exciting question. Based on
experimental data, it has been proposed that the universal
codon catalog was anterior to the aminoacylation systems
[57]. 3D structure-based phylogeny of PylRS has led to the
suggestion that it was already present in the last universal
common ancestor (LUCA) of all present-day life beings
and has a common origin with the phenylalanine tRNA
synthetase PheRS [21]. If true, this would mean that Pyl
was inherited from the LUCA and retained only in the few
present-day methylamines-utilizing bacterial and archaeal
species. Similarly, Fournier and colleagues proposed that
Pyl originated in a pre-LUCA lineage representing a yet
unidentified or more probably extinct 4th domain of life [58–
60]. In this hypothesis, Pyl would have been acquired in
a few Bacteria and Archaea via several independent lateral
gene transfers (LGT) from members of this hypothetical 4th
domain of life. However, its highly specific function and
restricted distribution make it more likely that the addition
of Pyl is as a more recent event.

The strong link of the Pyl system with methanogenesis,
especially the methylotrophic one, argues for a common
evolutionary history. Pyl is now essential for methylotrophic
methanogenesis from methylamines, while methylotrophic
methanogenesis frommethanol is independent of Pyl. Pyl has
been found inArchaea almost exclusively in the methyltrans-
ferases involved in methanogenesis from mono-, di-, and
tri-methylamines (MtmB, MtbB, and MttB). Moreover, pyl
genes and mtm-mtb-mtt genes are clustered in the genomes
of methylamines-utilizing archaeal species; therefore, a stim-
ulating hypothesis is that genes necessary for Pyl synthe-
sis/incorporation and for methylotrophic methanogenesis
from methylamines have coevolved, whereas this was not
the case for methylotrophic methanogenesis from methanol,
which is independent of pyrrolysine-containing enzymes.

Methanogenesis is believed to have arisen early in
the evolution of Euryarchaeota, likely after the divergence
of Thermococcales, and to have been lost several times
independently in various lineages (e.g., Halobacteriales,
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Archaeoglobales, and Thermoplasmatales) [32, 61, 62]. The
first form of methanogenesis might have been the hydro-
genotrophic one (present in the class I methanogens com-
posed of Methanopyrales, Methanobacteriales, and Metha-
nococcales), while other types of methanogenesis (methy-
lotrophic non-H

2
-dependent and acetoclastic, involving

cytochromes) would have emerged later. Based on phyloge-
nomic studies, we have recently shown that the pathway
for methylotrophic methanogenesis, at least from methanol,
was already present in the ancestor of Methanobacteriales,
in the ancestor of the 7th order, and in the ancestor of
Methanosarcinales, which is the common ancestor of most
euryarchaeal lineages excludingThermococcales [32].There-
fore, H

2
-dependent methylotrophic methanogenesis from

methanolmay also be an ancient type ofmethanogenesis.The
fact that it does not involve cytochromes and needs fewer
genes could favor such hypothesis. The question is, can the
same conclusions be made for the methylotrophic methano-
genesis frommethylamines?The fact that this methanogene-
sis is presently restricted to Methanosarcinaceae and the 7th
order of methanogens, which emerged after class I metha-
nogens, argues for a more recent event. It has also to be
stressed that no mta gene (involved in methylotrophic
methanogenesis from methanol) harbors an amber-Pyl
codon. Moreover, the last MT enzyme of the methanogenesis
pathway (encoded bymtaA gene for methanol) that precedes
the steps corresponding to core methanogenesis (methyl-
coM reduction to generate methane) is involved in methano-
genesis from both methanol and some methylamines in
Methanosarcinaceae and likely also in the 7th order (data not
shown). Therefore, it is tempting to speculate that the Pyl-
independent, H

2
-dependent methanogenesis frommethanol

preceded the Pyl-dependent, H
2
-dependent methylotrophic

methanogenesis from methylamines.
Taking together these pieces of evidence, it is likely that, in

the archaeal domain, the Pyl system arose in a methanogenic
euryarchaeote, in correspondence to the emergence of the
genes coding for methylamines-corrinoid protein methyl-
transferases (MT) (mtmB, mtbB, and mttB) that all bear an
in-frame amber codon, allowing the use of new substrates
(mono-, di-, and trimethylamine, resp.). We will refer to the
archaeon where the system arose as the archaeal Pyrrolysine
ancestor (APA). The APA may correspond to the ancestor
of Methanosarcinaceae, the ancestor of the 7th order of
methanogens, or the common ancestor of both (depicted on
Figure 4). Now, it can be asked how the Pyl system arose
in this hypothetical euryarchaeote. Two possibilities can be
envisaged: (i) it was acquired via a lateral gene transfer (LGT)
or (ii) it emerged autogenously.

Concerning the hypothesis of an LGT from a 4th domain
of life by Fournier and colleagues [58, 59], in the light of
our results it may be reformulated by positing a single LGT
from this extinct lineage into Archaea after the divergence
of Thermococcales to give birth to the APA (Figure 4, dotted
green arrow).The systemwould have then been retained only
in present-day pyl-containing organisms, for example, the
7th order and Methanosarcinaceae, whereas it would have
been lost multiple times independently in most euryarchaeal
lineages, including methanogenic ones (Figure 4, red dots).

However, the hypothetical existence of a pre-LUCA lineage
that gave rise to the Pyl system remains questionable because
of the necessary coexistence of the donor and the APA and
because the LGT would have taken place in a euryarchaeon,
relatively recent and distant from LUCA, the 4th domain
would have been composed at that time ofmany different lin-
eages that would have subsequently all disappeared (broken
dotted lines in the hypothetical 4th Domain, Figure 4).

Our data also make the hypothesis that the Pyl system
arose in Bacteria and was introduced in the APA via LGT
less likely (Figure 4). In fact, its presence in the 7th order now
makes its taxonomic distributionmuch larger inArchaeathan
the few pyl-containing bacteria representing a sublineage
of Firmicutes and two deltaproteobacteria and its link to
methylotrophic methanogenesis stronger.

Therefore, our preferred hypothesis is that the Pyl sys-
tem is an archaeal invention (green box, Figure 4). PylRS
might have emerged by gene duplication followed by fast
evolutionary rates from another class II RS gene, while
a mutation in the anticodon of a duplicated tRNA could
have led to an amber decoding tRNA. This would have
had less detrimental effects for the cell than the recoding
of another codon, affecting potentially all the proteins of
the cell. Interestingly, PylRS does not need to recognize the
anticodon of the tRNAPyl [17, 55], and this may be a remnant
of the birth of the orthogonal pair tRNAPyl/PylRS. Moreover,
the recent discovery of the whole synthesis pathway of Pyl,
with PylB being a lysine mutase [13] shows that Pyl is
entirely a derivative of a proteogenic amino acid (two lysines)
and this could make sense in the light of the coevolution
theory, such are the cases of Asp/Asn and Glu/Gln in
Archaea[63]. APA may have been an early diverging eur-
yarchaeote performing H

2
-dependent methanogenesis from

methanol, perhaps the ancestor ofMethanosarcinales and the
7th order of methanogens and therefore after the emergence
of Thermococcales and methanogens class I (Methanococ-
cales, Methanobacteriales, and Methanopyrales). Vertical
inheritance of the Pyl system would have paralleled that of
H
2
-dependent methanogenesis from methylamines whereas

multiple independent losses would have occurred over time
in most euryarchaeal lineages, including methanogenic ones
(Figure 4, red dots), but retained only in the Methanosarci-
naceae and the 7th order. Alternatively, the system would
have emerged later, in either the ancestor of Methanosarci-
naceae or in the ancestor of the 7th order and then spread
among them via LGT (not indicated in the Figure 4 for
clarity). Because their Pyl systems are different (notably the
absence of the N-terminus of PylS and the unique peculiarity
of the tRNAPyl), it may be asked which on the two is the
ancestral one. However, it is likely that the unique system of
the 7th order is derived from a more “classical” one such as
those present in bacteria and Methanosarcinaceae.

Under the hypothesis of an archaeal invention of the
Pyl system, the bacterial one may have arisen via LGT
from the 7th order of methanogens, considering their closer
evolutionary relations, before the loss of the N-terminus
of PylS (Figure 4, PylS structure indicated above the Pyl-
containing groups). It is unclear if one or several LGTs
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of APA, the ancestral Pyl-coding archaeon, is schematized. This model supports less LGTs than previously proposed ones. APA (blue star)
emerged in the Euryarchaeota (black circle no. 1) after the birth of the methanogenesis and was an ancestor of the Methanosarcinalesand/or
of the Thermoplasmata-related 7th order of methanogens. Only the hypothesis of a common ancestor of both Methanosarcinalesand
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relies either from an archaeal invention (Box 1), from a bacterial contribution, or from awhole functional system acquired from a hypothetical
pre-LUCA4th domain of life. APAwas therefore likely amethanogenic archaeon performing both amethanol-H

2
-dependentmethylotrophic

methanogenesis and a hydrogenotrophic one.The Pyl system was vertically inherited (symbolized by large blue lines) toMethanosarcinaceae
and to the 7th methanogenic order and was lost several times independently on various branches, including methanogenic ones (red dots).
Due to the closest relationship of the Pyl system (orange square) between the 7th order and bacteria, at least one LGT is supposed to have
occurred from a 7th order ancestor (before the loss of the pylSc gene in this lineage), likely to a Firmicute(no. 2, orange arrow). Other LGTs
from the 7th order to Bacteria (i.e., a deltaproteobacterium) are also conceivable. In a third period, intradomain LGT(s) could have originated
next putatively among Firmicute and/or into a deltaproteobacterium (no. 3, red arrows). Pyl-coding organisms are symbolized in blue boxes.
The nature of the PylRS is depicted with each Pyl-containing group in grey boxes and is either formed by a unique PylS (Methanosarcinaceae),
a split complete version (PylSc//PylSn in bacteria), or a unique PylSc form (7th methanogenic order).

occurred from the 7th order onto bacteria (Firmicutes and
deltaproteobacteria). The group of Firmicutes is likely the
recipient of this first transfer and would have then given
the system to a deltaproteobacterium. Alternatively, due to
their close environmental relationship (the gut), a distinct
LGT could have arisen from a 7th order member of the
gut into Bilophila sp. However, it cannot be excluded that
bacteria took it from Methanosarcinaceae and split the PylS
gene into PylSn and PylSc and then they later passed only
PylSc to the 7th order. The tree of PylB may suggest such
hypothesis, albeit statistical support is not very strong and

no similar pattern is observed for the other components
of the system. Unfortunately, phylogenetic analysis prevents
concluding the direction of these transfers, because of the
absence of outgroup sequences. In every case, that these
inter- and/or intradomain LGTs were not rejected is a
fascinating event. Introducing a stop codon suppressor is
in fact likely deleterious and has to be compensated by a
strong selective advantage for the organism, such as the use of
new metabolic substrates (e.g., methylamines). Introducing
a Pyl-coding cassette into a heterologous genome has been
successfully experimentally realized [14, 64]. It is possible that
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the acquired genes remained silent or with a low expression
level and would have been activated progressively, leading
concomitantly to the negative selection of UAG nonsense
codons. A more likely hypothesis is an LGT leading to
an inducible expression of the Pyl components, such as
dependence of the presence of substrates like methylamines.
The natural expansion of the genetic code in the Firmicute
Acetohalobium arabaticum able to genetically encode the 20
usual amino acids when grown on pyruvate, and to expand its
repertoire to 21 by adding pyrrolysine when grown on TMA
[25] provides the paradigm.

In conclusion, when considering at least the archaeal
domain, there has been a Pyl-coding ancestor. It appeared
likely relatively recently, as an ancestor of the Methan-
osarcinales, an ancestor of the 7th order of methanogens, or
the common ancestor of both. It was likely a methanogen
performing a methanol/H

2
-dependent methanogenesis

and, considering the probable coevolution history between
methylotrophic methanogenesis and Pyl, with their strong
interdependence, it was concomitant or rapidly followed
by the emergence of methanogenesis from methylamines
compounds. This has led nowadays in the archaeal lineage
to conservation of a Pyl system only in methylamines-
utilizing/Pyl-dependent methanogens. Therefore, this
provides an example that the genetic code may be still under
evolution with a conceivable expansion shaped by metabolic
requirements.
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Abstract

Background: A seventh order of methanogens, the Methanomassiliicoccales, has been identified in diverse anaerobic
environments including the gastrointestinal tracts (GIT) of humans and other animals and may contribute significantly
to methane emission and global warming. Methanomassiliicoccales are phylogenetically distant from all other orders
of methanogens and belong to a large evolutionary branch composed by lineages of non-methanogenic archaea such
as Thermoplasmatales, the Deep Hydrothermal Vent Euryarchaeota-2 (DHVE-2, Aciduliprofundum boonei) and the Marine
Group-II (MG-II). To better understand this new order and its relationship to other archaea, we manually curated and
extensively compared the genome sequences of three Methanomassiliicoccales representatives derived from human
GIT microbiota, “Candidatus Methanomethylophilus alvus", “Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis” and
Methanomassiliicoccus luminyensis.

Results: Comparative analyses revealed atypical features, such as the scattering of the ribosomal RNA genes in the
genome and the absence of eukaryotic-like histone gene otherwise present in most of Euryarchaeota genomes.
Previously identified in Thermoplasmatales genomes, these features are presently extended to several completely
sequenced genomes of this large evolutionary branch, including MG-II and DHVE2. The three Methanomassiliicoccales
genomes share a unique composition of genes involved in energy conservation suggesting an original combination
of two main energy conservation processes previously described in other methanogens. They also display substantial
differences with each other, such as their codon usage, the nature and origin of their CRISPRs systems and the genes
possibly involved in particular environmental adaptations. The genome of M. luminyensis encodes several features to
thrive in soil and sediment conditions suggesting its larger environmental distribution than GIT. Conversely, “Ca. M.
alvus” and “Ca. M. intestinalis” do not present these features and could be more restricted and specialized on GIT.
Prediction of the amber codon usage, either as a termination signal of translation or coding for pyrrolysine revealed
contrasted patterns among the three genomes and suggests a different handling of the Pyl-encoding capacity.
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Conclusions: This study represents the first insights into the genomic organization and metabolic traits of the seventh
order of methanogens. It suggests contrasted evolutionary history among the three analyzed Methanomassiliicoccales
representatives and provides information on conserved characteristics among the overall methanogens and among
Thermoplasmata.

Keywords: Archaea, Methanomassiliicoccales, Methanomethylophilus, Methanomassiliicoccus, Origin of replication (ORI)
binding (ORB) motif, Genome streamlining, CRISPR, Pyrrolysine Pyl, H2-dependent methylotrophic methanogenesis,
Energy conservation

Background
Methanogenic archaea are distributed worldwide in an-
aerobic environments and account for a large proportion
of methane emissions into the atmosphere, partly due to
anthropogenic activity (e.g. rice fields and livestock). Over
the last ten years, sequences of novel archaeal lineages
distantly related to all orders of methanogens have recur-
rently been found in diverse anaerobic environments.
One of these lineages, phylogenetically related to the
Thermoplasmatales, was first reported in the rumen
[1,2] and was thereafter referred as Rumen Cluster-C in
this environment [3]. The methanogenic nature of these
archaea was subsequently strongly supported by the
co-occurrence in human stool samples of 16S rRNA
affiliated to this lineage and mcrA genes (a functional
marker of methanogens) distantly related to any other
methanogens [4,5]. The final evidence that they represent
a new order of methanogens was recently given with the
isolation of Methanomassiliicoccus luminyenis B10 from
human feces [6] and the culture in consortia of several
strains of this order: “Candidatus Methanomethylophilus
alvus” [7] and “CandidatusMethanomassiliicoccus intesti-
nalis” [8] from human feces samples, MpT1 and MpM2
[9] from termite gut and “Candidatus Methanogranum
caenicola” [10] from waste treatment sludge. All the
culture-based studies agreed on a common methanogenic
pathway relying on the obligate dependence of the strains
on an external H2 source to reduce methyl-compounds
into methane. The restriction to this metabolism was
previously only observed in two methanogens from
digestive tract (Methanosphaera stadtmanae and Metha-
nomicrococcus blatticola) and considered an exception
[11]. The apparently large distribution of this obligate
metabolism among this novel order of methanogens
turns this exception into one of the important pathways
among the overall methanogens. It also highlights the
need for a more cautious utilisation of the term of “hydro-
genotrophic methanogens” which is generally used to refer
to methanogens growing on H2 + CO2, but also fits for an
increasing number of described methanogens growing
on H2 +methyl-compounds. Two names were proposed
for this order, Methanoplasmatales [9] and Methanomas-
siliicoccales [10], the latter being now validated by the

International Committee on Systematics of Prokaryotes
[12]. For this reason, the name of Methanomassiliicoccales
will be used in the current publication to refer to this
novel order of methanogens.
The global contribution of Methanomassiliicoccales rep-

resentatives to methane emission could be large, consider-
ing that it constitutes one of the three dominant archaeal
lineages in the rumen [3] and in some ruminants it repre-
sents half or more of the methanogens [13-15]. Using mcrA
and 16S rRNA sequences, several studies have also
highlighted the broad environmental distribution of this
order, not limited to digestive tracts of animals but also
retrieved in rice paddy fields, natural wetlands, subseaflor
and freshwater sediments for example [9,10,16,17]. Metha-
nomassiliicoccales were split into three large clusters, the
“Ca. M. alvus” cluster, grouping sequences mostly retrieved
from digestive tract of animals, the M. luminyensis cluster,
mainly composed of sequences from soils and sedi-
ments and to a lesser extent from digestive tracts, and the
Lake Pavin cluster formed by sequences retrieved from di-
verse environments but not digestive tracts [16].
The genome sequences of three different Methanomas-

siliicoccales members cultured from human stool samples,
M. luminyensis B10 [18], “Ca. M. intestinalis Mx1-Issoire”
[8] and “Ca. M. alvus Mx1201” [7], have recently been
made available [19]. M. luminyensis shows 98% identity
with “Ca. M. intestinalis” over the whole 16S rRNA
gene and only 87% with “Ca. M. alvus”. According to
the environmental origin of the sequences constituting
the large cluster to which they belong, M. luminyensis
and “Ca. M. intestinalis” might be more recently adapted
to gut condition than “Ca. M. alvus”. Moreover the
important difference in genome size and [G + C] %
content between the two Methanomassiliicoccus spp.
genomes suggests a rapid evolution of one of them in
response to its adaptation from soil or sediment to digestive
tract conditions [8]. Despite the important phylogenetic
distance between “Ca. M. alvus” and the Methanomassi-
liicoccus spp., these genomes uncover common unique
genomic characteristics. In particular, the analysis of “Ca.
M. alvus” and M. luminyensis methanogenic pathways
revealed they lack the 6 step C1-pathway forming methyl-
CoM by the reduction of CO2 with H2, otherwise present
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in all previously sequenced methanogens, fitting with
their restriction to H2-dependent methylotrophic meth-
anogenesis [16]. Moreover, these analyses helped define
putative alternative substrates to methanol by identifica-
tion of genes involved in the use of methylated-amines
and dimethyl-sulfide. Methylated-amines utilization by
Methanomassiliicoccales representatives has also been
proposed in a metatranscriptomic study on rumen metha-
nogens [17]. The use of tri-, di- and monomethylamine,
with the obligate dependence on H2, has subsequently
been validated in vivo with M. luminyensis [20]. This
property could be significant for human health since
gut-produced TMA could be implied in two different
diseases [19-22]. The presence of pyrrolysine (Pyl, O),
the 22nd proteinogenic amino acid, is associated to this
metabolism as it is incorporated in methyltransferases
involved in utilization of methylated-amines through an
amber codon suppression by a Pyl-tRNA [23,24]. All
the necessary genetic machinery is found in the three
genomes of the Methanomassiliicoccales, including the
genes for pyrrolysine synthesis (pylBCD), the amber
suppressor tRNAPyl (pylT) and the dedicated amino-acyl
tRNA synthetase (pylS). Their structure and unusual
features, together with the evolutionary implications of
this system have been recently described elsewhere [25].
These original metabolic and genetic characteristics, as

well as the closer phylogenetic proximity of this order
with Thermoplasmatales than other orders of methanogens
prompted us to perform a more comprehensive analysis
of these three genomes. We provide here their general
characteristics, including comparisons to phylogenetic
neighbor genomes, and derived potential metabolism and
adaptation to environmental conditions from their gene
composition. In the particular context of the missing
genes of the CO2 reduction-pathway otherwise shared by
all other methanogens, we reevaluate the global core of
enzymes that are unique and specific to all methanogens
and highlight the atypical composition of genes likely
involved in energy conservation. The potential usage of
the amber codon as a translational stop signal or encoding
a Pyl in proteins was analyzed and suggests a differential
handling of the Pyl-encoding capacity among the three
Methanomassiliicoccales representatives.

Results and discussion
General genomic features
Genome size, [G + C] %, CDS and tRNA numbers were
separately reported in the announcement of these
genomes [7,8,18]. Data are gathered in the Table 1 with
other newly defined general features.
The tRNA gene complement present in the genomes is

in part redundant and covers the usual 20 amino acids,
with the exception of Lys in M. luminyensis, for which no
tRNA was detected: this amino acid is likely encoded

in the remnant ~17 kbp from this genome which are
currently not available (Table 1). An archaeal complete
set of amino-acyl tRNA synthetases is found in all three
genomes, Asn- and Gln- tRNAs being obtained by an
Asp-/Glu- tRNA (Asn/Gln) amidotransferase [26]. As pre-
viously described [25], an important feature is the presence
of a tRNAPyl in all the three genomes. Several small non-
coding RNAs (ncRNAs, complete list in Additional file 1:
Table S1) were detected. Among them are found a Group
II catalytic intron (only in “Ca.M. alvus”), the RNA compo-
nent of the archaeal signal recognition particle (aSRP RNA)
and the archaeal RNAse P.
Strikingly, 16S and 23S rRNA genes are not clustered

and do not form a transcriptional unit as found in most
bacterial and archaeal genomes. Among archaea, this
unusual characteristic was first documented in Thermo-
plasmatales [27], but is also found in related lineages such
as the uncultured Marine Group II (MG-II) and Aciduli-
profundum boonei (Figure 1). This particular organization
of the rRNA genes is consistent with the phylogenetic
position of the seventh order of methanogens determined
using a concatenation of ribosomal proteins [16] and con-
stitutes a distinctive characteristic of Thermoplasmatales
and related lineages. On a practical point of view, this also
indicates that the Ribosomal Intergenic Transcribed
Spacer Analysis, recently proposed as a tool to study
the diversity of the methanogenic archaea in digesters
[28], will likely fail to detect the Methanomassiliicoccales
representatives.
As previously reported [8], the three genomes show

significant size heterogeneity, with a variation of 58%
(from around 1.7 Mbp to 2.6 Mbp, Table 1). Such hetero-
geneity is found even within the same genus with 36% size
variation between the genomes of “Ca. M. intestinalis”
and M. luminyensis (1.9 to 2.6 Mbp). The number of
genes is highly variable and ranges from 1,705 (“Ca. M.
alvus”) to 2,713 (M. luminyensis). The average CDS size
and gene density is very close among the three genomes
(around 900 bp and a protein coding gene every 984
to 1,054 bp). The main translation initiation codon is
methionine (AUG) for which two copies of the corre-
sponding tRNA are detected in “Ca. M. alvus” and three
copies in “Ca. M. intestinalis” and M. luminyensis. In a
lower extent, GUG and UUG are also found as transla-
tion start codons (Additional file 1: Table S2). Nucleotide
composition [G + C] % ranges from 41.3% to 60.5%
(Table 1) [7,8,18]. Codon usage patterns among CDS
primarily reflect this [G + C] % variation, “Ca. M. intes-
tinalis” primarily using AT-rich codons for a given amino
acid (Additional file 1: Table S2). Two of the three stop
codons follow this usage pattern, the ochre codon UAA
accounts for 45% of the stop codons in the genome of
“Ca. M. intestinalis” and respectively only 17% and 14% in
the genomes of “Ca. M. alvus” and M. luminyensis and a
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same trend is observed for opal codon UGA (Additional
file 1: Table S2). However, a different pattern is observed
for the amber codon UAG and could be the result of a
different selection process (see dedicated section on
amber codon usage and putative Pyl-containing proteins).
All the ribosomal RNA genes of the three genomes have a
[G + C] % above 50%. In “Ca. M. intestinalis”, they thus
have a largely higher [G +C] % than the genome average.
When compared to M. luminyensis, general characteristics
of the “Ca. M. intestinalis” genome suggest streamlining
accompanied by a sharp [G + C] % reduction as previously
observed in free-living Prochlorococcus [29]. This potential
genomic evolution could be related to the recent
colonization of digestive tract by “Ca. M. intestinalis”
from soil or sediment environments.

CRISPR elements
The CRISPR system confers to prokaryotes a highly adap-
tive and heritable resistance to foreign genetic elements
such as plasmids and phages [30-33]. CRISPR loci are com-
posed of genome-specific conserved Direct Repeats (DRs)
separated by small sequences (spacers) which constitute a

record of past infections. CRISPR-associated (Cas) proteins
are responsible for integration of new spacers borrowed
from invasive DNA and use the small antisense RNA
transcript of these spacers to protect the cell from new
invasions. CRISPR loci were previously notified in the
three Methanomassiliicoccales genomes [7,8,18] and are
characterized in the present study. The CRISPR DRs are
concentrated in one genomic unit in “Ca. M. intestinalis”
and M. luminyensis but are interrupted by a gene encod-
ing a putative IS4-type transposase (AGI85628.1) in “Ca.
M. alvus”. The DRs of the three genomes differ from each
other in length (31 and 36 bp, Additional file 1: Table S3),
sequence and associated 2D-structure (Additional file 2:
Figure S1), and belong to three different superclasses. A
CRISPR map analysis [34] attributed the M. luminyensis
DRs to the superclass D, family 3 and the “Ca. M. intesti-
nalis” DRs to the superclass A (no family) with a partial
motif #27 which is exclusively shared with Methano-
coccales sequences (from Methanothermus okinawensis,
Methanocaldococcus jannaschii and Methanocaldococcus
fervens, Additional file 2: Figure S1). The “Ca. M. alvus”
DRs (ATCTACACTAGTAGAAATTCTGAATGAGTTTT

Table 1 Genome statistics

Feature “Ca. M. alvus” “Ca. M. intestinalis” M. luminyensis

Genome sizea 1,666,795 1,931,651 2,637,810d

(2,620,233)

DNA G + C content 55.6% 41.3% 60.5%

% DNA coding region 89.5% 88.4% 87.6%

Intergenic regions mean size (SD)a 102 (175) 119 (264) 121 (238)

Genes mean G + C content 56.3% 42.4% 61.0%

Putative replicons 1(+1)b 1(+1)b 1 (+1)b

Extrachromosomal elements NAc NAc NAc

Total genes 1,705 1,882 2,713

RNA genes 52 50 52

rRNA genes (5S-16S-23S) 4 (2 - 1 - 1) 4 (2 - 1 - 1) 4 (2 - 1 - 1)

tRNA genes 48 46 48

Protein coding genes 1,653 1,832 2,661

Mean size of protein coding genes (SD)a 901 (667) 930 (890) 859 (676)

Median size of protein coding genesa 771 780 732

Gene products with function prediction 1,335 1,476 2,002

Gene products assigned to arCOGs 1,271 1,438 2,065

Gene products assigned Pfam domains 123 125 204

Gene products with signal peptides 247 336 512

Gene products with transmembrane helices 281 389 585

CRISPR repeats 1e 1 1
aSizes are given in bp.
bPresence of two different cdc6 genes per genome. See the text for more information.
cNot available.
dData from [8]: in bracket stands the total bp (26 contigs) available from database [GenBank: CAJE01000001 to CAJE01000026], analyzed in this study.
ePresence of CRISPR repeats split into two neighboring loci (see Additional file 1: Table S3) surrounding a DNA sequence containing one gene encoding a
putative transposase.
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AGAC, superclass E) could not be classified in any
sequence/structure family and likely represents a new
family of CRISPR DR elements. The number of spacers
within DRs ranges from 12 to 113 per locus (from 59 to
113 per genome). Each spacer has a particular size range,
from 25 to 28 bp in “Ca. M. alvus” to 35 to 40 bp in M.
luminyensis (Additional file 1: Table S3). A few other
CRISPR-like elements are also found in as many as
three copies and their functional role remains unknown
(Additional file 1: Table S3).
According to the CRISPR system classification proposed

by Makarova et al. [35] on the basis of organization and
composition of the Cas protein-coding genes found in the
neighborhood of the CRISPRs, M. luminyensis presents a
CRISPR-Cas system subtype I-C (WP_019177384.1 to
WP_019177390.1). The CRISPR-Cas system of “Ca. M.
intestinalis” is a hybrid of the subtypes I-A and I-B since
its organization corresponds to subtype I-B, but contains
the signature gene of the subtype I-A (Cas8a) (AGN26276
to AGY50180.1). The recently defined PreFran subtype
(for Prevotella and Francisella) is present in “Ca. M.
alvus” (AGI85629 to AGI85632). Notably, the Cas1 pro-
tein of “Ca. M. alvus” is predicted to contain a pyrrolysine

(see section on amber codon usage and putative Pyl-
containing proteins).
As suggested by the different superclass assignments

of the repeats and the different types of CRISPR-Cas
system, these CRISPRs likely result from non-vertical
inheritance among the three species. The PreFran type,
only found in 20 bacterial genomes so far is rather
uncommon in comparison to the type I of the Metha-
nomassiliicoccus spp. Bacteria that hold the PreFan type
are generally found in tight association with animals
and the genus Prevotella is one of the dominant in
rumen [36] and human gut [37] suggesting that “Ca.
M. alvus” may have acquired this system through other
gut bacteria. Moreover, the spacers are specific to each
of the three genomes suggesting they undergone differ-
ent histories of infection. In “Ca. M. alvus”, one of the
spacers is 93% similar (25 of 27 nt) to a ssDNA virus
isolated from pig feces (JX305998.1).
With the exception of viruses from the families of

Myoviridae and Siphoviridae (head-tail viruses) which
also infect bacteria, archaeal viruses sequenced to date
have almost no significant residue identity with each other
and sequences in public databases [38,39]. Accordingly,

(   )
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Archaeoglobales

Thermococcales

Methanococcales

Methanopyrales

Methanobacteriales

Aciduliprofundum boonei

Thermoplasmatales

Uncultured marine group II 

METHANOMASSILIICOCCALES

Methanosarcinales

ANME-1

Halobacteriales

Methanomicrobiales
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Figure 1 Genomic features of ribosomal genes in Euryarchaeota. (A) Phylogeny of Euryarchaeota highlighting the position of the
Methanomassiliicoccales (according to [16]). The seven orders of methanogens are in red. (B) Genomic organization of ribosomal genes in Euryarchaeota:
5S, 16S and 23S rRNA genes are symbolized by blue, green and orange arrows, respectively. They are indicated irrespectively of the (+) or (-) DNA strand
carrying them. A plain line defines an operon organization where tRNAs (when present) are not shown, nor the number of genes encoding rRNA with the
exception of the Methanomassiliicoccales. The 5S rRNA gene in bracket refers to a second 5S rRNA copy isolated from the 16S-23S-5S rRNA gene operon
in Methanococcus maripaludis C5.
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the lack of detection of prophage sequences by dedicated
software does not imply the absence of prophages in these
three genomes: some clusters of 10-30 adjacent genes
with few significant matches in public databases might
represent still unknown prophages. Furthermore, genes
distantly related to phage ones are found in the three
genomes and could belong to unknown prophages or
represent residual traces of past infection. This is for
example the case of two contiguous genes, present in the
vicinity of the “Ca. M. intestinalis” CRISPR locus, which
encode putative proteins (YP_008071639.1 & YP_0080716
40.1) with similarity to phage capsid synthesis proteins.

Genome replication
Origins of replication were identified with a consensus
Origin Recognition Box (ORB) motif recently identified
from active replication origins of Thaumarchaeota (Nitro-
sopumilus maritimus), Crenarchaeota and Euryarchaeota
[40]. Several ORB motifs were found in the three genomes,
most of them gathered by pairs (Table 2). A consensus
sequence for a Methanomassiliicoccales ORB motif was
deduced and shows little difference with the archaeal
consensus recently proposed [40] (Table 2).
Each of the three genomes possesses two copies of the

orc1/cdc6 (Origin Recognition complex/Cell division
cycle 6) gene (Table 3). At least two ORB motifs are
found in the vicinity of only one of the two orc1/cdc6
genes. In the draft genome of M. luminyensis, these two
genes are associated in the same contig (CAJE01000021),
allowing comparison with the other two genomes. In
every case, the orc1/cdc6 genes are each located on a
different strand (Additional file 2: Figure S2). They are
close together within the M. luminyensis and “Ca. M.

intestinalis” genomes (respectively around 70 and 90 kbp),
and more distant in “Ca. M. alvus” (around 695 kbp).
They are inversely oriented in the three genomes. Consist-
ent with a recent study [41], phylogenetic analysis reveals
that these genes correspond to two paralogs, orc1/cdc6.1
and orc1/cdc6.2 (Additional file 2: Figure S3). orc1/cdc6.1
lies close to the predicted origin of replication, displays a
conserved genomic context (Figure 2) is slow-evolving
and groups phylogenetically with Thermoplasmatales/
DHVE2/uncultured Marine Group II (Additional file 2:
Figure S3), consistent with vertical inheritance. On the
other hand, orc1/cdc6.2 copies display much faster evolu-
tionary rates, lies in a non-conserved genomic context
(Figure 2), and show inconsistent phylogenetic place-
ment close to Crenarchaeota (Additional file 2: Figure S3).
This may be due to a tree reconstruction artifact or may
represent a possible horizontal gene transfer from an
unspecified crenarchaeon. Given its higher conserva-
tion, its conserved genomic context and its vicinity to
ORB motifs, Orc1/Cdc6.1 is likely the main initiator
protein and Orc1/Cdc6.2 may represent an inactive or
accessory copy, possibly active in different environmen-
tal conditions.
The replication gene set is similar to that of the most

closely related lineages (Table 3). However, some inter-
esting features are present in the three genomes. For
example, they do not harbor any homologs of the
single-stranded binding protein SSB similarly to MG-II,
whereas Thermoplasmatales and DHVE2 have both RPA
and SSB. The absence of SSB may strengthen the sister
relationship of the Methanomassiliicoccales and MG-II
lineages as observed in a phylogenetic reconstruction based
on ribosomal proteins [16]. The Methanomassiliicoccales,

Table 2 ORBs motifs found in the Methanomassiliicoccales genomes

ORB Sequence Position Spacing Orientation Comment

“Ca. M. alvus” ORB1 GTTCCAGTGGAAATGG-TGGGGT 78 - 99 39 inverted downstream orc1/cdc6.1

“Ca. M. alvus” ORB2 GTTCCACTGGAAACAG-AGGGGT 138 - 159 inverted downstream orc1/cdc6.1

“Ca. M. alvus” ORB3 TTTCCACTGGAAACAG-AGGGGT 1977 - 1998 47 upstream orc1/cdc6.1

“Ca. M. alvus” ORB4 GTTCCACTGGAAATGG-TGGGGT 2045 - 2066 upstream orc1/cdc6.1

“Ca. M. intestinalis” ORB1 ATTACAGTGGAAATGA-AGGGGT 15 - 36 256 inverted downstream orc1/cdc6.1

“Ca. M. intestinalis” ORB2 TTTGCAGTGGAAATGA-AGGGGT 292 - 313 downstream orc1/cdc6.1

“Ca. M. intestinalis” ORB3a GTTCCAGTGGAAATGA-AGGGGT 795626 - 795647 downstream fstZ

“Ca. M. intestinalis” ORB4a TCTGCACTGGAAATGA-AGGGGT 1576211 -1576232 inverted downstream fused nifH/nifE

M. luminyensis ORB1 GTTCCATTGGAAATCG-GCAGGA 73488 - 73475b 113 downstream orc1/cdc6.1

M. luminyensis ORB2 GTTCCAGTGGAAATAA-AGGGGT 73341 - 73362b inverted downstream orc1/cdc6.1

Methanomassiliicoccales
consensus ORB

GTTCCAGTGGAAATGG-AGGGGT
A

Archaea consensus ORB CTTCCAGTGGAAACGAAAGGGGT Pelve et al., [40]

Bases in bold indicate consensual bases of the ORB sequence in the Methanomassiliicoccales. The “Ca. M. alvus” ORBs, and the ORB2 of M. luminyensis and “Ca. M.
intestinalis” might be extended by a “GGGGGT” sequence otherwise not conserved in the 4 other Methanomassiliioccales ORBs and the Archaea consensus ORB.
aNot found in close association to another ORB.
bContig [GenBank: CAJE01000021.1].
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Marine Group II, and DHVE2 harbor both subunits of the
archaeal topoisomerase TopoVI, strengthening a specific
loss of this gene in Thermoplasmatales, which replaced it
by a bacterial-type DNA gyrase [42]. Moreover, all three
Methanomassiliicoccales representatives also harbor a
bacterial-like DNA gyrase, known to have been acquired
from bacteria in late emerging Euryarchaeota [41]. Some
components are present as extra copy in the three genomes
(in bold in Table 3), for example the Minichromosome
Maintenance Protein (MCM) in the genome of “Ca. M.
intestinalis”, which is highly divergent with respect to the
other MCM coding genes and lies in a genome region with
no synteny with the other closely related genomes. This is
also the case for an extra PolB coding gene identified in the
genome of M. luminyensis. Finally, genes coding for two
additional OB-fold containing proteins (RPA-like) were

identified in the genomes of “Ca. M. intestinalis” and M.
luminyensis. All these extra copies are very divergent and
likely represent decaying paralogs or homologs arising from
integration of foreign elements. In addition, we found a
bacterial type NAD-dependent DNA ligase homolog in
the genome of “Ca. M. alvus” that appears to originate
via a specific and recent horizontal gene transfer from a
bacterium of the Prevotella genus, which is abundant in
the human gut microbiota (Additional file 2: Figure S4A).
An important feature shared by the three Methano-

massiliicoccales representatives, the Thermoplasmatales
and other related lineages is the lack of Eukaryotic-like
histone found in other Euryarchaeota [43], suggesting
that the loss of this gene occurred early in the evolution
of the whole lineage. Surprisingly, no gene coding for
homologues of the bacterial-type HTa histones known to

Table 3 DNA replication proteins compared to the corresponding components in Thermoplasmatales, MG-II and DHEV2

"Ca. M. alvus" "Ca. M. intestinalis" M. luminyensis MG-II DHEV2 Thermoplasmatales

ATP-dependent DNA ligase AGI85913 AGN25909 WP_019176428 X ■ ■

Orc1/Cdc6 AGI84758 (1) AGN25419 (1) WP_019178385 (1) ■■ ■ ■■

AGI85775 (2) AGN27158 (2) WP_019178317 (2)

DNA Pol D large subunit (DPL) AGI85099 AGN26720 WP_019177373 ■ ■ ■

DNA Pol D small subunit (DPS) AGI84772 AGN27082 WP_019178373 ■ ■ ■

FEN-1 AGI85207 AGN26626 WP_019176843 ■ ■ ■

GINS 51 AGI84890 AGN27100 X X ■ ■

GINS 23 X X X X X X

DNA Gyrase subunit B [AGI86382] [AGY50228] [WP_019178436] [■] [■] [■]

DNA Gyrase subunit A [AGI86381] [AGN27159] [WP_019178437] [■] [■] [■]

MCM AGI86392 AGN26346 WP_019178416 ■ ■ ■

AGN27203

PCNA AGI84935 AGN27068 WP_019176118 ■ ■ ■

DNA Pol B AGI86264 AGN26701 WP_019177962 ■ ■ ■

WP_019177491

Primase large subunit (PriL) AGI84820 AGN27177 WP_019178297 ■ ■ ■

Primase small subunit (PriS) AGI86400 AGY50234 WP_019178400 ■ ■ ■

RFC large subunit AGI85559 AGN26596 WP_019176873 ■ ■ ■

RFC small subunit AGI85778 AGN26166 WP_019177244 ■ ■ ■

RNaseH II AGI86158 AGN25790 WP_019177553 ■ ■ ■

TopoVI subunit A AGI85998 AGN26743 WP_019177592 ■ ■ X

TopoVI subunit B AGI85997 AGN26742 WP_019177591 ■ ■ X

Topo IB X X X X X X

SSB X X X X ■ ■

RPA2 AGI84916 AGN25568 WP_019178149 ■ ■ ■

AGY50184 WP_019177069

rpa2A (rp associated protein) AGI84915 AGN25567 WP_019178150 ■ ■ ■

NAD-dependent DNA ligase [AGI85455] X X [■] X X

Proteins in brackets indicate horizontal transfers from bacteria; Proteins in italics indicate fast evolving additional copies likely representing decaying paralogs,
genes horizontally transferred among archaea, or homologs arising from integration of foreign elements. Absent proteins (or unavailable due to genome
incompleteness) are indicated by an X. (1) and (2) in front of the Orc1/Cdc6 protein accession numbers indicate the Orc1/Cdc6.1 and Orc1/Cdc6.2, respectively.
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have replaced the native histone in Thermoplasmatales
and DHVE2 are present in the Methanomassiliicoccales
genomes and the MG-II genome. The DNA packaging
function could be fulfilled in M. luminyensis by an Alba
protein (WP_019176109.1) also presents in Thermoplas-
matales [44] and MG-II, but absent in “Ca. M. alvus”
and “Ca. M. intestinalis”. Few candidate proteins with a
very weak similarity to bacterial histones and a Lys-
and Arg-rich tail were identified in M. luminyensis
(WP_019177894.1) and “Ca. M. intestinalis” (AGN26805.1)
but not in “Ca. M. alvus”. While the proteins responsible
for this crucial function remain elusive, a homologue of the
histone acetyltransferase of the ELP3 family was identified
in the three genomes (WP_019178580.1, AGN27049
and AGI86364). Only M. luminyensis possesses a histone
deacetylase HdaI, related to Crenarchaeota and not found
in other Thermoplasmatales (WP_019177579.1).

Core genome
The best BLAST hits of the CDS from the three genomes
were most frequently found in other archaeal members
(70% to 82%), around 18% to 30% to Bacteria, and less
than 0.3% to Eukaryota (Additional file 1: Table S4). It
is likely that some of these reflect lateral gene transfer
events, consistent with the presence of genomic islands
with different [G + C] % composition from the genome
average, as observed in “Ca. M. alvus” and, more

pronounced, in “Ca. M. intestinalis” (Additional file 2:
Figure S2).
The core genome of the three species is composed of

658 CDS. While the number of CDS shared between
genome pairs reflects partly their phylogenetic relatedness,
an impressive proportion of CDS are specific to each one,
in particular for M. luminyensis (Figure 3, Additional file 1:
Table S5 for a complete list). Of the core genome, 173
genes are not found in the closest lineages (Ferroplasma
acidarmanus, Thermoplasma acidophilum, Thermoplasma
volcanium, uncultured Marine Group II and Aciduliprofun-
dum boonei (Table 4, complete data in Additional file 1:
Table S5). A part of these genes could correspond to
specific traits of the Methanomassiliicoccales, at least
for 20 of them which have no close homologue sequence
in the databases (Additional file 1: Table S5). Another part
of these genes reflects the metabolic pathway of the
Methanomassiliicoccales representatives, methanogenesis,
not shared with the Thermoplasmatales and any of the
other related lineages for which genomic or physiological
data are available. As discussed below, some of these genes
are unique to methanogens. Among the predicted core
proteins, 227 have no homologues in the two other
methanogens commonly found in the same environment,
the human gut (Methanobrevibacter smithii and Metha-
nosphaera stadtmanae). Some of these differences rely on
the particular methanogenic pathway of the Methanomas-
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siliicoccales which can use methylated amines as sub-
strate [20], which is not the case of M. smithii and M.
stadtmanae. One hundred and two core proteins have
no homologues in either the closely related lineages or
the two gut methanogens (Table 4, complete data in
Additional file 1: Table S6). Some show hits to other
methanogens (Methanocellales, Methanomicrobiales and
Methanosarcinales), and are specific for methanogenesis/
energy conservation. Others likely reflect ancient lateral
gene transfer events (LGTs) in the ancestor of the Metha-
nomassiliicoccales. They include proteins involved in

carbohydrate metabolism (glycosyl transferases, sugar
transporters), nitrogen metabolism, and several proteins
specific to the Methanosarcinaceae and involved in meth-
anogenesis (see below).

General metabolism and adaptations to environment
Analysis of archaeal clusters of orthologous groups
(ArCOG [45]) resulted in 1,271; 1,438 and 2,065
assigned functions for “Ca. M. alvus”, “Ca. M. intestinalis”
and M. luminyensis respectively (representing between
77-79% of all CDS) (Additional file 1: Table S7). Compo-
nents of cell wall/membrane and envelope biogenesis
(class M) were less abundant when compared to the
other gut methanogens M. smithii and M. stadtmanae.
Indeed, comparatively to these Methanobacteriales, elec-
tron micrographies of M. luminyensis did not show a
prominent cell-wall-like structure [6]. However, it seems
that the synthesis of activated mannose is likely possible
from fructose-6-P, therefore allowing the biosynthesis of
N-glycans potentially associated to a cell-wall. A specific
enrichment was observed for inorganic ion transport and
metabolism (class P) and, as noted for other methanogens,
for coenzyme transport and metabolism (class H): when
analyzed in more details, many of the predicted trans-
porters are ABC transporter permease proteins with
homology to those identified in other methanogens
(Additional file 1: Table S8). Noteworthy is the presence
of quaternary ammonium compound efflux pumps as
well as specialized systems involved in substrate acqui-
sition for specialized methanogenesis-related functions
(H2-dependent methylotrophic methanogenesis, see below):
this includes putative transporters for dimethylamine
(AGI85872.1/AGI85374.1/AGI85246.1 for “Ca. M. alvus”,
AGN26255.1 for “Ca. M. intestinalis”, WP_019178528.1
for M. luminyensis) and trimethylamine (AGI85867.1,

"Ca. M. alvus"

M. luminyensis"Ca. M. intestinalis"

731

602 1583

658

106158

315

Figure 3 Shared and unique CDS among the three genomes.
Venn diagram indicating the core genome at its center, deduced
from a BLAST analysis of the CDS from the 3 genomes of the
Methanomassiliicoccales. Unique and shared CDS among genome
pairs are also given.

Table 4 Proteome of the three Methanomassiliicoccales representatives compared to their phylogenetic neighbors,
human gut methanogens and NCBI nr proteins

Core genome of Methanomassiliicoccales: 658 protein sequences Specifica Sharedb

Phylogenetic neighbors 173 485

125 absent from human gut methanogens

Human gut methanogens 227 431

63 absent from phylogenetic neighbors

Phylogenetic neighbors and human gut methanogens 102 556 shared with at least one

Encompassing:

125 absent from human gut methanogens

71 absent from phylogenetic neighbors

360 shared with the two groups

NCBI non-redundant protein sequences database 20 (21)c 637
aNumber of deduced proteins of the core genome of Methanomassiliicoccales that are not found in the corresponding organisms.
bNumber of deduced proteins of the core genome of Methanomassiliicoccales that are also found in the corresponding organisms.
cThe value of 21 encompasses CDS that are specific of the proteome of the Methanomassiliicoccales together with either the ones of the phylogenetic neighbors
or of the human gut methanogens, without any other blast hits with the NCBI nr protein sequences database.
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AGN26256.1, WP_019178522.1). The following part of
the section focuses on several genomic features of the
three Methanomassiliicoccales representatives that sug-
gest metabolic adaptations to their environment. An
overview of the inferred general metabolism is given in
Additional file 2: Figure S5. As usually observed in
methanogens, the three species harbors an incomplete
reductive TCA cycle [46]. Further details on lipid, amino-
acid and purine synthesis pathways, as well as molecular
nitrogen fixation are also presented in Additional file 3.
Similarly to other methanogens and differently from the

Thermoplasmatales representatives, the three Methano-
massiliicoccales lack PurK for purine synthesis pathway.
Two purE-like enzymes were identified (AGI84793.1,
AGI85002.1, AGN25661.1, AGN26431.1, WP_01917835
1.1, WP_019177087.1) without clear assignment to class I
or class II PurE (Additional file 3). Depending on the
assignment of these PurE, the ATP-dependent activity
of PurK might be substituted by a class I PurE in pres-
ence of high concentration of CO2 or a class II PurE,
both avoiding the hydrolysis of ATP [47]. The former
possibility could represent an adaptation to the high CO2

concentrations in anaerobic environments as proposed for
other methanogens [47].
Two possible sources of ammonia are predicted to be

common in the three Methanomassiliicoccales, a direct
uptake from the environment by dedicated transporters
(Additional file 1: Table S8) and an intracellular produc-
tion, as a by-product of methanogenesis from monomethy-
lamine. The presence of some of these transporters in
close association to the genes involved in methanogenesis
from monomethylamine suggests that they could alterna-
tively be used to export ammonium when monomethyla-
mine is used for methanogenesis. Ammonia could also
be derived from urea in “Ca. M. intestinalis” which pos-
sesses a ureA-G operon encoding a urease (AGN27148.1
to AGN27154.1) and a urea transporter (AGN27055.1).
Ammonia is likely assimilated by a glutamine synthetase
GlnN, one in “Ca. M. alvus” and “Ca. M. intestinalis”
(AGI86325.1; AGN25771.1) and two in M. luminyensis
(WP_019177566.1; WP_019177539.1, this second one likely
acquired through LGT from bacteria). M. luminyensis is
predicted to be diazotroph with a putative flexibility upon
the dependency on Molybdenum, while “Ca. M. alvus” and
“Ca. M. intestinalis” probably lack the capacity to fix N2

(Additional file 3). N2 fixation capacity has been found
among soil and sediment methanogens but not in common
gut methanogens (Additional file 3) [48-50]. Accordingly,
the potential capacity of M. luminyensis to fix N2 could
reflect an adaptation to soil or sediment conditions and
a facultative association to digestive tracts.
Each Methanomassiliicoccales genome encodes at least

one catalase (katE), peroxiredoxin (prx), rubredoxin (rub)
and rubrerythrin (rbr) to resist to oxygen exposure

(Additional file 1: Table S9). M. luminyensis presents the
highest antioxidant capacity, in particular with 8 copies
of a peroxiredoxins (prx) gene, against 4 and 2 copies
in “Ca. M. intestinalis” and “Ca. M. alvus” respectively.
M. luminyensis is also the only one to harbor homologues
of superoxide dismutase (sodA) and desulfoferrodoxin
(dfx). A large diversity and redundancy of the antioxidant
systems was previously reported for dominant rice field
soil methanogens, Methanocellales, and described as a
specific adaptation of these methanogens to oxic episodes
regularly occurring in these environments [48,49]. In line
with its probable diazotrophic capacity, the larger number
and diversity of genes encoding antioxidant enzymes in
M. luminyensis argue for a greater adaptation to soil
environments than “Ca. M. alvus” and “Ca. M. intestinalis”.
A glycine-betaine ABC transporter (WP_019176328.1,
WP_019176329.1, WP_019176330.1) was also found in M.
luminyensis. This kind of transporter helps to cope with ex-
ternal variations in salt concentration by accumulating
glycine-betaine as an osmoprotectant and was previ-
ously identified in Methanosarcinales [51,52]. No simi-
lar transporter of glycine-betaine was identified in “Ca.
M. alvus” or “Ca. M. intestinalis”.
Interestingly, among the three Methanomassiliicoccales

representatives, “Ca. M. alvus” is the only one to encode a
choloylglycine hydrolase (YP_007713843.1), which confers
resistance to bile salts encountered in the gastro-intestinal
tracts (GIT). This gene is also present in the genome of
the two other dominant human gut methanogens, M.
smithii and M. stadtmanae [53,54], and could have been
transferred from other gut bacteria (Additional file 2:
Figure S4B). Another adaptation to GIT could be inferred
through the presence of a conserved amino acid domain
corresponding to COG0790 (TPR repeat, SEL1 subfamily)
in at least one protein of each Methanomassiliicoccales
representative. This conserved domain has been previously
identified in proteins involved in interactions between
bacteria and eukaryotes and was never reported in
archaea [55] suggesting an adaptation to digestive tracts
unique to Methanomassiliicoccales among archaea. In
that case, the occurrence of the genes encoding proteins
with this domain in the Methanomassiliicoccales genomes,
28 in “Ca. M. alvus”, 6 in “Ca. M. intestinalis” and one in
M. luminyensis would support a higher adaptation of “Ca.
M. alvus” to digestive tracts.

Methanogenesis and core enzymes specific to
methanogens
It was previously reported that M. luminyensis and “Ca.
M. alvus” lack the genes that encode the 6 step C1-path-
way leading to methyl-CoM by the reduction of CO2

with H2 [16]. Our current analysis revealed a similar lack
of these genes in “Ca. M. intestinalis” (Figure 4). It also
reveals that “Ca. M. intestinalis” does not harbor the
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genes mtsAB (Figure 4) which code for enzymes likely
involved in methanogenesis from dimethylsulfide [56].
The composition of the methyltransferases involved in
the H2-dependent methylotrophic methanogenesis from
the three genomes was partially determined before
[7,8,16,17] and is compiled in the Additional file 1: Table
S10, with their relative genomic position displayed in the
Additional file 2: Figure S6.
A pool of genes conserved among all methanogens and

not found in any other archaea was recently determined
by Kaster et al. [57]. These genes encode the subunits of
two enzymatic complexes unique and shared by all metha-
nogens, the methyl-H4MPT: coenzyme M methyltrans-
ferase (Mtr) and the methyl coenzyme reductase (two
complexes of isoenzymes Mcr and Mrt), as well as pro-
teins of unknown function. Being unique to methanogens,
these uncharacterized proteins likely have an important
role for methanogenesis and could be directly associated
to the functioning of Mcr and Mtr [57]. The lack of Mtr
and the other genes of the CO2-reductive pathway in the

three Methanomassiliicoccales described here, prompted us
to reevaluate the overall methanogenesis markers. In
addition to the five genes coding for subunits of the Mtr
enzymatic complex, two former methanogenesis markers
(annotated as methanogenesis markers 10 and 14 in the da-
tabases and belonging to arCOG00950 and arCOG04866,
respectively) are absent from the three Methanomassiliicoc-
cales genomes (Table 5). One of these genes (belonging to
arCOG04866) is present in the vicinity of the operon coding
for Mtr in Methanosaeta thermophila, Methanobacteriales,
Methanopyrales and Methanocellales genomes. Its genomic
position in methanogens encoding Mtr and its absence in
Methanomassiliicoccales suggests its involvement in the
functioning of Mtr. Fifteen genes present in the three
Methanomassiliicoccales genomes have homologues (and/or
paralogs in the case of atwA and the mcr/mrt operons) con-
served in all other methanogens and not in other archaea
and could still be considered as methanogenesis markers
(Table 5). Interestingly, 13 of these genes, including the mcr
operon, are clustered on a small genomic portion (~16 Kb)
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of M. luminyensis and “Ca. M. alvus”. At the exception of
mcrABG and atwA [58], they encode for proteins of un-
known function. One of these proteins (WP_019176775.1,
AGN26870, AGI85145), not previously reported as a

methanogenesis marker, might be associated to the func-
tioning of Mcr as it is encoded by a gene located directly
upstream mcrA in the three Methanomassiliicoccales
genomes. The nifD-like (NflD) gene previously proposed

Table 5 Core proteins of methanogenesis

Annotation "Ca. M. alvus" "Ca. M.
intestinalis"

M. luminyensis Distribution arCOG

Nitrogenase molybdenum-iron like protein (NifD-like/NflD) AGI86050 AGN27015 WP_019176684.1 1 arCOG04888

UDP-N-acetylmuramyl pentapeptide synthase like protein (MurF-like) AGI86051 AGN27016 WP_019176685.1 1 arCOG02822

Methyl-coenzyme M reductase operon associated like
protein (McrC-like)

AGI85157 AGN26013 WP_019176790.1 1 arCOG03226

Conserved hypothetical protein AGI85156 AGN26012 WP_019176789.1 1 arCOG04904

CoA-substrate-specific enzyme activase AGI85155 AGN26011 WP_019176788.1 1 arCOG02679

Conserved hypothetical protein AGI85154 AGN26010 WP_019176787.1 1 arCOG04903

Conserved hypothetical protein AGI85153 AGN26009 WP_019176786.1 1 arCOG04901

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase related protein AGI85152 AGN26008 WP_019176785.1 1 arCOG04900

Methyl coenzyme M reductase operon associated protein (McrC) AGI85151 AGN26006 WP_019176783.1 1 arCOG03225

Methyl-coenzyme M reductase, component A2 (AtwA) AGI85150 AGN26005 WP_019176782.1 1*† arCOG00185

Methyl coenzyme M reductase, beta subunit (McrB/MrtB) AGI85141 AGN26874 WP_019176771.1 1* arCOG04860

Methyl coenzyme M reductase, protein D (McrD/MrtD) AGI85142 AGN26873 WP_019176772.1 1* arCOG04859

Methyl coenzyme M reductase, gamma subunit (McrG/MrtG) AGI85143 AGN26872 WP_019176773.1 1* arCOG04858

Methyl coenzyme M reductase, alpha subunit (McrA/MrtA) AGI85144 AGN26871 WP_019176774.1 1* arCOG04857

SH3 fold protein AGI85145 AGN26870 WP_019176775.1 1 arCOG04846

Conserved hypothetical protein AGI85146 AGN26876 WP_019176769.1 2*† arCOG02882

AIR synthase-like protein AGI85549 AGN26462 WP_019176932.1 2 arCOG00640

Predicted DNA-binding protein containing a Zn-ribbon domain AGI84948 AGN25597 WP_019176187.1 2* arCOG01116

Methyltransferase related protein (MtxX) AGI85117 AGN26654 WP_019177314.1 3 arCOG00854

Conserved hypothetical protein AGI84870 AGN25885 WP_019178690.1 3* arCOG04893

Fe-S oxidoreductase, related to NifB/MoaA family - - - 4* arCOG00950

Conserved hypothetical protein - - - 4 arCOG04866

N5-methyltetrahydromethanopterin: coenzyme
M methyltransferase, subunit A (MtrA)

- - - 4* arCOG03221

N5-methyltetrahydromethanopterin: coenzyme
M methyltransferase, subunit B (MtrB)

- - - 4 arCOG04867

N5-methyltetrahydromethanopterin: coenzyme
M methyltransferase, subunit C (MtrC)

- - - 4 arCOG04868

N5-methyltetrahydromethanopterin: coenzyme
M methyltransferase, subunit D (MtrD)

- - - 4 arCOG04869

N5-methyltetrahydromethanopterin: coenzyme
M methyltransferase, subunit E (MtrE)

- - - 4 arCOG04870

Soluble P-type ATPase - - - 5 arCOG01579

Uncharacterized conserved protein - - - 5* arCOG04844

Conserved hypothetical protein (putative kinase) - - - 6 arCOG04885

Protein accession numbers with the same font (bold, italics or bold-italics) are encoded by genes situated close to each other in their respective genomes.
*Paralogues.
†Related to a bacterial cluster with same conserved domain.
1, Methanogenesis marker, present in and unique to all sequenced methanogens and not in other archaea.
2, Present in all sequenced methanogens and less than 5% of other sequenced archaea.
3, Present in more than 90% of sequenced methanogens including Methanomassiliicoccales and less than 5% of other sequenced archaea.
4, Absent from the Methanomassiliicoccales but present and unique to all other methanogens.
5, Absent from the Methanomassiliicoccales but present in more than 90% other methanogens and not in other archaea.
6, Absent from the Methanomassiliicoccales but present in more than 90% of sequenced methanogens and less than 5% of other sequenced archaea.
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to be involved in the biosynthesis of the coenzyme F430,
the prosthetic group of Mcr/Mrt, is also present in the
three genomes [59]. It forms a cluster with a UDP-N-
acetylmuramyl pentapeptide synthase like gene (Table 5)
and a nifH-like gene also suggested to be involved in coen-
zyme F430 biosynthesis. Several uncharacterized proteins
are shared by almost all methanogens, while present in
very few other archaea, suggesting a tight relationship
with methanogenesis (Table 5). This is for example the
case of a putative methyltransferase MtxX [60] only
missing in Methanosaeta concilii GP6 (but still present
as a pseudogene, MCON_2260) among methanogens
and only present in Ferroglobus placidus DSM-10642
among non-methanogens.
Other genes present in the three genomes are more

widely distributed than in methanogens but play a crucial
role in methanogenesis. This is the case of genes required
for the biosynthesis of the coenzyme M and coenzyme B
involved in the last step of methanogenesis. Inferred CoM
biosynthesis uses sulfopyruvate, which originates from
3-phosphoserine converted to cysteate by a cysteate syn-
thase and then to sulfopyruvate (ComDE), as observed in
Methanosarcinales, Methanomicrobiales [61] and Metha-
nocellales (Additional file 1: Table S11). An alternative
pathway takes place in other methanogens, where CoM
originates from phosphoenolpyruvate and sulfite to pro-
duce sulfolactate, which is then oxidized [62-64]. These
steps require the activity of enzymes encoded by the
comABC genes which are absent in the three genomes,
similar to what is observed in Methanosarcinales and
Methanomicrobiales (Additional file 1: Table S11).

Energy conservation
Methanogenesis is coupled to energy conservation through
the establishment of a proton and/or sodium ion electro-
chemical gradient across the cytoplasmic membrane that
drives an archaeal-type A1A0 ATP synthase complex to
form ATP [65]. The genes coding for this complex are
found in close association with the putative origin of
replication in the three genomes (Figure 2, Table 6).
The exergonic reduction of the heterodisulfide CoM-S-
S-CoB formed by the Mcr complex is a crucial step for
energy conservation conserved in all methanogens. The
three genomes harbor at least one copy of hdrA, hdrB
and hdrC homologues encoding a soluble heterodisul-
fide reductase (Table 6), HdrB representing the catalytic
activity for CoM-S-S-CoB reduction. The current HdrA
differs from its homologues present in other methanogens
by its longer size and the presence of two predicted
FAD-binding sites instead of one, and three 4Fe-4S cen-
ters instead of four. The three genomes also contain
homologues of hdrD, encoding the catalytic site of a
second class of heterodisulfide reductase (HdrDE), but

no homologues of hdrE encoding the membrane bound
cytochrome subunit of this complex. Similarly to the
Methanococcales, Methanobacteriales and Methanopyrales,
the hdrB and hdrC genes are adjacent whereas the hdrA
gene is located apart and in close association with mvhDGA
encoding the cytoplasmic F420-non-reducing hydrogenase,
absent from members of the Methanosarcinales and some
Methanomicrobiales [66]. MvhA contains the Ni-Fe do-
main for activation of H2. MvhADG and HdrABC were
shown to form a complex that couples the reduction of
CoM-S-S-CoB and a ferredoxin with H2 through a flavin-
based electron bifurcation in Methanothermobacter mar-
burgensis [67]. Presence of MvhADG and HdrABC in the
three Methanomassiliicoccales representatives suggests a
similar process (Figure 4). Energy conservation may likely
result from the subsequent reoxidation of ferredoxin
coupled to translocation of H+ (or possibly Na+) across the
membrane by a membrane associated enzymatic complex
(Figure 4), as proposed by Thauer et al. [68] for M. stadt-
manae. However the Ehb complex likely responsible for
the translocation Na+ in M. stadtmanae is not present in
the three Methanomassiliicoccales representatives.
The only identified complex shared by the three genomes

which could fulfil this role corresponds to the 11-subunits
respiratory complex I found in a large number of archaea
and bacteria [69]. This complex is homologous to the
Fpo complex (F420H2 dehydrogenase) of Methanosarcinales
[70]. Characterized respiratory complex I and Fpo catalyze
the exergonic transfer of electrons from a cytoplasmic
electron transporter to a membrane soluble electron
transporter coupled to the translocation of ions across
the membrane [69,70]. A similar process in Methano-
massiliicoccales would thus imply a membrane associated
electron transport chain which was so far only observed in
Methanosarcinales among methanogens. The currently
predicted enzymatic complex is truncated as compared to
the Fpo of Methanosarcina spp. with the lack of homo-
logues of the FpoO and FpoF subunits, forming an
FpoABCDHIJKLMN like complex (Figure 4, Table 6). The
lack of the FpoF subunit is similar to the Fpo complex of
Methanosaeta representatives which were proposed to
use ferredoxin instead of F420H2 as electron donor [71]
(Table 6). The three genomes also harbor genes required
for biosynthesis of a liposoluble electron transporter
(Additional file 3, Table 6), whose role may be to accept
electrons from the Fpo complex [72]. This membrane-
soluble electron carrier, whose biochemical nature has
to be determined experimentally, would drive electron
transfer in the membrane, linking the Fpo complex to
another membrane bound protein/complex, possibly a
second coupling site reducing the heterodisulfide. The
energy-converting hydrogenase EchA-F is another mem-
brane enzymatic complex which could also translocate
ions by the re-oxidation of the ferredoxin [73] but it only
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Table 6 Genes involved in energy conservation in "Ca. M. alvus", "Ca. M. intestinalis" and M. luminyensis and accession
numbers of the proteins they encode

"Ca. M. alvus" "Ca. M. intestinalis" M. luminyensis Transmembrane helices

ATP synthase

ahaH AGI84762.1 AGN25422.1 WP_019178382.1 no

ahaI AGI84763.1 AGN25423.1 WP_019178381.1 yes

ahaK AGI84764.1 AGN25424.1 WP_019178380.1 yes

ahaE AGI84765.1 AGN25425.1 WP_019178379.1 no

ahaC AGI84766.1 AGN25426.1 WP_019178378.1 no

ahaF AGI84767.1 AGN25427.1 WP_019178377.1 no

ahaA AGI84768.1 AGN25428.1 WP_019178376.1 no

ahaB AGI84769.1 AGN25429.1 WP_019178375.1 no

ahaD AGI84770.1 AGN25430.1 WP_019178374.1 no

Membrane-bound proton-translocating pyrophosphatase

hppA / AGN26077.1 WP_019176822.1 yes

Heterodisulfide reductase

hdrA AGI85054.1 AGN25863.1 WP_019177460.1 no

hdrB1 AGI86093.1 AGN25718.1 WP_019177711.1 no

hdrB2 AGI85474.1 AGN25916.1 WP_019176125.1 no

hdrC1 AGI86094.1 AGN25719.1 WP_019177712.1 no

hdrC2 / / WP_019176126.1 no

hdrD1 AGI86375.1 AGN25510.1 WP_019178460.1 no

hdrD2 AGI86212.1 AGN25649.1 WP_019177852.1 no

hdrD3 / / WP_019177557.1 no

hdrE / / / /

Methyl-viologen-reducing hydrogenase

mvhD1 AGI85055.1 AGN25864.1 WP_019177459.1 no

mvhD2 / AGN25453.1 WP_019176201.1 no

mvhD3 / / WP_019176130.1 no

mvhG AGI85056.1 AGN25865.1 WP_019177458.1 no

mvhA AGI85057.1 AGN25866.1 WP_019177457.1 no

F420H2 dehydrogenase-like/11-subunit respiratory complex 1

fpoA AHA34030.1 AGN25601.1 WP_019176183.1 yes

fpoB AGI84952.1 AGN25602.1 WP_019176182.1 no

fpoC AGI84953.1 AGN25603.1 WP_019176181.1 no

fpoD AGI84954.1 AGN25604.1 WP_019176180.1 no

fpoF / / /

fpoH AGI84955.1 AGN25605.1 WP_019176179.1 yes

fpoI AGI84956.1 AGN25606.1 WP_019176178.1 no

fpoJN AGI84957.1 AGN25607.1 WP_019176177.1 yes

fpoJC AGI84958.1 AGN25608.1 WP_019176176.1 yes

fpoK AGI84959.1 AGN25609.1 WP_019176175.1 yes

fpoL AGI84960.1 AGN25610.1 WP_019176174.1 yes

fpoM AGI84961.1 AGN25611.1 WP_019176173.1 yes

fpoN AGI84962.1 AGN25612.1 WP_019176172.1 yes
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occurs in M. luminyensis and “Ca. M. intestinalis”
(Figure 4). Nevertheless EchA-F could also operate in
reverse and exploit the chemosmotic gradient for anabolic
reactions [74]. Finally, a gene encoding a membrane-
bound pyrophosphatase is found in the genomes of M.
luminyensis and “Ca. M. intestinalis” (Table 6) but not in
“Ca. M. alvus”. This protein is predicted to allow the
translocation of protons across the cytoplasmic membrane
by hydrolysis of PPi to phosphate [75,76].
The three genomes share an original combination of

genes likely involved in energy conservation, suggesting
a different process than what is observed in other metha-
nogens. The predicted flavin-based electron bifurcation in
MvhADG/HdrABC complex is a feature shared by most
methanogens with the exception of Methanosarcinales
and some Methanomicrobiales representatives, while the
putative membrane associated electron transport chain
related to the activity of the Fpo-like complex was so far a
unique feature of Methanosarcinales among methanogens.
However, no membrane-bound cytochrome protein like
those of the Methanosarcinales was detected to be
encoded by the three genomes and the complete process
remains to be uncovered.

Amber codon usage and putative Pyl-containing proteins
Previous studies have shown that the genes coding for
methyl:corrinoid methyltransferases B dedicated to
methylamines utilization (mtmB, mtbB and mttB for
mono-, di- and tri-methylamines, respectively) present
in M. luminyensis, “Ca. M. intestinalis” and “Ca. M. alvus”
contain an in-frame amber Pyl-encoding codon [7,8,25],
similarly to what is observed in Methanosarcinaceae and
in a few bacteria [77,78], where it encodes the 22nd pro-
teogenic amino acid pyrrolysine (Pyl, O). All the neces-
sary genetic machinery is found in the three
Methanomassiliicoccales genomes, including the genes
for pyrrolysine synthesis (pylBCD), the amber suppressor
tRNAPyl (pylT) and the dedicated amino-acyl tRNA
synthetase (pylS) [25]. The presence of decoding amber
machinery questions the occurrence of Pyl in other pro-
teins than the methyltransferases involved in methylo-
trophic methanogenesis. This possibility was addressed in
the present study by searching all the TAG-interrupted
CDS which share the same BLASTP hit with the virtual
in-frame translation of the 3’ flanking region. These CDS
were fused in silico as a unique CDS, stopping at the next
stop codon and predicted as potentially incorporating Pyl

Table 6 Genes involved in energy conservation in "Ca. M. alvus", "Ca. M. intestinalis" and M. luminyensis and accession
numbers of the proteins they encode (Continued)

fpoO / / /

Energy-converting hydrogenase

echA1 / AGN25511.1 WP_019178471.1 yes

echA2 / AGN26997.1 WP_019176386.1 yes

echB1 / AGN25512.1 WP_019178472.1 yes

echB2 / AGN26998.1 WP_019176385.1 yes

echC1 / AGN25513.1 WP_019178473.1 no

echC2 / AGN26999.1 WP_019176384.1 no

echD1 / AGN25514.1 WP_019178474.1 no

echD2 / AGN27000.1 WP_019176383.1 no

echE1 / AGN25515.1 WP_019178475.1 no

echE2 / AGN27001.1 WP_019176382.1 no

echF1 / AGN25516.1 WP_019178476.1 no

echF2 / AGN27002.1 WP_019176381.1 no

Liposoluble electron transporter synthesis

ispAa AGI84964.1 AGN25614.1 WP_019176170.1 /

ubiAb AGI85875.1 AGN26416.1 WP_019178349.1 /

AGN26109.1

ubiEc AGI85874.1 AGN26417.1 WP_019178072.1 /

AGN25541.1 WP_019178198.1

WP_019176998.1
aencoding a geranylgeranyl pyrophosphate synthase (GGPPS).
bencoding a1,4-dihydroxy-2-naphthoate octaprenyltransferase (DHNOPT).
cencoding a 2-heptaprenyl-1,4-naphthoquinone methyltransferase (HPNQMT).
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during the translation process. As a positive control, this
strategy identified the above-mentioned methylamines:
corrinoid methyltransferases in the three genomes. No
putative other Pyl-containing proteins were identified
in M. luminyensis. One additional amber-containing CDS
was determined in “Ca. M. intestinalis”, a putative Fe-S
binding protein (AGY50215), which is absent in “Ca. M.
alvus” and present in M. luminyensis but not predicted
to incorporate Pyl. “Ca. M. alvus” contains the highest
number of predicted Pyl-containing proteins, 16 in addition
to the methylamines: corrinoid methyltransferases (Table 7,
Figure 5). Half of them have homologues in the two
other genomes but without in-frame amber codons (in
bold, Table 7). Among these 16 proteins, several have a
hypothetical function and some are highly conserved in
methanogens and/or archaea. This is the case of a digera-
nylgeranylglyceryl phosphate synthase required in the
synthesis of archaeal phospholipids and of the putative
methyltransferase MtxX (Tables 5 and 7). The CRISPR
associated cas1 gene, although present in the three
genomes, is only detected as a Pyl-containing enzyme
in “Ca. M. alvus”. The activity and the effective incorp-
oration of Pyl in such a large range of enzymes of the
same organisms remain to be determined experimentally.
However, this could reasonably be assumed considering

the existence of few functional Pyl-containing proteins
(different of methylamines:corrinoid methyltransferases)
reported from both Pyl-decoding archaea and bacteria
[77,79,80].
Particular genetic signals in the genes containing an

in-frame TAG have been proposed to enhance the in-
corporation of Pyl in the proteins but are not obligatorily
requested for that purpose [81]. Two alternative adapta-
tions have been proposed for Methanosarcina spp. and the
bacteria Acetohalobium arabaticum to minimize proteome
alteration in consequence of the insertion of Pyl on the
stop codons normally intended to stop the translation [77].
In A. arabaticum the expression of the Pyl-cassette has
been shown to be regulated by substrate (trimethylamine)
availability, while in Methanosarcina spp. which constitu-
tively express the Pyl-cassette [79,82], the frequency of
genes ended by a TAG stop codon is minimized (~4-5% in
Methanosarcina spp. vs. 20-30% in A. arabaticum and
other Pyl-decoding bacteria, see Additional file 1: Table
S12 adapted from [77]). Accordingly, the extremely low
frequency of TAG stop codons in “Ca. M. alvus” (1.6%)
suggests a constitutive expression of the Pyl-cassette and
an efficient ability to incorporate Pyl in proteins (Figure 5,
Additional file 1: Table S12). In such tRNAPyl suppressing
context, the apparition of an in-frame amber codon in a

Table 7 Putative Pyl-containing proteins in "Ca. M. alvus"

Accession number Annotation Sizea Comments

AGI84833.1 hypothetical protein 253 DPM synthase like/GT2 superfamily

AGI85009.1 hypothetical protein 270 digeranylgeranylglyceryl phosphate synthase

AGI85117.2 phosphotransacetylase-like protein 242 putative methyltransferase MtxX

AGI85168.2 filamentation induced by cAMP protein Fic 425

AGI85186.1 hypothetical protein 149 Rv0623-like transcription factor

AGI85280.1 hypothetical protein 917 glycosyltransferase family 29

AGI85290.1 hypothetical protein 148

AGI85300.1 hypothetical protein 444 ATPase domain

AGI85437.1 hypothetical protein 536 prophage Lp3 protein 8 (helicase) of Lactobacillus spp.

AGI85443.1 hypothetical protein 717

AGI85449.1 hypothetical protein 262 putative methyltransferase

AGI85596.1 hypothetical protein 162 putative acetyltransferase

AGI85630.1 hypothetical protein 322 CRISPR- associated endonuclease cas1

AGI85862.1 MMA:corrinoid methyltransferase 459

AGI85863.1 MMA:corrinoid methyltransferase 461

AGI85869.1 TMA:corrinoid methyltransferase 504

AGI85870.1 DMA:corrinoid methyltransferase 469

AGI86303.1 hypothetical protein 389 Sel-1 domain containing protein

AGI86346.1 transporter family protein 289 bacterial/archaeal transporter family protein

AGI86379.1 uncharacterized protein 187 conserved in archaea (DUF531)

Proteins in bold indicate homologs in the two other members of the Methanomassiliicoccales, devoided of Pyl. Proteins in italics indicate homologs in the two
other members of the Methanomassiliicoccales also containing Pyl.
aNumber of amino acids.
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CDS would lead to a stable mutation as supported by
the high occurrence of genes predicted to encode Pyl-
containing proteins in “Ca. M. alvus”. The phylogenetic
position of “Ca. M. alvus” among a large cluster of gut
methanogens suggests a long evolutionary history in this
type of environments where mono- di- and trimethy-
lamine are likely not limiting [17,83,84] and may be
obtained through the degradation of glycine betaine,
choline and L-carnitine by co-occurring microorganisms
[85-87]. This high availability of methylamines during the
evolution of “Ca. M. alvus”, involving a possibly high
and constant expression of the Pyl-machinery, could
have been a driving factor that has led to this particularly
low usage of the triplet TAG in CDSs as termination
signals during translation. In addition, the insertion of an
amber codon in a gene coding for a protein of major
function (such as the highly conserved MtxX, Cas1 or the
digeranylgeranylglyceryl phosphate synthase in the present
case) might have turned the expression of the Pyl cassette
and the efficient ability to incorporate Pyl essential for
growth. As a feedback this would contribute to tight the
association of “Ca. M. alvus” cluster methanogens with
digestive tract environments. The absence of predicted
Pyl-encoding proteins other than MtmB, MtbB and MttB
and the high frequency of genes ended by TAG (11.3%) in
M. luminyensis (Figure 5, Additional file 1: Table S12)
argue for a different handling of the Pyl-encoding capacity,
possibly through a more important regulation of Pyl-
incorporation, and could reflect an adaptation to lower or
more variable availability in methylamines [88]. Together
with other genomic traits described above, this supports a

larger distribution of M. luminyensis than digestive tract
environments. Following the hypothesis of a methylamine-
directed selective pressure on TAG usage in CDSs of the
Methanomassiliicoccales, the intermediate TAG usage in
the CDSs of “Ca. M. intestinalis” (Figure 5, Additional file 1:
Table S12) would reflect a more stringent association to
digestive tracts compared toM. luminyensis.

Conclusions
Several atypical features were identified in the three
genomes such as the scattering of the ribosomal RNA
genes and the absence of eukaryotic-like histone gene
otherwise present in most of Euryarchaeota genomes.
The lack of the eukaryotic-like histone gene could repre-
sent an ancestral loss of the overall branch composed by
Thermoplasmatales and related lineages, replaced by
bacterial-type histone in Thermoplasmatales or Alba
protein present in all genomes of the branch with the
exception of “Ca. M. intestinalis” and “Ca. M. alvus”.
Intriguingly, the nature of this protein remains elusive
in "Ca. M. intestinalis" and “Ca. M. alvus”.
The absence of a large number of genes otherwise

present in all methanogens, but not all restricted to
methanogens, was previously reported in M. luminyensis
and “Ca. M. alvus” genomes and is presently extended
to “Ca. M. intestinalis”. The large lack of these genes in-
volved in the CO2 reduction/methyl-oxidation pathways
in other methanogens offers a unique context to redefine
the genes encoding enzymes or isoenzymes shared by all
and only methanogens. Interestingly, the reevaluation
shows that this core is not deeply changed when

"Ca. M. alvus"

"Ca. M. intestinalis"

M. luminyensis

Number of predicted Pyl-containing  
proteins (without MtmB/MtbB/MttB) 

% of predicted 
amber stop codons

11

5

1.6

1

0

16

Figure 5 Comparison of the number of putative Pyl-containing proteins (other than MtmB/MtbB/MttB methyltransferases) and of the
percentage of amber codons used as translational stop signals deduced from the three Methanomassiliicoccales genomes.
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Methanomassiliicoccales are considered. In addition to
the genes encoding the Mtr complex, only two of these
methanogenesis marker genes are absent from the
Methanomassiliicoccales genomes. Gathered with mcrABG
on a small genomic portion in M. luminyensis and “Ca. M.
alvus”, core genes encoding uncharacterized proteins could
be intimately involved in the functioning of the Mcr
complex. The process of energy conservation associated
to methanogenesis on methyl-compound reduction with
H2 was analyzed. The original composition of genes pres-
ently identified to take part to this process suggests the
involvement of a flavin-based electron bifurcation and a
membrane associated electron transport chain which are
distinctive elements of the two main energy conservation
processes defined in other methanogens. However the
complete process remains to be uncovered and several
components have to be characterized.
While the three Methanomassiliicoccales representa-

tives were cultured from gastrointestinal tract, the analysis
of their genome revealed differential adaptations to this
environment and possibly contrasted evolutionary history.
One of the striking differences among the three species
relies on their usage of the TAG codon which could
have been shaped by the availability of methylamines as
a substrate during their evolution. The long term adap-
tation of “Ca. M. alvus” to GIT environments, suggested
by its position among a large cluster of GIT-derived
sequences, is supported by its gene composition, along
with lateral gene transfer from GIT-associated bacteria.
The phylogenetic position of M. luminyensis and “Ca.
M. intestinalis” among soil and sediment methanogens
suggests a more recent adaptation or more facultative
association to GIT conditions. Consistent with this hypoth-
esis, the M. luminyensis genome contains several important
genes which are specifically present in soil and sediment
methanogens. Although phylogenetically close to M. lumi-
nyensis, “Ca. M. intestinalis” has a reduced genome with a
lower [G +C] % and does not share the signatures of soil or
sediment adaptations of M. luminyensis. These differences
could reflect a phenomenon of streamlining in the “Ca. M.
intestinalis” genome linked with its adaptation to GIT
conditions. A similar phenomenon was previously reported
from free-living bacteria [29] and with more extreme ampli-
tude, in obligate pathogens [89] as well as in bacterial [90]
and archaeal [91] symbionts.

Methods
Gene structure prediction
Complete genome sequences of “Ca. M. alvus” [GenBank:
NC_020913.1] and “Ca. M. intestinalis” [GenBank: NC_02
1353.1] were obtained from enriched consortia of stool-
derived cultures from a 91-year-old woman, with an
average genome sequence coverage respectively of 36.9
fold and 42.7 fold [7,8]. Genomic sequences from

Methanomassiliicoccus luminyensis B10 were retrieved
from the Genbank database [GenBank: CAJE01000001-
CAJE01000026]. Raw sequences from “Ca. M. alvus”
Mx1201, “Ca. M. intestinalis” Mx1-Issoire and M. lumi-
nyensis were fed to the RAST Annotation server [92] using
Glimmer3 [93] for open-reading frames prediction. The
RAST Annotation used the released 59 of FIGfam and
no frameshifts fixing parameters. To perform an accurate
structural annotation of these genomes, a comparative
analysis of the “Ca. M. alvus”, “Ca. M. intestinalis” and M.
luminyensis annotated proteomes was conducted using
the TBLASTN program. To identify genes or distantly re-
lated genes, a BLOSUM45 substitution matrix was chosen,
and low-complexity filters were suppressed. TBLASTN
analyses were manually validated to take into account
genes with frame-shifts due to sequencing errors. Transla-
tion start codons were then validated through a BLASTP
comparative analysis of the three annotated proteomes.
Protein sequences from the three proteomes were com-
pared together with the curated SWISS-PROT protein
sequences database [94]. Results were filtered using 80%
length and 40% identity thresholds and start codons were
manually corrected taking into account protein sizes and
local alignments. Non-coding RNAs were predicted using
the Rfam database [95] with an E-value threshold of 1
and results were manually curated. Additional analyses
were performed to detect tRNAs by merging results
from tRNAscan [96], TFAM [97], ARAGORN [98] and
BLASTN [99]. CRISPRFinder [100] was applied for
each of the three genomes to detect CRISPR loci that
were compared together using CRISPRcompar [101] and
CRISPRmap [102]. Finally, prophages were sought using
PHAST [103]. Circular representation of the “Ca. M.
alvus” and “Ca. M. intestinalis” genomes were performed
using the CGView Server [104].

Comparative genome analysis and functional annotation
An ‘all-versus-all’ BLASTP comparison of the predicted
protein sequences within each of the three genomes was
conducted [99]. On the basis of the best BLASTP hits,
orthologous relationships were established between the
protein sequences of “Ca. M. alvus”, “Ca. M. intestinalis”
and M. luminyensis. A Venn diagram was then drawn
using the Venny web service [105]. Predicted functions
provided by the RAST annotation server for each CDS
of the three species were kept as functional annotation.
Using orthology relationships previously established, a
functional annotation transfer was performed. Protein
sequences of genes with frame-shift mutations were
manually reconstructed. In order to distinguish protein
sequences only found within the three genomes and
shared protein sequences with closely related species, a
BLASTP analysis was conducted. Each protein sequence
from the core proteome was compared to i) phylogenetic
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neighbors proteomes (Aciduliprofundum boonei T469, ac-
cession code: NC_013926; Aciduliprofundum sp. MAR08-
339, accession code: NC_019942; Ferroplasma acidarmanus
fer1, accession code: CM000428; Thermoplasma acidophi-
lum DSM 1728, accession code: NC_002578; Thermo-
plasma volcanium DSS1, accession code: NC_002689 and
MG-II, accession code: CM001443), ii) methanogenic
archaeon from human gut (Methanobrevibacter smithii
ATCC 35061, accession code: NC_009515 and Metha-
nosphaera stadtmanae DSM 3091, accession code:
NC_007681) and iii) the NCBI non-redundant protein
sequences database (release 12/2012). Identity threshold
was set at 30% with a minimum length coverage of 80%.
An arCOG [45] analysis was also performed using the
December 2012 release (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/
COGs/arCOG/). Each annotated protein sequence from
the three genomes was compared to the arCOG database
using BLASTP and an E-value threshold equal to 1e−3.
The arCOG profiles of the three genomes and those of
the arCOG database were used to identify proteins
potentially shared by all and only methanogens, as well
as proteins almost specific to methanogens and shared
by almost all methanogens. Distribution of each selected
protein among sequenced organisms was checked by
BLASTP. Conserved domains of the selected proteins
were compared to those of the closest results that belong
to non-methanogens and phylogenetic three were con-
structed to verify their monophyly. Additional proteomes
from various archaeal orders were also submitted to this
comparison: A. boonei T469; Archaeoglobus fulgidus DSM
4304, accession code: NC_013926; Archaeoglobus venefi-
cus SNP6, accession code: NC_015320; M. smithii ATCC
35061; M. stadtmanae DSM 3091; Thermoplasma acid-
ophilum DSM 1728, accession code: NC_002578 and
MG-II. In order to detect putative lateral gene transfers,
the same BLASTP analysis was performed for the three
proteomes using the UniprotKB database [106]. Only best
hits were retrieved and classified according to the three
domains of life: Archaea, Bacteria or Eukaryota. The
genomes of the Methanomassiliicoccales representatives
were not included in the subject database. Metabolic
pathways reconstruction was performed through the
KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) [107] using
a bi-directional best hit strategy and a custom list of refer-
ence organisms. Indeed, based on best BLAST hit results
from the three proteomes, 40 species were selected for the
KAAS (three-letter organism codes are listed as follows:
abi, mac, tac, mba, rci, mig, afu, mpd, tba, mpi, pab, mka,
pho, mhu, mja, mla, mth, cdc, amt, drm, mbn, ssg, ele,
fnu, mel, mrv, fsv, tsi, lba, ral, sti, msi, sce, eco, ere, aas,
eha, sfu, bla, cau). The transportome was determined
using the TransportTP server [108] (reference organism:
Escherichia coli; E-value threshold: 0.1). Results were
manually validated and curated using BLASTP analysis

using transportDB [109] and taking into account orthol-
ogy relationships. Signal peptides, transmembrane helices
and PFAM domains were predicted through the Inter-
ProScan annotation module provided by the BLAST2GO
software [110] with default parameters.

Phylogenomic analysis of DNA replication components
Homologs of each major archaeal DNA replication compo-
nent were retrieved from the reference sequence database
at the NCBI using the BLASTP program with different
seeds from each archaeal order [99]. The top 100 best hits
for each order were then used to create HMM profiles
[111] (http://www.hmmer.org) that allowed iteratively
searching a local database of 142 complete or nearly com-
plete archaeal genomes including 98 plasmid sequences, as
well as in a local database of the available complete archaeal
virus genomes (56 total) downloaded from the Viral
Genomes database of NCBI (as of June 20th 2013). Ab-
sences of a given homolog in a specific genome were veri-
fied by performing additional TBLASTN searches [99].
Multiple alignments were done with MUSCLE 3.8.31 [112]
and manually inspected using the ED program from the
MUST package to remove non-homologous or partial se-
quences [113]. The alignments were trimmed using the
software BMGE [114] with default parameters. Phylogenetic
analyses were performed on single protein datasets using
Maximum Likelihood and Bayesian methods. Maximum
likelihood analyses were performed with RaxML [115].
Mr. Bayes 3.2 [116] was used to perform Bayesian analyses
using the mixed amino acid substitution model and four
categories of evolutionary rates. Two independent runs
were performed for each data set, and runs were stopped
when they reached a standard deviation of split frequency
below 0.01 or the log likelihood values reached station-
arity. The majority-rule consensus trees were obtained
after discarding first 25% samples as ‘burn-in’.

Data access
The whole genome shotgun projects, the complete
genome sequences and annotations have been deposited
at DDBJ/EMBL/GenBank for “Ca. M. alvus” Mx1201
[GenBank: CP004049] and for “Ca. M. intestinalis”
Issoire-Mx1 [GenBank: CP005934]. Predicted CDS and
protein sequences for M. luminyensis, some of which
are not annotated in GenBank are provided respectively
through Additional file 1: Tables S12 and S13.

Additional files

Additional file 1: Additional tables in a zipped folder containing:
Table S1. tRNA and ncRNA contents for the genomes of the three
Methanomassiliicoccales representatives. Table S2. Codon usage in the
three genomes of Methanomassiliicoccales. Table S3. CRISPR DR
elements found in the three genomes. Table S4. Number of best hits
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score among the three domains of life. Table S5. Genes list of the core
genome of the Methanomassiliicoccales, as deduced by a TBLASTN
analysis (with reference to CDS of “Ca. M. alvus” genome), and their
presence or not in phylogenetical neighbors, human gut
Methanobacteriales and non-redundant genbank DB. Table S6. CDS list of
the core genome of the Methanomassiliicoccales, absent in phylogenetical
neighbors and the human gut Methanobacteriales. In blue, the 20 CDS not
retrieved in genbank database. Table S7. arCOG distribution among the
Methanomassiliicoccales representative genomes, gut methanogens and
some other archaea. Table S8. Complete list of transporters detected
by TransportDB, in the three genomes of Methanomassiliicoccales.
Table S9. List of the antioxydant systems in the three genomes of
Methanomassiliicoccales. Table S10. Genes involved in methanogenesis in
"Ca. M. alvus", "Ca. M. intestinalis" and M. luminyensis and accession numbers
of the proteins they encode. Table S11. Comparative presence of the
genes involved in the synthesis of the coM among the seven orders of
methanogens. Table S12. Numbers of CDS with in-frame TAG, and %
of the total CDS in various genomes of microorganisms coding or not
pyrrolysine (update information from Prat et al. [77]). Table S13. CDS list of
M. luminyensis B10. Table S14. Proteome of M. luminyensis B10.

Additional file 2: Additional figures in a zipped folder containing:
Figure S1. CRISPR Direct Repeats structure. The figure shows the 2D,
Minimum Free Energy structure of CRISPR DRs retrieved from the three
genomes of the Methanomassiliicoccales (using RNAfold web server
[117]) and the sequence alignment of M. luminyensis DR with the family
3, motif 27 DRs (using CRISPRmap [34]). Figure S2. Chromosome circular
maps of (A) “Candidatus Methanomethylophilus alvus” Mx1201 and (B)
“Candidatus Methanomassiliicoccus intestinalis” Mx1-Issoire genomes
(generated with CGView [104]). Circles display from outside: 1 and 4, rRNA
genes respectively on forward and reverse strand; 2 and 3, CDS on forward
and reverse strand; 5, BLASTX results with a maximum expected value of
1e−3 versus the “Ca. M. intestinalis” proteome; 6, [G + C] % content deviation
from the average [G + C] % content of the genome. Arrows, location and
sense of the orc1/cdc6 genes. Figure S3. Phylogeny of Cdc6/Orc1 proteins.
Figure S4. Phylogenetic trees of NAD-dependent DNA ligase (A) and
Choloyglycine hydrolase (B) genes likely transferred from bacteria to "Ca.
M. alvus". In red, sequences of "Ca. M. alvus", in blue sequences from other
gut-associated methanogens. Figure S5. Metabolic comparison of the three
genomes based on KEGG maps. Series of three boxes represent presence or
absence of the E.C. numbered enzyme (yellow for “Ca. M. alvus”, green for
“Ca. M. intestinalis” and blue for M. luminyensis). Green arrows replace
complex pathways. Blue boxes, synthetized compounds by the 3 species;
Red boxes, compounds not synthetized by the three species. Orange
boxes, compounds synthetized by at least 1 species. Question marks
show pathways where there is at least one enzyme missing. Figure S6.
Comparison of the physical map of genes involved in methanogenesis
on methyl compounds + H2 in the three analyzed genomes.

Additional file 3: Additional Data in a zipped MS Word file. Details
on lipids, amino acids and purine synthesis, as well as molecular nitrogen
fixation deduced from the genomes of the three members of the
Methanomassiliicoccales.
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Commentary and Views

Trimethylamine (TMA) is produced 
by gut bacteria from dietary ingredi-

ents. In individuals with a hereditary defect 
in flavin-containing monooxygenase 3, 
bacterial TMA production is believed to 
contribute to the symptoms of trimethyl-
aminuria (TMAU; fish-odor syndrome). 
Intestinal microbiota TMA metabolism 
may also modulate atherosclerosis risk by 
affecting trimethylamine oxide (TMAO) 
production levels. We propose that reduc-
ing TMA formation in the gut by convert-
ing it to an inert molecule could be used 
to prevent or limit these human diseases, 
while avoiding the major drawbacks of 
other clinical interventions. Reducing 
TMA levels by microbiological interven-
tions could also be helpful in some vagi-
noses. Particular members of a recently 
discovered group of methanogens, that 
are variably present in the human gut, are 
unusual in being apparently restricted to 
utilizing only methyl compounds includ-
ing TMA as substrates. We confirmed 
experimentally that one of these strains 
tested, Methanomassiliicoccus luminyensis 
B10, is able to deplete TMA, by reducing 
it with H

2
 for methanogenesis. We there-

fore suggest that members of this archaeal 
lineage could be used as treatments for 
metabolic disorders.

The Gut Origin  
of TMA in Human

The tertiary amine trimethylamine 
(TMA) is a volatile compound which has 
a characteristic fishy odor, and is formed 
by bacterial reduction of trimethylamine 

oxide (TMAO). This alkylamine is 
detected as unpleasant by the human olfac-
tory system at even very low levels, thereby 
preventing humans from ingesting rot-
ting fish. Ironically, this molecule is also 
endogenous in humans, being synthesized 
in the gut and sometimes in the vagina by 
the endogenous microbiota. The microbi-
ome of the gastrointestinal tract is better 
characterized than that of other body sites, 
so only this niche will be discussed here, 
although relevant metabolic processes in 
the vagina are probably similar.

In the gut, TMA is formed by micro-
bial conversion of dietary ingredients1 
and is further absorbed before being oxi-
dized into TMAO in the liver (see Fig. 1). 
Such TMA precursors include TMAO (in 
abundance in seafood), and choline (eggs, 
soybean, cauliflower), which is likely the 
most important TMA source. Recent 
data also show that L-carnitine2 found 
in red meat (and in some energy drinks 
and dietary supplements) is converted 
into TMA. The metabolic pathways lead-
ing to TMA are thought to be exclusively 
microbial in humans: the mechanism 
of conversion of choline by an anaero-
bic mammalian gut Desulfovibrio has 
recently been identified and relies on the 
cut (choline utilization) operon, in which 
cutC encodes a glycyl radical enzyme with 
a choline trimethylamine-lyase activ-
ity.3 Choline is an important factor for 
human health, with an adequate intake 
for adults of 425 mg and 550 mg per day 
being recommended for women and men 
respectively in the US.4 Choline depletion 
resulting from a choline-deficient diet 
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causes clinical consequences such as non-
alcoholic fatty-liver disease (NAFLD) 
and muscle damage.5,6 Dietary lecithin 
(phosphatidylcholine, PC) also feeds into 
plasma TMAO levels by gut conversion 
into choline (and then to TMA), as shown 
by mouse studies.7 Thus, limiting intake 
of choline or its precursors to reduce TMA 
production is not feasible. However such a 
reduction of TMA levels is highly desir-
able because TMA is related to at least two 
disorders.

TMA is Implicated in Disease

Trimethylaminuria (TMAU) is caused 
by a metabolic anomaly whereby sufferers 
emit a pervasive fishy odor caused by the 
excretion of TMA in their breath, sweat 
and urine. As TMAU is still under-recog-
nized and often goes undiagnosed, those 
affected often suffer from psychologi-
cal problems and social stress.8 Although 
no large prevalence studies are currently 
available, people with compromised abil-
ity to N-oxidize trimethylamine into the 
odorless TMAO are probably common.9 
TMAU can be classified into a primary 
genetic form and an acquired (or second-
ary) form. The genetic form is now well 
characterized with approximately 15% of 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
in the FMO3 gene (encoding a flavin-con-
taining monooxygenase) associated with 
either lack of or diminished enzymatic oxi-
dation in the liver of TMA into TMAO.9 
In the healthy individual, more than 95% 
of TMA is oxidized into TMAO in this 
way, while genetic defects in FMO3 result 
in accumulation of TMA in blood, and 
then in breath, sweat and urine (Fig. 1, 
pathway A). Acquired TMAU, sometimes 
transient, includes conditions featuring 
elevated urinary levels of TMA due to 
dietary and hormonal factors in combina-
tion with enzymatic activity and metab-
olism in the gut. Important examples 
include transient menstrual TMAU, over-
load of dietary precursors of TMA (see 
above), and impaired hepatic function.10 
Treatment relies mainly on an empirical 
dietary approach, or several complemen-
tary therapeutic adjuncts, including soaps 
which limit the volatility of TMA from 
the skin, together with brief courses of 
antimicrobials (neomycin, metronidazole) 

which are not always effective.10 This last 
approach limits the bacterial load, and in 
extenso, gut conversion of TMAO, cho-
line and derivatives into TMA.

Gut microbiota metabolism of phos-
phatidylcholine (PC) and L-carnitine 
can promote atherosclerosis.2,7,11 This is 
because their plasma metabolites (choline, 
betaine and TMAO) are risk factors for 
cardiovascular disease (CVD) in humans. 
Experimentally, dietary choline supple-
mentation has been shown in a seminal 
paper to significantly enhance aortic 
lesion area in mice genetically prone to 
atherosclerosis, as did supplementation of 
the diet with TMAO.7 Furthermore, gut 
microbiota depletion by antibiotics led to 
inhibition of the dietary choline-induced 
cardiovascular effects. Mice with depleted 
gut microbiota did not experience 
increased TMAO plasma levels7 (Fig. 1, 
pathway B) nor did humans.11 Human gut 
microbiota is also required to form TMAO 
from L-carnitine, and plasma TMAO is 
likely the primary driver of cardiovascular 
risks rather than L-carnitine itself.2

A fishy odor frequently occurs in bac-
terial vaginosis.12 It is important to stress 
that, in this instance, TMA does not 
originate from urine, but rather from in 
situ production of TMA by the vaginal 
microbiota through a process similar to 
that which occurs in the gut.

Hypothesis: That TMA Could Be 
Depleted as it is Synthesized

We were prompted by recent micro-
biology studies to ask if TMA could be 
depleted in vivo by bioconversion into 
a molecule with no undesirable proper-
ties. The underlying biochemistry was 
described more than 35 y ago in the rumen 
of cows, where choline is metabolized via 
TMA and onwards into methane.13 Rumen 
microbes like the methanogenic archaea 
Methanosarcina barkeri metabolize methyl 
compounds, including TMA, to methane 
for growth.14 A distinct archaeal group 
(the Rumen Cluster C; RCC) was subse-
quently identified as being putatively able 
to convert methyl compounds including 
TMA and methylamines into methane. 
Half the human subjects examined to date 
also produce methane, usually by harbor-
ing the methanogen Methanobrevibacter 

smithii, or less frequently, Methanosphaera 
stadtmanae (reviewed in ref. 15). It is also 
noteworthy that M. smithii has been iden-
tified in vaginal samples.15 We thus asked 
if methylotrophic methanogens would be 
able to survive and deplete TMA in the 
human gut (or in the vagina), a notion 
that would be greatly supported if metha-
nogens that naturally occur in the human 
gut could metabolize TMA.

The trigger for proposing this hypoth-
esis now is that, until recently, only the 
methanogens M. smithii and M. stadt-
manae were recognized as residents of 
the human gut. They belong to the order 
Methanobacteriales, one of the six known 
orders of methanogens. However in 2008, 
the existence of a seventh order inhabit-
ing the human gut (hereafter referred to 
as the Mx-lineage) was proposed,16 par-
ticularly common in older subjects,17 and 
Methanomassiliicoccus luminyensis, the 
first and unique isolated member of this 
order metabolizes methanol with hydro-
gen for methane production.18 Genomic 
sequences of three of these unusual meth-
anogens are currently available, that of M. 
luminyensis,19 and genome sequences that 
we recently determined for “Candidatus 
Methanomethylophilus alvus”20 and 
“Candidatus Methanomassiliicoccus 
intestinalis”21 grown in an enrich-
ment culture from human stool. “Ca. 
Methanomethylophilus alvus” belongs 
to the RCC cluster that was recently 
highlighted for its putative involve-
ment in TMA consumption in the 
rumen,23 while M. luminyensis and “Ca. 
Methanomassiliicoccus intestinalis” are 
phylogenetically closely related to the 
RCC cluster.24 These three genomes have 
all of the genes necessary for reduction 
of methanol using hydrogen, but also for 
the reduction of tri- di- and monomethyl-
amine with hydrogen (Fig. 2), while the 
two other possible pathways for methano-
genesis (CO2 reduction with H2 and ace-
toclastic methanogenesis) are genetically 
incomplete. Whereas the capacity of these 
strains to reduce methanol with hydrogen 
was previously demonstrated, their ability 
to grow on TMA with hydrogen has not 
been investigated. We therefore tested this 
hypothesis on the sole strain of this group 
available in pure culture, M. luminyensis 
B10, and thus confirmed for the first time 
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that this strain is able to grow on TMA 
with hydrogen (Fig. 3). M. luminyensis B10 
was also able to grow on the by-products 
of TMA catabolism, dimethylamine and 
then monomethylamine, both being used 
with hydrogen for methanogenesis (data 
not shown). These results are in agree-
ment with the annotated genetic comple-
ment of this strain and strongly suggest 
the same metabolic capacity in “Ca. M. 
alvus” and “Ca. M. intestinalis” because 
they harbor orthologs of all the relevant 
M. luminyensis genes involved in these 
pathways. Collectively this suggests to us 
that natural methanogenic inhabitants of 

the human gut will be able to metabolize 
TMA, and could deplete this metabolite 
as it is formed by bacterial elements of the 
microbiota.

Proposal:  
The Archaebiotics Concept

Drawing together these ecological and 
biochemical strands, we now propose the 
Archaebiotics Concept viz. the intestinal 
application of specific archaeal strains for 
the treatment of human diseases includ-
ing cardiovascular disease and TMAU 
(Fig. 1). The fishy-odor aspect of some 

vaginal conditions could be addressed 
using pessary delivery. Focusing on CVD 
and TMAU, there are several advantages. 
Methane, the TMA-metabolite produced 
by these archaea is usually considered 
biologically inert in humans. The path-
way and relevant coding sequences for 
catalyzing TMA conversion to methane 
by “Ca. Methanomethylophilus alvus” and 
“Ca. Methanomassiliicoccus intestinalis” 
based on annotation of the genomes we 
recently sequenced is shown in Figure 2; 
a similar pathway is inferred from the 
M. luminyensis genome. As for other 
methanogenic archaea, it includes a 

Figure 1. origin and fate of tma in the human gut, and the archaebiotics concept. Gut microbiota synthesis of tma is realized from tmao, choline, PC 
and L-carnitine. the tma is then absorbed and goes to the liver, routes (A) or (B). in the case of route (A), a partial or total defect in Fmo3-oxidation into 
tmao leads to increased level and diffusion of tma in breath, urine and sweat. when Fmo3 liver oxidation is functional (B), the increase of tmao in 
blood is associated with atherosclerosis.2,7,11 therefore, converting tma directly in the gut using archaebiotics belonging to the seventh methanogenic 
order, naturally-occurring in the gut, route (C) should be envisaged. interestingly, these archaea are only able to perform methanogenesis using methyl 
compounds (see Fig. 2), because the two other pathways are absent (Co2 reduction with H2 and aceticlastic pathway): this would increase the efficiency 
of tma conversion.
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methyltransferase MttB with a predicted 
pyrrolysine residue,22 which is associ-
ated with its synthetic machinery. The 
fact that these strains were isolated from 
humans might facilitate regulatory com-
pliance. M. luminyensis like M. smithii is 
susceptible to bacitracin, metronidazole, 
ordinazole and squalamine,25 providing 
the reassurance of contingency eradica-
tion. An alternative to administering live 
cells might be therapeutic administration 
of the relevant enzymes (Fig. 2), all of 
which are also encoded by M. luminyensis.

Paralleling the experience with the 
development of probiotic bacterial 
strains for human consumption, 
it has been shown that particular 
archaeal methanogen strains are likely 
to be more suitable for clinical use 

in this application. For example, we 
established that some strains seem to 
be evolutionarily more adapted to the 
human gut ecosystem, harboring genes 
predicted to confer resistance to bile 
salts (bile salt hydrolases occur in “Ca. 
Methanomethylophilus alvus” species, 
but not in M. luminyensis nor in “Ca. 
Methanomassiliicoccus intestinalis”). 
Consideration of factors other than 
TMA depletion alone is thus appropriate 
(see also below).

Challenges  
for Therapeutic Usage  

for Archaea to Deplete TMA

Technological hurdles to overcome will 
include establishing the best way to deliver 

oxygen-sensitive microorganisms into 
the human gut, and whether or not this 
administration will lead to cell levels that 
are sufficient to allow clinically relevant 
TMA depletion. Continuous administra-
tions may be necessary if subjects do not 
become colonized. There are additional 
biological challenges; will these strains be 
able to effectively deplete TMA in the gut? 
Are the ensuing risk reductions for cardio-
vascular disease achieved, as they were by 
antibiotic therapy to limit TMA produc-
tion?11 It is also important to concede that 
archaeal abundance is not uniformly asso-
ciated with increased health in mammals; 
for example, Bacteroides thetaiotaomicron-
M. smithii co-colonization of germ-free 
mice increased host adiposity.26 Archaea 
in general appear to be more abundant in 

Figure 2. metabolic pathway of tma conversion deduced from genomic data from species of the 7th order of methanogens. the pathway of tma 
conversion involves a trimethylamine:corrinoid methyltransferase (mttB) which contains a pyrrolysine, an unusual amino-acid. the synthesis of this 
amino-acid and its transfer on a trnaPyl to form a pyrrolysyl-trnaPyl, and its insertion during the translation of mttB are presented in the green part. the 
pathway of trimethylamine (tma) conversion, involving the pyrrolysine containing mttB, is presented in the orange part. steps in the pathway between 
named compounds are indicated by blue arrows. the purple arrow indicates the transcription and translation of mttB. the dotted arrows indicate steps 
that are not detailed for the clarity of the scheme. recognized enzyme names (see KeGG map 00680) are provided, flanked by the corresponding protein 
accession numbers in the “Ca. m. alvus” (blue) and “Ca. m. intestinalis” (red) genomes. only accession numbers of enzymes specifically involved in the 
depletion of tma are presented, some being shared with dimethylamine (dma) and monomethylamine (mma) depletion (not shown here). 
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native Africans than in African Americans, 
likely indicating dietary influences on the 
microbiota.27,28 Diet could conceivably 
be controlled or modulated to promote 
methanogen levels in recipients of archae-
biotics. We cannot currently explain why 
the Mx-lineage of Archaea appears from 
the literature to be more abundant in 
older subjects, so we are determining fecal 
archaeal levels in the ELDERMET cohort 
subjects, that are well phenotyped for diet, 
health and bacterial microbiota.29 A pos-
sible factor is the trophic interaction with 
other microbiota elements, and that a more 
favorable ecology emerges in some older 
subjects. This raises the provocative issue 
of what the effects of introducing a metha-
nogenic archaea might be on the microbi-
ota of the recipient. The Mx-methanogens 
are very likely not acetoclastic but would 
compete with other hydrogenotrophic 
archaea and bacteria, so the downstream 
effects on microbiome, metabolome and 
host physiology would need detailed 
exploration in vitro, in animal models, 
and ultimately in humans. Although the 
application of archaebiotics as proposed 
here faces significant challenges, we con-
tend that the anticipated benefit of their 
use to mitigate the life-time risk of CVD 
and to treat TMAU warrants a concerted 
research effort in this area by the scientific 
community.

Figure  3. Growth of Methanomassiliicoccus luminyensis 
strain B10 on trimethylamine (tma) and hydrogen (H2). (A) 
the growth of M. luminyensis B10 on methanol (m, 50 mm) 
and H2 (previously described by dridi et al.18) was used as 
a positive control for growth and maximal cell density. (B) 
we now show that M. luminyensis B10 also grows on tma (15 
mm) in the presence of H2 (filled diamonds) but not on tma 
in the absence of H2 (open diamonds). accordingly, tma is 
depleted in presence of H2 (filled triangles) and not in the 
absence of H2 (open triangles). the composition of the gas 
phase was measured at the end of the experiment (C) and 
revealed the production of methane (CH4) and the deple-
tion of H2 in presence of either m or tma. no CH4 was pro-
duced in the absence of H2 and CH4 was not produced nor 
H2 depleted in the absence of the methylated compound 
substrate (m or tma). M. luminyensis B10 was obtained from 
dsmZ (dsm no. 25720) and cultivated in dsmZ medium 
119, with rumen fluid replacing the sludge fluid. when H2 
was present, initial atmosphere composition was: n2/H2/Co2 
(55:35:10), and in absence of H2: n2/Co2 (75:25). Growth in 
each condition was performed in triplicate. trimethylamine 
concentration was measured as described by Krätzer et al.30 
od, optical density.
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