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Résumé : La naissance prématurée (<37 semaines de
gestation) est la principale cause de décés chez les
enfants de moins de 5 ans dans le monde. Par
conséquent, il est important de comprendre ses
conséquences a court et a long terme. Alors que
I'association entre la naissance prématurée et la santé a
court terme a été largement étudiée, son association
avec les résultats a long terme est peu connue. Chez les
nourrissons prématurés et trés prématurés, le microbiote
intestinal est tres variable et représente souvent le
microbiote trouvé dans I'environnement de Il'unité de
soins intensifs néonatals.

L'objectif de ce travail était de mieux comprendre les
interactions entre les profils du microbiote intestinal et
I'néte a l'age d'un mois chez les nourrissons tres
prématurés (<32 semaines de gestation; cohorte
EPIPAGE2). Les nourrissons ont été regroupés en fonction
des résultats du questionnaire d'age et d'étape de
développement (ASQ) a I’dge de 2 ans.

Nous avons réalisé une étude méta-omique sur des
échantillons de selles de nourrissons trés prématurés a
I'age d'un mois et intégré des données sur le microbiote
fécal (séquencage du gene codant I’ARNr 16S), le
métabolome (spectrométrie de masse en tandem LC-
MS) et le transcriptome de I’héte (RNA-seq et RT-
gPCR).

Chez les nourrissons nés grand-prématurés, il est
possible de relier des profils de microbiote a différentes
voies métaboliques ainsi qu'a des marqueurs
immunitaires de I'héte. Ces combinaisons sont elles-
mémes associées a des évolutions cliniques telles que
le transit intestinal ou le neurodéveloppement
ultérieur. Le microbiote a 1 mois pourrait étre un
indicateur non invasif de I'immaturité intestinale.
Escherichia et Staphylococcus se sont avérés étre les
meilleurs indicateurs de maturité et d'immaturité,
respectivement. Escherichia pourrait faciliter le
processus de maturation intestinale chez les
nourrissons prématurés.

Title: Exploration of the crosstalk between the intestinal microbiota and the host in children born as very preterm at one
month of life through fecal analysis using meta-omics Methods..........coovciiiiiiiii e

Keywords: Preterm birth — gut microbiota — functional profile - transcriptomic

Abstract: Preterm birth (<37 gestational age) is the
leading cause of death in children under 5 years of age
worldwide. Therefore, it is important to understand its
short-term and long-term consequences. While the
association between preterm birth and short-term health
has been extensively studied, its link to long-term
outcomes remains relatively unknown. In premature and
very premature infants, the intestinal microbiota is highly
variable and often resembles the microbiota found in the
neonatal intensive care unit environment.

The aim of this study was to gain a better understanding
of the interactions between intestinal microbiota profiles
and the host at one month of age in very preterm infants
(<32 weeks of gestation; EPIPAGE2 cohort). Infants were
grouped based on the results of the Ages and Stages
Questionnaire (ASQ) at the age of 2 years, focusing on
developmental milestones.

We performed a meta-omic study on fecal samples
from very-preterm infants at 1 month of age and
integrated data on the fecal microbiota (16S rRNA gene
sequencing), metabolome (LC-MS), and host
transcriptome (RNA-seq).

In infants born very prematurely, it is possible to link
microbiome profiles to various metabolic pathways as
well as host immune markers. These combinations are
themselves associated with clinical outcomes such as
intestinal transit or later neurodevelopment. The
microbiome at 1 month may serve as a non-invasive
indicator of intestinal immaturity. Escherichia and
Staphylococcus have proven to be the best indicators of
maturity and immaturity, respectively. Escherichia
might facilitate the process of intestinal maturation in
preterm infants.
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INTRODUCTION

.  La prématurité

1.1 Un probléeme de santé publique
La prématurité a toujours été présente dans I'histoire de I'humanité, bien qu'elle ait été traitée

difféeremment au fil du temps en fonction des connaissances médicales et des ressources

disponibles.

Dans les temps anciens, les prématurés n'avaient souvent que peu de chances de survie en
raison du manque de soins médicaux appropriés. Au début du XX¢ siecle, les avancées
médicales ont permis de mieux prendre en charge les bébés prématurés grace a l'introduction
de nouvelles techniques médicales. Les progres technologiques, tels que les couveuses, ont
été utilisés pour apporter une assistance vitale aux bébés prématurés, en leur fournissant un
environnement contrélé et adapté a leurs besoins, améliorant ainsi leurs chances de survie et
de développement. Au cours des derniéres décennies, les avancées médicales ont encore
amélioré la survie des prématurés. Les soins néonatals spécialisés, les médicaments et les

techniques de soutien respiratoire ont contribué a augmenter le taux de survie.

Néanmoins a I'heure actuelle, la prématurité reste a |I'échelle mondiale la premiere cause de
déces d'enfants de moins de 5 ans. Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), le taux
d'enfants nés avant 36 semaines de gestation varie de 5 a 18 % en fonction des pays, le nombre

total de naissances prématurées dépassant 15 millions en 2020 [1].

La prématurité est divisée en trois catégories en fonction de sa gravité (Figure 1) : i) la
prématurité modérée a tardive pour les enfants nés entre 32 et 37 semaines d’aménorrhée, ii)
les grands prématurés nés entre 28 et 32 semaines, iii) la tres grande prématurité pour les
enfants nés a moins de 28 semaines [1,2]. Les nourrissons prématurés sont également divisés
en 3 groupes en fonction du poids de naissance : i) extrémement faible <1000g, ii) tres faible
compris entre 1000g et 1499, iii) modéré compris entre 1500g et 25009 [3]. Aucune survie

d'enfant n'est décrite en dessous de 22 semaines d'aménorrhée et un poids inférieur a 500g.

En France, le taux de prématurité est passé de 4,5% en 1995 a 5,6% en 2016 et représente 7%

en 2019 [4], ce qui concerne environ 55 000 naissances par an.
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Figure 1 : Différents stades de la prématurité [2]

Bien que I'amélioration des soins apportés aux enfants prématurés permette d'augmenter leur

survie et de réduire la fréquence et la sévérité des conséquences sur leur développement, il

reste important de comprendre les causes et conséquences d'une naissance prématurée pour

pouvoir tenter de pallier au mieux a cette problématique.

1.2 Prise en charge des nouveau-nés prématurés

La prise en charge des enfants prématurés differe en fonction des pays et 90% des enfants nés

grands prématurés dans des pays a faible revenu décedent tandis que ce taux descend a 10%

dans les pays a revenu éleveé [1]. A la naissance, les prématurés sont hospitalisés dans des unités

de soins intensifs néonatals (USIN) permettant de fournir un environnement contrélé et adapté

a leurs besoins. lls sont placés dans des couveuses chauffées et humidifiées pour réguler leur

température entre 36,5°C et 37,5°C et un taux d’humidité supérieur a 60% [5]. La durée de

maintien en couveuse peut étre de quelques semaines a plusieurs mois et ils peuvent sortir de

ces couveuses lorsque leur poids et leur capacité a réguler leur température le leur permettent

(environ 2kg). Pendant ce temps, ils peuvent étre nourris par voie entérale avec du lait maternel

a l'aide d'une sonde introduite jusque dans I'estomac ou l'intestin gréle ou par voie parentérale

par intraveineuse (Figure 2).
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Figure 2 : Prise en charge d'un nouveau-né prématuré en couveuse [6]

1.3 Causes de la naissance prématurée
La plupart des naissances prématurées sont dites spontanées dues a des contractions précoces
dont la cause est rarement identifiée ou causée par la rupture prématurée des membranes
foetales. Les autres naissances prématurées sont dites provoquées, car les enfants naissent par

césarienne notamment si un risque est encouru pour la mere ou |'enfant.

Les facteurs pouvant influencer la naissance prématurée sont les grossesses multiples (52% de
prématurité contre 5,5% avec une grossesse unique), I'age plus avancé des meres, un indice de
masse corporel (IMC) élevé, le stress, la pollution environnementale, la consommation d‘alcool
ou de tabac ou encore les conditions socio-économiques avec un risque plus faible chez les
femmes occupant des emplois de cadres que chez des femmes ouvrieres ou employées. Les
facteurs santé augmentant le risque d'une naissance prématurée durant la grossesse sont une
hypertension arteérielle, les maladies rénales, ou encore des infections non traitées durant la
grossesse [3,7,8]. Cependant, les causes d'une naissance prématurée sont souvent inconnues

et/ou multifactorielles.

Durant le confinement de 2020 mis en place pour contrer la pandémie de Covid-19, une
diminution de 7% des naissances prématurées en France a été observée. Des observations
similaires ont été faites au Danemark, en Irlande ou aux Pays-Bas [9]. Plusieurs hypothéses sont
évoquées dont une diminution des autres infections par les gestes barrieres, le repos des

femmes enceintes confinées ou la baisse de la pollution [9].
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1.4 Conséquences a court terme de la naissance prématurée
Il existe de nombreuses conséquences a court terme pour les enfants nés prématurés. lls
peuvent étre victimes de mort subite des nourrissons, d'entérocolites ulcéro-nécrosantes
(ECUN), de difficultés a respirer ou a s'alimenter ou encore d'un développement neurologique
anormal. Ces enfants ont également un systeme immunitaire immature. Les organes sont
présents, mais immatures en raison de l'interruption du développement in utero. Les poumons
manquent souvent de surfactant, qui aide les alvéoles pulmonaires a rester ouvertes [10].
L'appareil digestif est sous-développé, tant en termes de taille que de fonctions (production
d'une couche de mucus, perméabilité accrue, réduction des peptides antimicrobiens et
diminution du nombre de cellules de Paneth) [11] avec une capacité de digestion et
d'absorption réduite. Les enfants nés prématurés auront un temps de vidange gastrique
prolongé et une motilité diminuée, car ces deux processus ne sont matures qu'a la 36° semaine
de gestation [12]. Le tractus digestif va doubler de taille entre la 37° semaine et la 40° semaine
de gestation. Les enzymes intestinales ne sont pas entierement fonctionnelles comme la lipase
gastrique dont I'activité augmente jusqu’a la 41° semaine de gestation ainsi que la lactase dont
le pic d'activité apparait a la 37¢ semaine de gestation [13]. Le mécanisme de succion n'est
développé qu’'a la 34° semaine pouvant entrainer une nutrition parentérale de I'enfant, car

I'enfant n’est pas capable de se nourrir de lait maternel.

Pour ces raisons, les enfants tres prématurés doivent étre hospitalisés dans des unités de soins
intensifs néonatals en attendant que leurs organes fonctionnent de maniére autonome, qu'ils

régulent leur température corporelle et qu'ils prennent du poids [3].
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.5 Conséquences a long terme de la naissance prématurée sur
la santé de I'enfant et I'adulte en devenir
Les conséquences a court terme sont donc nombreuses, mais ces enfants peuvent également
souffrir de difficultés a plus long terme et plusieurs études ont montré que les enfants
prématurés ont un risque accru de développer des problemes de santé a I'age adulte [13-15]
: maladies métaboliques, retards de croissance physique et mentale, troubles de I'attention,
hypertension, troubles respiratoires, épilepsie et une plus forte susceptibilité aux troubles

psychiatriques.

Le concept des origines développementales de la santé et de la maladie (DOHaD) [16,17] est
un domaine de recherche qui explore les liens entre |'environnement précoce du
développement, les expositions périnatales et la santé a long terme d'un individu. Cette
approche met l'accent sur la période critique du développement, allant de la période de
conception a I'age de 2 ans, et suggére que les influences environnementales (environnement
génétique, utérin ou encore social) pendant cette phase peuvent avoir des conséquences
majeures sur la santé tout au long de la vie. Ainsi, des facteurs tels que l'alimentation
maternelle, le stress, I'exposition a des produits chimiques, les infections, le statut socio-
économique, et d'autres facteurs environnementaux peuvent influencer la mise en place des
systemes biologiques, épigénétiques et métaboliques du foetus en développement et du
nouveau-né. Ces influences précoces peuvent entrainer des modifications durables de la
physiologie, du métabolisme et de la structure des organes, augmentant potentiellement le
risque de maladies chroniques non transmissibles telles que I'obésité, le diabéte de type 2 ou
les maladies cardiovasculaires a I'age adulte. Récemment, il a été montré que I'exposition
précoce aux antibiotiques était associée a un risque plus important d'asthme, d'allergie, d'IMC

plus important et de trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité [18].

Des recherches ont, d'autre part, mis en évidence le role de |'épigénétique comme la
méthylation de I’ADN, ou des changements durables dans I'expression des genes peuvent étre
induits par des facteurs environnementaux tels que le stress prénatal ou le poids de naissance

pendant le développement précoce [19-21].

Dans le cas des enfants prématurés, les expositions sont nombreuses : stress, changements

nutritionnels, infections, interventions médicales intensives, etc... Ces expositions précoces

13



peuvent avoir un impact significatif sur leur développement ultérieur et leur santé a long terme,

ce que le concept de DOHaD permet de mieux comprendre.

La cohorte EPIPAGE1 (Etude EPIdémiologique sur les Petits Ages Gestationnels) a été créée
pour mener une étude épidémiologique frangaise de grande envergure sur un tres grand
nombre d’enfants nés prématurément en 1997 [22,23]. Elle a permis de suivre 5 541 enfants
jusqu'a I'age de 5 ans pour recueillir des informations sur leur santé et leur développement
puis un bilan a été effectué a 8 et 16 ans. Cette étude visait a évaluer les résultats de santé a
court et long terme, ainsi que les facteurs associés a la prématurité. Elle a montré que la survie
globale des enfants prématurés a considérablement augmenté par rapport aux décennies
précédentes. Cependant, les enfants nés tres prématurément (avant 32 semaines de grossesse)
avaient un risque de mortalité plus élevé que les enfants nés Iégérement prématurés (entre 32
et 36 semaines de grossesse). Les enfants prématurés présentaient également un risque accru
de problémes de développement cognitif, de retards intellectuels et du développement
moteur [24,25], des troubles sensoriels et respiratoires [26] par rapport aux enfants nés a terme.
Un mauvais développement cognitif a 5 ans chez les grands prématurés peut étre prédit par
le statut socio-économique, I'absence d’allaitement, la présence de l|ésions cérébrales a
I'échographie, la petite taille pour I'age gestationnel et un nombre élevé de freres et soeurs.
Les facteurs sociaux prédisaient a la fois des déficiences cognitives légeres et sévéeres, tandis

que les facteurs médicaux prédisaient principalement des déficiences cognitives séveres [27].

Ces résultats ont permis de mieux comprendre les défis auxquels les enfants prématurés
peuvent étre confrontés. lls ont également mis en évidence I'importance d'une prise en charge
précoce et d'un suivi médical régulier pour les enfants nés prématurément, afin de minimiser
les conséquences a long terme de la prématurité et de favoriser leur santé et leur bien-étre
tout au long de la vie. Les résultats de I'étude EPIPAGET ont également contribué a
I'amélioration des soins néonataux et des interventions préventives pour les enfants
prematures. Depuis 1997, les enfants prématurés sont plus nombreux, mais leur survie s'est
améliorée avec des pratiques en néonatologie qui ont évolué. C'est pour cela qu'une seconde
cohorte a vu le jour, EPIPAGE2, qui répond au besoin d’'étude prospective avec un suivi dans le
temps jusqu’a I'adolescence voire a I'age adulte. Elle prend également en compte un éventail
plus large de facteurs sociaux, familiaux et environnementaux. Il est indispensable de savoir ce
que les enfants prématurés qui naissent actuellement deviennent, au-dela des premiéeres

semaines de vie.
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1.6 La cohorte nationale EPIPAGE2 et le projet EPIFLORE
La cohorte nationale EPIPAGE?2 a été lancée en 2011 pour étudier
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développement et de la socialisation de ces enfants a moyen

Le projet EPIFLORE a vu le jour pour compléter les données de la cohorte EPIPAGE2 par
I'analyse du microbiote intestinal des enfants. Ce projet financé par 'ANR et coordonné par le
Pr Marie-José Butel (Faculté de Pharmacie, Université Paris-Cité) avait pour but de déterminer
le risque pour un grand prématuré de développer des pathologies a court et long terme avec
3 objectifs différents: i) étudier a grande échelle le microbiote intestinal spécifique de
nouveau-nés grands prématurés avec une approche multicentrique prenant en compte la
variabilité interindividuelle et la variabilité liée au centre USIN, ii) relier la grande prématurité
au développement de pathologies a court et plus long terme, et iii) rechercher des relations
entre le profil du microbiote et le développement de sepsis ou d'ECUN. Mon projet de thése
s'appuie sur la cohorte d'enfants recrutés dans EPIFLORE en utilisant des échantillons de feces

ainsi que les données cliniques et de santé des enfants de cette cohorte.

Le projet EPIFLORE a permis de montrer que les nourrissons nés tres grands prématurés
(n=577 ; nés avant 31 semaines de grossesse) peuvent étre divisés en 6 groupes ou entérotypes
en fonction de la composition de leur microbiote intestinal a I'age d'un mois [28]. Cinq
entérotypes étaient dominés par un genre bactérien spécifique, tandis qu'un sixieme
entérotype se caractérisait par une tres faible charge bactérienne (entérotype 6) (Figure 4).
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Ces entérotypes étaient associés a différents développements évalués a I'age de 2 ans par un
questionnaire « Ages & Stages » (ASQ) fournissant un score ASQ. Les entérotypes 4, 5 et 6
(caractérisés respectivement par des proportions élevées d'Enterococcus, Staphylococcus et une
faible quantité de bactéries) regroupaient les prématurés présentant le plus mauvais pronostic,
I'entérotype 3 (dominé par Escherichia) regroupait les nourrissons ayant le meilleur pronostic,
et enfin, les entérotypes 1 et 2 (dominés par Clostridium et Klebsiella/Enterobacter)

regroupaient des nourrissons avec des pronostics hétérogénes.
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Figure 4 : Résultats du projet EPIFLORE [28]

A/ Analyse en coordonnées principales (PCoA) au niveau de 'OTU.
B/ Abondance relative des genres bactériens détectés dans les entérotypes.
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Il. Le microbiote humain

1.1 Le microbiote intestinal
Le microbiote intestinal est une communauté complexe de microorganismes vivant dans notre
systeme digestif. Il est composé principalement de bactéries, mais aussi de virus, de
champignons, de protistes et d'archées. Il est composé de milliards de microorganismes et son
génome contient environ 10 millions de génes bactériens [29]. La densité bactérienne du cdlon
atteint 10" bactéries et ces derniéres représentent 60% de la composition des féces. L'étude
de la composition bactérienne des féces est donc un bon moyen d'étudier le microbiote
intestinal [30]. Le tractus digestif présente un gradient d'oxygene : sa concentration va en
diminuant du haut vers le bas, ce qui entraine une variation de la composition en espéces
bactériennes tout au long de ce tractus. Dans le célon, la composition bactérienne est dominée

par des especes anaérobies strictes [31].

Le microbiote intestinal joue un réle crucial dans de nombreuses fonctions (Figure 5A). Il a un
role dans la digestion des aliments et le métabolisme des nutriments [32]. Il aide a décomposer
les aliments que nous consommons et qui ne sont pas utilisés directement dans l'intestin, en

les transformant en composés plus simples, ce qui permet leur absorption par |'organisme.

Le microbiote intestinal contribue également au bon fonctionnement du systeme immunitaire
de I'hote, et I'absence de microbiote conduit a des altérations de développement du systeme
immunitaire [33]. Les souris axéniques ont ainsi une capacité d'activation plus faible des cellules
dendritiques et un déficit de production d'interleukine (IL) 22 et de lymphocytes T [34-36].
D'autre part, au début de la vie, le microbiote intestinal joue un réle crucial dans le
développement du systéme immunitaire [37]. Le microbiote mature contribue au
développement de la réponse immunitaire innée ; par exemple, les niveaux de cytokines liées
a la prolifération et a la maturation des cellules immunitaires sont augmentés dans les féces au
cours du temps [33]. Les proportions de Bacteroides et de Prevotella sont fortement corrélées
aux réponses des récepteurs de type TLR2 (Toll-like receptor 2). De plus, la colonisation par
Bifidobacterium est liée a une plus grande production d'interleukines : IL-5, IL-6, IL-13, TNF et
IL-1. La colonisation intestinale par Enterococcus, Staphylococcus aureus ou Clostridium dans la
petite enfance est négativement associée a I'lL-13, a I'lL-5 et au TNF induits a I'dge de 3 ans.

Deés lors, les probiotiques et prébiotiques permettent la modulation du systeme immunitaire
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[33,38] en améliorant la fonction de barriere intestinale, en empéchant la translocation des
agents pathogénes, en modifiant I'expression des récepteurs de motifs moléculaires associés
aux microbes (MAMP), en modulant les voies de signalisation cruciales, en stimulant les

activités des cellules immunitaires et en équilibrant la réponse immunitaire Th1/Th2.

Une fonction majeure du microbiote intestinal est de limiter la croissance des agents
pathogéenes via différents mécanismes: compétition pour les nutriments, interactions
métaboliques compétitives, exclusion de niche et induction de la réponse immunitaire de I'h6te
[39]. Par exemple, Enterococcus faecalis peut inhiber la croissance de Clostridioides difficile
grace a son activité antibactérienne en empéchant la production et la germination de spores
de Clostridioides difficile [40,41]. De méme, Enterococcus faecalis peut sécréter des molécules
antibactériennes qui réduisent les effets cytotoxiques des toxines de Clostridioides difficile et
protegent les cellules HT29 (lignée cellulaire cancéreuse du colon) [41]. Lorsque le microbiote
est fragilisé (dans le cadre d'une prise d'antibiotiques par exemple), la pression exercée par les
bactéries commensales sur les pathogénes diminue et ces derniers pourront coloniser une
partie des niches disponibles. Un microbiote sain contribue a renforcer I'immunité de I'hote et

a prévenir les infections [42].

Des recherches récentes suggerent que le microbiote intestinal peut avoir un impact sur notre
santé mentale et notre bien-étre émotionnel [43]. Certaines études ont montré que des
déséquilibres dans le microbiote peuvent étre associés a des troubles tels que I'anxiété et la
dépression [44] mais également a I'autisme [45]. Ces résultats indiquent un lien fort entre le
microbiote intestinal et le cerveau (Figure 5B). Des études ont également suggéré que le
microbiote intestinal peut influencer notre poids corporel. Certaines souches bactériennes
peuvent étre associées a un gain de poids excessif [46] ou a I'anorexie [47]. Enfin, certains
genres bacteriens peuvent métaboliser des médicaments, ce qui peut influencer leur efficacité

et leurs effets secondaires [48].
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Figure 5 : Les 4 fonctions majeures du microbiote intestinal [49](A) et les conséquences

d'une dysbiose sur l'axe intestin-cerveau (B)

Les champignons sont également retrouvés dans le
microbiote intestinal. Cette composante appelée le
mycobiote est moins étudiée du fait de sa présence en
plus faible quantité (moins de 0.1% des microorganismes)
[50]. Les champignons les plus retrouvés font partie du
genre Candida, le plus représenté chez 'Homme étant
Candida albicans (30-60% des champignons totaux d'un
microbiote sain) [51,52]. Concernant les enfants
prématurés, les especes fongiques les plus rencontrées
sont Candida albicans (Figure 6), Candida parapsilosis et

Saccharomyces cerevisae [53]. Elles sont en plus forte

Candida albicans en
microscopie électronique (Institut

abondance relative chez les enfants nés prématurés que chez les enfants nés a terme [54].

1.2 Dysbiose intestinale

Comme le microbiote intestinal joue un réle essentiel dans de nombreux aspects de notre

santé et de notre bien-étre, des déséquilibres ou dysbioses de cet écosysteme peuvent étre

associés a une inflammation chronique, notamment les maladies inflammatoires de I'intestin.
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La dysbiose est un déséquilibre dans le microbiote comparé a un état sain (eubiose) et peut
avoir des conséquences néfastes sur la santé. Plusieurs facteurs peuvent contribuer a une
dysbiose comme I'utilisation d'antibiotiques ou d'autres médicaments, un régime alimentaire
non équilibré, un stress chronique, des infections intestinales, des facteurs environnementaux,

un mode de vie sédentaire ou des facteurs génétiques [55] (Figure 7).

Un microbiote intestinal perturbé chez les nouveau-nés et notamment les prématurés peut
contribuer a considérablement augmenter le risque d'infections néonatales, ainsi qu'a une
activation inappropriée des cellules immunitaires a court ou plus long terme, contribuant ainsi

au développement de maladies inflammatoires, telles que I'asthme et les allergies.

Des approches sont actuellement étudiées pour restaurer et maintenir un microbiote intestinal
sain et prévenir les dysbioses (Figure 7). Il existe les prébiotiques qui sont des composés
induisant des changements spécifiques dans la composition ou l'activité du microbiote
intestinal conférant un bénéfice pour la santé; et les probiotiques qui sont des organismes
vivants ayant un effet bénéfique sur la santé de I'hGte. Une alimentation équilibrée est
également recommandée [32]. La greffe ou transfert de microbiote fécal a des résultats tres

positifs dans le traitement des colites a Clostridioides difficile.

Environnement Alimentation
Déficit Médicaments
immunitaire (antibiotiques)

L Y k?""--_. ! Dysbiose Pathologies
> B digestives (MICL..)
< “\_ Autres pathologies

) . ; (obésité, diabete,
{ allergie..)
‘ Prébiotiques ‘ Probiotiques p /
Greffede ‘
microbiote

Figure 7 : Causes et conséquences de la dysbiose

La fagon dont le microbiote intestinal néonatal est développé et son impact sur d'autres
aspects de la santé divergent considérablement de notre compréhension du microbiote

intestinal adulte, qui a été étudié plus en détail dans divers contextes pathologiques.
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1.3 Mise en place du microbiote intestinal: la primo

colonisation
Le nouveau-né a longtemps été considéré comme naissant dépourvu de bactéries et la
présence de bactéries dans le placenta n'était alors ni envisagée ni détectée. Cependant, grace
aux progres des techniques d'analyse du microbiote, certaines études ont depuis mis en
évidence la présence d’ADN bactérien dans des zones autrefois considérées comme stériles,
telles que le placenta, le liquide amniotique, les membranes foetales et le sang du cordon
ombilical. La question de la stérilité du placenta demeure cependant controversée, certaines
études considérant le placenta comme totalement stérile et que I'’ADN bactérien retrouvé ne
serait que des contaminations [56] tandis que d'autres suggerent que la colonisation

bactérienne a déja débuté in utero [57].

Dans les minutes qui suivent une naissance par voie basse, le nouveau-né est rapidement
colonisé par le microbiote fécal et vaginal de la mere, ainsi que par les bactéries présentes dans
I'environnement direct. Ce processus de colonisation est rapide, puisque seulement 48 heures
aprés la naissance, le microbiote fécal de I'enfant contient déja 108 UFC/g de féces [58]. Lors
d’'une naissance par césarienne, le processus suit une dynamique similaire, mais le nouveau-né
va d'abord étre colonisé par des bactéries issues de la peau de la mére, et avec une importance

plus marquée des bactéries de I'environnement [59,60].

Les premieres bactéries qui s'implantent dans les premiers jours de vie sont des bactéries
anaérobies facultatives telles que Staphylococcus, Enterococcus et Enterobacteriaceae
(Escherichia) [15,61,62]. Rapidement, ces bactéries épuisent I'oxygene présent dans le tube
digestif et réduisent le potentiel redox [15] favorisant ainsi I'implantation des bactéries
anaérobies strictes telles que Bifidobacterium, Clostridium ou Bacteroides, ce qui conduit a une
augmentation de la diversité bactérienne dans le tube digestif du nourrisson [63] (Figure 8).
Bifidobacterium, associé a l'alimentation principalement lactée des nouveau-nés, est plus
abondante dans le microbiote intestinal des enfants que dans celui des adultes et diminue

progressivement jusqu'a I'age adulte [63] (Figure 8).
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Uintestin [42]

Le microbiote intestinal des prématurés differe de celui des enfants nés a terme. Chez les
nouveau-nés prématurés, le microbiote intestinal est moins abondant, moins diversifié et
composé de proportions plus élevées de bactéries anaérobies facultatives retrouvées
couramment dans I'environnement des unités de soins intensifs néonatals [64] telles que
Enterobacter, Escherichia, Enterococcus, Klebsiella, Staphylococcus avec une majorité de S.
aureus, S. haemolyticus et S. epidermidis, ainsi que Clostridium avec comme especes
majoritaires C. perfringens, C. butyricum, C. difficile et C. neonatale découverte plus récemment
[28,65] . A l'inverse, les genres Bifidobacterium et Lactobacillus sont rarement retrouvés dans le
microbiote des enfants prématurés [66]. L'altération du microbiote intestinal chez les enfants
prématurés semble étre un phénomeéne précoce puisqu'elle est détectable dans les
échantillons de méconium (premieres feces émises), avec des niveaux significativement plus

faibles d'Escherichia que ceux des nourrissons nés a terme par voie basse [67].
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11.4 Facteurs influencant la primo colonisation
De nombreux éléments peuvent influencer I'établissement du microbiote intestinal de I'enfant,
parmi lesquels I'age gestationnel, le mode d'accouchement, I'environnement, le régime

alimentaire ainsi que l'antibiothérapie de la mére et/ou de I'enfant (Figure 9).

L'influence de I'age gestationnel sur le microbiote intestinal des prématurés est peu étudiée.
Cependant, une étude a montré que la colonisation par Bifidobacterium n'a lieu qu'au-dessus
de 33 semaines d'age gestationnel [68]. Ces résultats indiquent que I'implantation de ce taxon
bactérien semble étre liée a un certain degré de maturation digestive. Il a également été
montré que la présence de ce genre bactérien permettait d'inhiber les agents pathogenes et
notamment ceux impliqués dans 'ECUN. De plus, la diversité est plus importante chez les

enfants avec un age gestationnel élevé [69].

Le mode d'accouchement joue également un réle important dans la formation du microbiote
intestinal en début de vie. Chez les enfants nés a terme par césarienne, les microorganismes
prédominants dans le microbiote seront majoritairement ceux de la peau ou de
I'environnement, tels que Staphylococcus, Propionibacterium et Corynebacterium. La césarienne
est également associée a une plus faible diversité du microbiote intestinal [40,69]. Il existe un
lien entre césarienne et maladies telles que I'asthme, I'obésité et les allergies. Cependant,
certaines études indiquent que les différences dans le microbiote causées par la césarienne
peuvent étre dues a l'utilisation d'antibiotiques lors de I'accouchement et aux complications
pendant la grossesse [70]. Des études sur les enfants prématurés n‘ont pas montré d'influence
significative du mode d'accouchement sur le développement du microbiote au niveau du
méconium [68,71] bien que certaines aient signalé un retard de colonisation par les Bacteroides
[72]. Cependant, il est compliqué d'analyser l'influence du mode d’accouchement sur le
microbiote intestinal des enfants prématurés sachant que la césarienne est le mode de

naissance prédominant pour ces nourrissons [73].

Les facteurs environnementaux jouent également un réle important. Une étude publiée en
1990 montre par exemple que Lactobacillus colonise plus lentement les enfants prématurés

dans des couveuses fermées que dans des couveuses ouvertes [74].

Les antibiotiques sont également connus pour influencer le microbiote intestinal a la naissance,
avec des études montrant une diminution de la présence de Clostridium, Lactobacillus et
Bifidobacterium [67] suite a une administration d'antibiotiques chez les enfants prématurés. A
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1 mois, les nourrissons dont les meres ont requ des antibiotiques intrapartum avaient un
microbiote intestinal différent de celui des nourrissons dont les méres n'avaient pas regu
d'antibiotiques. De plus, chez les nourrissons nés a terme, I'administration d'antibiotiques au
cours des premieres heures de vie réduit le niveau de Bifidobacterium intestinal dans les jours
suivant I'administration et est liée a une augmentation des niveaux d'entérobactéries a 1 mois
[75]. Une antibiothérapie prolongée est associée a une diminution d'especes bactériennes dans
les échantillons fécaux [76] ainsi qu'au développement du diabéte, du surpoids et de I'eczéma

[40].

L'alimentation a également un impact sur I'établissement du microbiote intestinal. Une
colonisation retardée est observée lors de la nutrition parentérale [76]. De plus, la nutrition
parentérale prolongée provoque une dysbiose du microbiote intestinal qui se caractérise
principalement par une diminution de la diversité, une plus faible abondance de bactéries
commensales ainsi qu'une prévalence accrue de bactéries a Gram négatif potentiellement
pathogeénes [77]. Elle entraine également des modifications des muqueuses dans l'intestin
(atrophie villositaire, altération de I'absorption des nutriments). Le microbiote des enfants
nourris au lait maternisé (formules infantiles) differe de celui des enfants nourris au lait
maternel. s sont tous les deux dominés par Bifidobacterium avec également une dominance
des Bacteroides chez les enfants nourris au lait maternisé [40]. Le lait maternel est considéré
comme la meilleure forme de nutrition pour les prématurés et les enfants nés a terme pour la
communauté microbienne intestinale. Les immunoglobulines (Ig) A du lait maternel
contribuent a la régulation du systéme immunitaire du nourrisson. Les oligosaccharides du lait
maternel (Human Milk Oligosaccharides; HMO) peuvent encourager la croissance de
microorganismes bénéfiques pour le nourrisson en servant de prébiotiques notamment pour
les Bifidobacterium. Les HMO n’ont aucune valeur nutritionnelle pour le nourrisson, mais ils ont
des effets prébiotiques qui favorisent la maturation intestinale, la motilité intestinale,
I'immunité et améliorent la cognition [78]. Une étude indique que I'alimentation au lait de sa
propre mere influence la structure de la composition de la communauté microbienne
intestinale des prématurés et accroit la diversité du microbiote intestinal par rapport au lait

maternel de donneur et aux préparations pour nourrissons [79].
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Figure 9 : Facteurs influencant la colonisation du nouveau-né

1.5 Activité métabolique du microbiote intestinal
Le métabolisme du microbiote intestinal désigne les processus biochimiques complexes qui se
produisent au sein de la communauté microbienne présente dans l'intestin. Il joue un réle
crucial dans la digestion et le métabolisme des nutriments, ainsi que dans la régulation de
divers processus physiologiques. Les plus importants sont la production d'acides gras a chaine

courte (AGCC) ainsi que la transformation des acides biliaires (Figure 10).
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Figure 10 : Métabolites produits par le microbiote intestinal via différentes sources de
nutriments. BSCFA, AGCC branché; LPS, lipopolysaccharides; PAMPs, Motif moléculaire
associé aux pathogenes; SCFA, acides gras a chaine courte [80]

Les acides gras a chaine courte sont produits par la fermentation bactérienne des fibres
alimentaires, ainsi que des protéines et des peptides. Les principaux producteurs d'AGCC dans
le microbiote intestinal sont des souches appartenant aux groupes Clostridium XIVa et 1V,
notamment Roseburia, Eubacterium et Faecalibacterium prausnitzii [31]. Les AGCC les plus
courants sont I'acétate, le propionate, le valérate et le butyrate. En plus de ces principaux AGCC,
des produits secondaires tels que le succinate et le lactate sont également générés pendant

cette fermentation.

Le butyrate, I'un des AGCC, est utilisé comme principale source d'énergie par les cellules
épithéliales du colon. Les effets des AGCC sur la physiologie de I'hGte sont nombreux,
notamment la régulation de I'expression des genes via des modulations des marques
épigénétiques, une possible diminution du risque d'asthme en agissant sur le systeme
immunitaire [81], la régulation du transit intestinal [82], de la sécrétion d'insuline [83], du
métabolisme hépatique (glucidique et lipidique) et du stockage d'énergie dans les adipocytes
[84]. De plus, les AGCC peuvent moduler les fonctions cérébrales impliquées dans la régulation

de l'appétit et la neurogenese au cours du développement [82,85,86]
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Une étude [87] a montré une corrélation positive entre la concentration d'’AGCC dans les feces
et I'age gestationnel chez les enfants prématurés. Cependant, le réle des AGCC chez les
prématurés est controversé. La production élevée d'AGCC dans la lumiére intestinale pourrait
étre attribuée a une mauvaise motilité gastro-intestinale et a une malabsorption des glucides.
Certains pathogénes bactériens entériques tels que Clostridium perfringens, C. difficile, C.
paraputrificum, C. butyricum et Klebsiella pneumoniae ont été impliqués dans I'ECUN en
augmentant la production de butyrate par fermentation du lactose. Ces résultats suggerent
qu'un exces d'AGCC produits par des bactéries pathogénes peut compromettre I'intégrité de
la barriére épithéliale intestinale et augmenter I'inflammation métabolique dans I'ECUN. Par
conséquent, des bactéries productrices d'AGCC telles que Bifidobacterium et Lactobacillus

pourraient contribuer a la régulation de 'homéostasie immunitaire intestinale [88].

Les bactéries présentes dans le microbiote sont également capables de transformer les acides
biliaires primaires, produits par le foie, en acides biliaires secondaires tels que le deoxycholate,
I'ursodeoxycholate et le lithocholate, qui ont des propriétés bactéricides contre certains
pathogénes. Ces bactéries transforment les acides biliaires en déconjuguant les acides aminés
glycine ou taurine, ainsi qu'en procédant a la déshydroxylation, la déshydrogénation et
I'épimérisation du noyau du cholestérol. Des altérations des acides biliaires secondaires ont
été associées a plusieurs maladies, telles que la cirrhose, les maladies inflammatoires de
l'intestin et le cancer. En 2006, une étude a montré que certains membres du microbiote
intestinal sont également capables de conjuguer les acides aminés aux acides biliaires, créant

ainsi un nouvel ensemble d"acides biliaires microbiens conjugués" [89]. Cette découverte
revele une nouvelle diversité des acides biliaires dans I'intestin des mammiferes, mais les effets
sur la physiologie de I'h6te et la dynamique microbienne restent en grande partie inconnus.
L'activation des récepteurs aux acides biliaires chez I'h6te conduit a la synthese d'agents
antimicrobiens dans la lumiere intestinale [89]. Une étude récente a montré que la production
d'acides biliaires secondaires par le microbiote intestinal était influencée par la composition du
lait maternel, notamment la quantité de 2'-Fucosyllactose (2'-FL), un composant des HMO [78].
Ces derniéres années, l'importance physiologique des acides biliaires secondaires a été
réévaluée. Des études précliniques émergentes ont démontré que ces métabolites jouent un
role clé dans la régulation de I'immunité systémique. Les acides biliaires secondaires agissent

comme des ligands pour les récepteurs 1 des acides biliaires couplés aux protéines G (GPBAR1)

et le récepteur farnésoide X (FXR), présents dans les cellules épithéliales intestinales, les

27



macrophages, les cellules dendritiques et les cellules T tueuses naturelles du tissu lymphoide
associé au systeme gastro-intestinal (GALT). L'activation de ces voies par les acides biliaires
secondaires exerce un effet anti-inflammatoire en inhibant la sécrétion de cytokines médiée
par NF-kB et l'activité de l'inflammasome NLPR3. Chez les prématurés, I'accumulation des
acides biliaires est associée au développement de I'ECUN. Il y a une plus forte abondance
d'acides biliaires secondaires dans les feces des nourrissons nourris au lait maternisé par

rapport a ceux nourris au lait maternel [90,91].

Le microbiote intestinal joue enfin un réle essentiel dans la production de neurotransmetteurs
tels que la dopamine, la noradrénaline, la sérotonine et I'histamine, suggérant qu'ils agissent
en tant que molécules de signalisation dans I'axe intestin-cerveau. La dopamine, par exemple,
semble étre utilisée par les bactéries pour communiquer avec les cellules intestinales de I'hote
[92]. Un autre composé produit par le microbiote intestinal est I'indole, qui est dérivé du
tryptophane. L'indole est connu pour ses effets neurodépresseurs. Ces interactions entre le
microbiote intestinal et le systeme nerveux central sont de plus en plus étudiées pour mieux

comprendre leur influence sur la santé mentale et le fonctionnement du cerveau.

Le cOlon est le principal lieu de l'activité métabolique du microbiote intestinal. Les
microorganismes qui le composent possédent un potentiel enzymatique considérable, leur
permettant de réaliser des transformations biochimiques aux effets multiples sur la santé de

['hote.
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lll. Interactions hote-microbiote

I11.1 Evolution du systéme digestif impactant la digestion et
I'absorption
Des données ont montré que la longueur de l'intestin augmente rapidement dans le dernier
trimestre de grossesse : 25 cm a 20 semaines de gestation, 200 cm a 30 semaines de gestation
et 275 cm a terme. Cette surface est en contact avec les aliments, les microbes et d'autres
composants potentiellement antigéniques, et joue un réle clé dans les processus de digestion
et d'absorption [12]. La prématurité peut impacter ces processus, car les enzymes intestinales

et la motilité ne sont pas encore fonctionnelles (Figure 11).
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Figure 11 : Développement des processus digestifs et schéma de motilité au cours des
semaines de gestation [12]

La lipase linguale est sécrétée par les glandes a la base de la langue ; son activité est plus faible
a 26 semaines de gestation, culmine a 30-32 semaines et diminue avant le terme [12]. Apres
une naissance prématurée, la production d'acide gastrique est limitée par rapport aux

nourrissons nés a terme [12].
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Chez le nouveau-né prématuré, la digestion du lactose est limitée en raison du développement
tardif de la lactase vers la 29°™ semaine de gestation. Elle n‘atteint son maximum que vers la
40°™ semaine de gestation [13]. Cependant, la mise en place précoce d'une alimentation
adaptée peut stimuler I'activité de la lactase intestinale chez ces prématurés. L'activité de la
lactase sert de marqueur de maturité intestinale et peut avoir des implications sur les résultats
cliniques. Il est important de déterminer si les effets du lait sur I'activité de la lactase sont dus
a la plus grande concentration de lactose dans le lait maternel par rapport aux préparations
pour nourrissons [93]. La plupart de I'activité de la lactase se trouve dans la partie moyenne a
supérieure des villosités intestinales, tandis que la sucrase, la maltase et la glucoamylase se

trouvent dans la partie moyenne des villosités.

L'insuline joue un réle important dans la maturation intestinale et peut également contribuer
a améliorer l'activité de la lactase aprés un accouchement prématuré. L'insuline est présente
dans le liquide amniotique (jusqu'a 20 pU/mL) et une fois la kératinisation cutanée terminée
(environ 26°™ semaine de gestation), le liquide amniotique est la principale source d'exposition
a l'insuline du tractus gastro-intestinal et joue un réle dans le développement. La naissance
prématurée interrompt brusquement ces processus importants de la vie foetale et I'exposition
locale a linsuline du tractus gastro-intestinal avec des conséquences néfastes [12].
L'administration orale d'insuline chez les prématurés jusqu'a 28 jours apres I'accouchement
s'est avérée efficace pour doubler l'activité de la lactase. Une étude a démontré une
augmentation de I'activité de la lactase et une réduction significative des résidus gastriques au
cours du premier mois chez les prématurés traités avec de l'insuline orale par rapport a ceux

non traités [94].

Une naissance prématurée induit une altération dans le métabolisme des acides gras et des
acides biliaires [95]. Les acides biliaires sont synthétisés et excrétés par le foie via le systeme
biliaire a des niveaux relativement faibles chez les prématurés de tres faible poids de naissance
par rapport aux nourrissons nés a terme. La réabsorption iléale biliaire est également plus faible
chez les prématurés, ce qui entraine une digestion des lipides moins efficace par rapport aux

nourrissons nés a terme [12].

Chez les prématurés, la motilité gastrique est encore immature [96]. En particulier, les nouveau-
nés prématurés nés avant 32 semaines d'age gestationnel (grands prématurés) montrent des

schémas d'activité électrique gastrique et de vidange moins développées, tandis que les

30



prématurés nés apres 32 semaines de gestation ont des schémas d'activité électrique gastrique
et de vidange plus similaires a ceux des nouveau-nés nés a terme [12]. L'activité motrice
intestinale est également corrélée a I'age gestationnel. De plus, un réle de I'insuline est trouvé
sur la motilité intestinale en démontrant une réduction des résidus gastriques au cours du

premier mois chez les prématurés traités avec de I'insuline par voie orale [12].

Plusieurs études ont mis en évidence l'impact de I'immaturité et de la diversité plus faible du
microbiote sur le développement de la fonction intestinale et I'anatomie des villosités
intestinales, des cryptes et de la barriere intestinale [12]. L'interaction entre le développement
gastro-intestinal et la colonisation microbienne est complexe : d'une part, les caractéristiques
anatomiques et fonctionnelles encore immatures de l'intestin prématuré prédisposent a une
colonisation microbienne intestinale anormale, et d'autre part, cette derniere peut interférer

avec le développement fonctionnel, immunitaire et neuronal du tractus gastro-intestinal.

111.2 Interaction du microbiote intestinal avec les cellules de

la muqueuse intestinale au niveau du célon
Le microbiote intestinal interagit avec les différentes cellules de la muqueuse intestinale de
facon directe ou indirecte. La barriére épithéliale au niveau du colon est composée d'une
diversité de cellules qui se distinguent a la fois par leur localisation, mais également par leurs
fonctions (Figure 12). Elles interagissent entre elles et contribuent collectivement a préserver

I'intégrité de la barriere.

Les cellules les plus abondantes sont les entérocytes (ou colonocytes). Elles jouent un rdle
essentiel agissant comme une barriere physique, assurant I'absorption des nutriments et de
I'eau, et fournissant des défenses contre les pathogéenes. Ces cellules possedent des récepteurs
TLR (récepteurs du type Toll-like) qui leur permettent de reconnaitre et de répondre aux
composés bactériens. Les entérocytes situés a la base des cryptes métabolisent le glucose en
lactate en anaérobie, tandis que les entérocytes du coté apical métabolisent en aérobie les

produits bactériens tels que les AGCC [97].

Les cellules caliciformes (ou Goblet cells) jouent un role crucial dans la tolérance intestinale et
I'induction d'une réponse immunitaire au niveau de la muqueuse intestinale. Elles sont
responsables de la production de mucus en sécrétant des mucines comme Muc2, principal

composant de la couche de mucus [98] qui agit comme une barriére protectrice pour la
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mugqueuse. Le mucus recouvre I'épithélium intestinal, empéchant ainsi les bactéries de venir au
contact direct avec la surface épithéliale. Dans le cdlon, il existe deux couches de mucus,
formant une bicouche protectrice. La premiere couche (couche externe) contient des bactéries
de maniéere physiologique. Lorsque des stimuli microbiens activent les cellules caliciformes, les
schémas d'expression des mucines peuvent étre modifiés, entrainant une augmentation de
I'épaisseur et une modification de la composition en mucine de la couche de mucus [99]. Des
niveaux de mucus trop faibles peuvent augmenter la perméabilité de la barriere intestinale, la
rendant plus perméable aux bactéries et aux substances indésirables. Dans l'intestin du
nouveau-né, la couche de mucus est peu développée par rapport a l'intestin adulte et ce
phénomene est augmenté dans le cas d'une naissance prématurée. Chez un enfant prématuré,
la production de mucus sera inégale. Des études ont montré un lien entre les nouveau-nés
atteints de ECUN et une altération de la couche de mucus et des cellules caliciformes [99]. Ceci
suggere que le développement insuffisant de la couche de mucus peut contribuer a la
vulnérabilité des nourrissons prématurés a cette maladie. Par ailleurs, certains membres de
I'ordre des Clostridiales utilisent I'acide sialique associé a la mucine et le sucre fucose comme
source d'énergie, ce qui favorise leur colonisation du tube digestif [100]. Les cellules
caliciformes interagissent également avec les cellules dendritiques, ce qui contribue a
I'induction de la tolérance envers les antigénes alimentaires et le microbiote intestinal, tout en
favorisant une réponse appropriée du systeme immunitaire face aux pathogenes. Les cellules
caliciformes jouent également un réle essentiel dans la détection et la régulation du microbiote
intestinal. Elles sécretent la protéine de granule de zymogene 16 (Zg16), une protéine similaire
aux lectines qui favorise l'agrégation des bactéries a Gram positif en se liant a leurs
peptidoglycanes, ce qui empéche leur passage dans le mucus et contribue ainsi a la protection
de la muqueuse intestinale. Un autre mécanisme de défense implique la sécrétion de la
molécule pro-inflammatoire de type résistine  (RELMp) par les cellules caliciformes. Cette
molécule induit la mort des bactéries a Gram négatif en ciblant leurs membranes, participant
ainsi a la protection de la muqueuse intestinale contre les pathogenes potentiellement

dangereux [97].

Les cellules entéro-endocrines jouent un role important en tant que sécrétrices d’hormones
dans l'intestin. Parmi elles, les cellules G produisent la gastrine, tandis que les cellules
entérochromaffines produisent de la sérotonine [97]. Ces hormones ont un impact significatif

sur la régulation de la composition du microbiote intestinal [100]. La gastrine est une hormone
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digestive qui stimule la production d'acide gastrique par I'estomac, favorisant ainsi la digestion
des aliments. La sérotonine, quant a elle, agit comme un neurotransmetteur et joue un rdle
dans la régulation de diverses fonctions intestinales, telles que la motilité intestinale et la

régulation de la perception de la douleur.

Les cellules tuft sont des cellules chimiosensorielles qui jouent un role essentiel a la fois dans
la défense contre les helminthes (vers parasites) et dans le maintien de I'homéostasie des
cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) [97]. Ces cellules sont impliquées dans la détection
des signaux chimiques et jouent un réle clé dans les réponses immunitaires de type 2, qui sont
importantes pour la défense contre les infections parasitaires et pour la régulation des
réponses inflammatoires dans les tissus. Les cellules tuft sont considérées comme des cellules
sensorielles dans la muqueuse intestinale et respiratoire, et leur activation peut déclencher des
cascades d'événements immunitaires qui aident a protéger I'organisme contre les parasites.
Ces cellules sont trés peu abondantes dans I'épithélium en comparaison aux autres types

cellulaires [97].

Les cellules de Paneth sécretent différents composés antimicrobiens, tels que des peptides
antimicrobiens appelés défensines et des enzymes lysozymes. Ces substances ont des
propriétés bactéricides et antiparasitaires, aidant a protéger l'intestin contre les pathogénes
potentiels. En plus de leur action antimicrobienne, les cellules de Paneth contribuent également
a maintenir I'équilibre du microbiote intestinal. Elles sécretent des facteurs qui régulent la
croissance des bactéries bénéfiques, contribuant ainsi a maintenir une communauté
microbienne équilibrée dans l'intestin. Dans le c6lon ces cellules sont peu abondantes, voire
absentes. Les cellules de Paneth atteignent leur maturité vers la 10°™ semaine de gestation,
mais les niveaux de libération d'alpha-défensine augmentent significativement a partir de la
29°™ semaine de gestation [101]. Cela signifie que les enfants nés prématurés avant la 29°™®
semaine de gestation pourraient étre plus susceptibles d'étre colonisés par des pathogénes,
car ils auraient moins de peptides antimicrobiens produits par les cellules de Paneth a cette

période précoce du développement.
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Figure 12 : Types cellulaires différents de 'épithélium du colon avec leur principales
fonctions (Adaptation de [97])

Les jonctions serrées (zonula occludens) jouent un réle crucial dans le maintien de l'intégrité
de la barriere épithéliale, le contrdle de la perméabilité des cellules et le transport
transépithélial de nombreuses molécules. Certaines souches bactériennes commensales
favorisent la formation de ces jonctions, tandis que d'autres peuvent augmenter la perméabilité
en agissant sur ces structures. Les principales protéines des jonctions serrées sont I'occludine
et les claudines. Ces protéines s'associent au cytosquelette pour créer un systéeme de support
a travers la monocouche épithéliale, contribuant ainsi a la formation et au maintien de la
barriere intestinale. Des études ont montré que ces protéines de jonctions serrées sont
régulées a la baisse chez les enfants atteints d'ECUN, ce qui souligne leur rdle crucial dans la
protection des nouveau-nés contre les pathologies intestinales [99]. L'interaction de certaines
souches d'Escherichia coli adhérentes et invasives (AIEC) avec les protéines de jonctions serrées
contribue a augmenter la perméabilité observée dans les maladies inflammatoires de I'intestin
[102]. Les AGCC jouent également un role dans la réparation de la barriere intestinale [103].
L'expression des protéines des jonctions serrées differe selon I'age de I'individu. Par exemple,

la claudine-2 est exprimée uniquement dans le cOlon au stade foetal et n'est pas présente chez
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I'adulte [104]. Les jonctions serrées permettent un passage sélectif de molécules d'eau, d'ions,
de petites et de grandes molécules, tandis qu'elles empéchent le passage de certaines
protéines, lipides et peptides microbiens [105,106]. En contrélant la perméabilité de
I'épithélium intestinal, les jonctions serrées jouent un role essentiel dans le maintien de
I'hnoméostasie intestinale et la protection contre les agents pathogénes et les substances

indésirables.

Par rapport aux animaux axéniques, les animaux conventionnels présentent des
caractéristiques distinctes au niveau de leur tube digestif. lls ont une couche de mucus plus
épaisse, une paroi plus fine et des villosités plus longues et plus fines [107]. Le microbiote tres
simplifié et peu diversifié du nouveau-né prématuré peut laisser supposer un effet barriere peu

ou pas efficace favorisant les infections et les ECUN.

I11.3 Impact du microbiote intestinal sur I’expression de génes

de I'hote
L'impact du microbiote sur les cellules épithéliales a été étudié en utilisant des approches
transcriptomiques comparant animaux axéniques et conventionnels. Environ 10% du
transcriptome est affecté par la présence de bactéries chez les souris conventionnelles par
rapport aux axéniques [108]. En ce qui concerne les fonctions biologiques affectées, environ
50% des catégories de la Gene Ontology (GO) dont I'expression est altérée est lié¢ a I'immunité.
Cela suggeére que la présence du microbiote dans le tube digestif a un impact significatif sur la
régulation de I'expression génétique liée a I'immunité chez les animaux conventionnels. En
resume, la présence du microbiote intestinal chez les animaux conventionnels induit des
changements dans |'expression génétique, en particulier au niveau des cryptes intestinales, et
ces modifications sont étroitement liées a des processus immunitaires essentiels pour le
fonctionnement de l'intestin [108]. De plus, le contact avec le microbiote, mature ou immature,
induit une prolifération de cellules indifférenciées (Ki67+) qui augmente la profondeur des
cryptes des le second jour de vie [109]. L'inoculation du microbiote mature provoque une
augmentation de I'expression de transporteurs membranaires d'acides monocarboxyliques, de
sodium et d'aquaporines. Cette interaction a été mieux comprise grace a des expériences de
colonisation avec des especes bactériennes connues et en nombre restreint. La colonisation

précoce par Escherichia coli CEC15 provoque un remodelage épithélial affectant la structure, la
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couche de mucus et les mouvements ioniques. Ces changements suggerent que la colonisation
par E. coli CEC15 peut conduire a un état de I'épithélium intestinal plus favorable a la présence

et au maintien d'une composition bactérienne équilibrée dans I'intestin [110].

La spécificité du dialogue hote-microbiote repose donc sur des interactions spécifiques avec
certaines especes bactériennes. Dans une étude récente, des chercheurs ont réalisé des co-
cultures de colonocytes humains avec des microbiotes provenant d'individus sains différents
pendant quelques heures et ont analysé la réponse des colonocytes au niveau
transcriptomique, ainsi que les variations de la composition du microbiote pendant
I'expérience [111]. Une grande variabilité dans la réponse des colonocytes a été observée avec
notamment un enrichissement pour les fonctions d'adhérence cellulaire. Les auteurs ont
montré que certains genres bactériens tels que Ruminococcus, Coprococcus et Streptococcus
sont associés a une modification de I'adhérence inter-cellulaire. La spécificité de l'interaction
se manifeste méme a I'échelle de I'espece, car en modifiant la proportion de Collinsella
aerofaciens dans des microbiotes sains, les auteurs ont pu faire varier I'expression de plusieurs
dizaines, voire centaines, de genes. De plus, il a été remarqué que I'expression génétique des
colonocytes évolue rapidement au cours des 4 heures suivant la mise en contact avec le
microbiote [111]. Ces résultats mettent en évidence la complexité et la spécificité des
interactions entre le microbiote et I'épithélium intestinal, soulignant l'importance des
différentes especes bactériennes dans la régulation de la réponse épithéliale ainsi que pour la

primo-colonisation.

Les AGCC modulent la différenciation et la prolifération des cellules épithéliales pour renforcer
les fonctions de barrieres intestinales. Des études récentes ont suggéré que le butyrate réprime
I'expression de I'hexokinase (HK2) et réduit la respiration mitochondriale, ce qui offre une voie
thérapeutique pour l'inflammation du tractus gastro-intestinal [100]. De plus, HK, impliquée
dans la premiere étape de la glycolyse, est fortement exprimée dans les cellules épithéliales et
joue un role dans les réponses immunitaires, étant régulée positivement pendant

I'inflammation.

Des études récentes ont mis en évidence des effets contrastés des acides biliaires sur les
cellules épithéliales. Le DCA (acide deoxycholique) a été associé a l'inhibition de la prolifération
des cellules en activant le récepteur farnésoide X (FXR) et a l'inhibition de la réparation de la

barriere intestinale. En revanche, 'UDCA (acide ursodésoxycholique) semble bénéfique pour la
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réparation de la barriere épithéliale en agissant via la voie du récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR). Ces découvertes soulignent I'importance de I'équilibre des acides biliaires
dans la régulation de la fonction intestinale et de la barriere épithéliale, et ouvrent des
perspectives intéressantes pour la compréhension et le développement de traitements

potentiels liés a ces voies de signalisation [100].

Les métabolites dérivés du microbiote intestinal a partir du tryptophane jouent un réle crucial
dans le maintien de I'équilibre de la barriere intestinale. L'indole, produit par la conversion du
tryptophane alimentaire par le microbiote, est reconnu par le récepteur aryl hydrocarbone
(AhR) dans les cellules épithéliales intestinales, améliorant ainsi les fonctions de barriere
intestinale en renforcant les jonctions serrées (Notch1) et en augmentant |'expression du
récepteur IL-10, offrant ainsi une protection contre la colite chez les souris. D'autres
métabolites dérivés de I'indole, tels que I'acide indole-3-propionique (IPA), ont également été
identifiés comme renforcant la barriére intestinale en augmentant les produits de sécrétion des
cellules caliciformes et les mucines. De plus, certains métabolites de I'indole, comme I'indole-
3-éthanol, l'indole-3-pyruvate et I'indole-3-aldéhyde, ont été associés a la préservation des
jonctions serrées et des protéines régulatrices dans la barriere intestinale via AhR. Des études
ont montré que l'administration d'indole-3-carboxaldéhyde (ICA) protége la barriére
intestinale en réduisant la translocation bactérienne transépithéliale grace a la signalisation de
I'interféron de type | (IFNT) dans la maladie du greffon contre I'h6te (GVHD). De plus, l'indole
peut également réguler a la hausse I'expression de molécules associées a la jonction cellulaire
(claudines, occludines) via l'activation du récepteur du prégnane X (PXR) [100]. Dans
I'ensemble, I'activation de AhR, IFN1 et PXR dans les cellules épithéliales intestinales par I'indole

améliore l'intégrité de la barriere intestinale.

En plus des métabolites du microbiote intestinal, certains composants bactériens, tels que la
flagelline et le lipopolysaccharide (LPS), contribuent a la prolifération cellulaire et a la
production de cytokines et de molécules antimicrobiennes dans les cellules épithéliales

intestinales via les récepteurs de type NOD (NLR) et les récepteurs de type Toll (TLR) [100].

Pris ensemble, ces résultats indiquent que les métabolites du microbiote intestinal, les
composants bactériens et I'adhésion bactérienne jouent un réle crucial dans le maintien de
I'intégrité de la barriere intestinale, la prolifération des cellules épithéliales intestinales et la

protection contre les infections bactériennes dans le tractus gastro-intestinal.
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1.4 Immunité intestinale
Le systeme immunitaire intestinal, également connu sous le nom de tissu lymphoide associé a
I'intestin (GALT), est un organe lymphoide secondaire essentiel pour la prise en charge des
antigenes et le développement d'une réponse immunitaire dans I'intestin. Le GALT peut étre
présent dans I'épithélium intestinal, la lamina propria ou sous forme de follicules lymphoides
tels que les plaques de Peyer [112]. Le GALT se caractérise par la diversité de cellules qu'il
englobe, réparties le long de I'intestin et dans les différentes couches tissulaires, et impliquées

dans I'immunité innée et adaptative.

La colonisation de surface de la muqueuse par des microorganismes et le développement du
systéme immunitaire ont lieu simultanément au début de la vie. Le microbiote présent a la
surface de la muqueuse peut influencer directement ou indirectement le systéme immunitaire
pendant sa maturation. Peu aprés la naissance, les nourrissons possedent une immunité innée
assez bien développée, tandis que I'immunité adaptative se développera grace aux anticorps
transmis par le lait maternel. Le développement du systeme immunitaire intestinal est d'une
importance capitale apres la naissance, et il est étroitement lié a I'abondance et a la diversité
du microbiote intestinal. Les cellules immunitaires se complexifient a mesure que le microbiote
se diversifie et se développe [33]. Une étude menée sur des enfants prématurés a révélé que
la présence accrue de Klebsiella dans le microbiote induisait une augmentation de I'expression
des cellules YdT, de I'lL-17 et du VEGFA, tandis que la prédominance de Staphylococcus,
Enterococcus ou Escherichia entrainait une expression plus élevée de BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor) et de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) (Figure 13). Le BDNF est
une neurotrophine qui joue un role dans la croissance des cellules nerveuse ainsi que dans la
régulation de I'humeur et du stress [113], tandis que le PDGF est un facteur de croissance des
cellules sanguines et joue un role dans la cicatrisation des plaies et la régénération tissulaire
en stimulant la division cellulaire [114]. Ces deux groupes de microbiotes étaient
respectivement associés a des enfants présentant des lésions cérébrales graves et a ceux sans

ou avec des lésions cérébrales faibles [115].
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Figure 13 : Développement anormal de ['axe microbiote-systeme immunitaire-cerveau
chez les nouveau-nés prématurés atteints de lésions cérébrales [115]

Les métabolites et composants bactériens ont un impact significatif sur I'immunité intestinale.
Les métabolites bactériens peuvent agir directement sur la muqueuse intestinale ou entrer
dans la circulation sanguine via les cellules épithéliales. Ces métabolites modulent la réponse
immunitaire par divers mécanismes. Par exemple, la production d'AGCC influence le systeme
immunitaire [40]. Certains métabolites se lient a des récepteurs spécifiques présents sur les
cellules hotes, tels que le récepteur d'hydrocarbure arylique (AhR), les récepteurs couplés aux
protéines G, les récepteurs de type Toll (TLR) et les récepteurs PXR. Les polyamines, comme la
spermine, la putrescine et la spermidine, jouent un role dans la régulation de la transcription

[40].

Les composants bactériens, tels que les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRR), jouent un réle essentiel dans I'immunité innée en étant responsables de la détection, de
la réponse et de la coordination des antigenes du soi et du non-soi. Ces PRR sont capables de
reconnaitre une variété de composants provenant de divers microorganismes tels que les
champignons, les virus et les bactéries. Parmi ces composants se trouvent les peptidoglycanes,
les lipopolysaccharides, les peptides formyl, les structures uniques d'acides nucléiques et la

flagelline. Lorsque les PRR sont activés, ils déclenchent une cascade de signaux qui aboutit a la
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libération de chimiokines, de facteurs apoptotiques et de cytokines. Ces réponses immunitaires
sont essentielles pour lutter contre les infections et contribuent a la réponse inflammatoire en

cas de maladie (Figure 14) [40].
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Figure 14 : Schéma représentant le systeme de PRR présent sur les cellules épithéliales
aboutissant a une réponse immunitaire [116]

Le systéme immunitaire inné (Figure 15) constitue la premiére ligne de défense contre les
agents pathogenes dans l'intestin, agissant de maniére non spécifique. Parmi les acteurs clés
figurent les macrophages, qui sont les principaux leucocytes présents dans la lamina propria
intestinale, ainsi que les neutrophiles, qui représentent environ 50-60% des leucocytes
sanguins [117]. Les neutrophiles possedent des récepteurs de reconnaissance de motifs tels
que les TLR et jouent un réle important dans la défense contre les pathogenes microbiens via
des mécanismes tels que la phagocytose et la dégranulation. Les neutrophiles présents chez
les prématurés peuvent rencontrer des difficultés a migrer vers les sites d'infection en raison
d'une réduction de I'expression des molécules d'adhésion telles que la L- et la E-sélectine [118].
Le contact des pathogénes avec les neutrophiles entraine une production massive de radicaux
libres d'oxygene (ROS) et la libération de granules contenant des peptides anti-microbiens
(alpha-défensines et cathélicidines). La production de peptides anti-microbiens par le
nourrisson est corrélée avec l'age gestationnel [118]. Les cellules dendritiques jouent
également un role crucial en détectant les microorganismes pathogenes, qu'ils soient
microbiens ou fongiques, grace a leurs récepteurs de reconnaissance de motifs tels que les TLR
et les récepteurs cytoplasmiques de type NOD. Cette détection déclenche une cascade de
signalisation qui aboutit a l'activation du facteur de transcription NF-kB, entrainant la

transcription et la production de médiateurs pro-inflammatoires, I'assemblage
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d'inflammasomes et l'activation de voies de réparation épithéliale. D'autres cellules
immunitaires innées présentes dans l'intestin comprennent les lymphocytes T innés associés a
la muqueuse (MAIT) et les lymphocytes NK invariants (iNK). Lorsqu'ils sont activés par des
bactéries, les MAIT induisent une activité cytolytique, tandis que les iNK produisent de I'lL-4 et
de I'lFN-y [119]. Le foetus produit une quantité de facteurs solubles (immunoglobine, Ig) limitée
de sorte qu'il dépende de I'approvisionnement maternel. L'IlgG est transférée a travers le
placenta depuis la circulation maternelle en grandes quantités aprés 32 semaines de gestation
et augmente avec I'age gestationnel. Les prématurés ont donc de faibles taux d'lgG maternelles

circulantes pouvant entrainer une déficience de la phagocytose [118].

Contrairement a la réponse immunitaire innée, la réponse immunitaire adaptative (Figure 15)
se caractérise par sa haute spécificité et sa durabilité. Elle est orchestrée par les lymphocytes T
et B, qui cooperent entre eux et avec le systeme immunitaire inné pour assurer une réponse
immune ciblée et efficace. La maturation de I'immunité adaptative se produit principalement
aprés la naissance, de sorte que tous les nouveau-nés présentent des déficiences dans
I'activation des cellules T et B par rapport aux adultes. Dans lintestin, I'activation des
lymphocytes T peut se produire directement dans la lamina propria ou les plaques de Peyer.
Suite a leur activation, les lymphocytes T subissent une différenciation qui détermine le type
de réponse immunitaire locale induite [120]. Au sein de I'intestin, les lymphocytes B jouent un
role important en produisant des immunoglobulines A (IgA) qui peuvent migrer jusqu'a la
lumiere intestinale. Ces IgA neutralisent les pathogénes en les piégeant dans le mucus [31]. La
présence du microbiote intestinal est essentielle, car elle influence la production d'lgA
sécrétoires et |'expression accrue du récepteur plgR dans le cOlon. Cette interaction avec le
microbiote intestinal contribue a renforcer la protection de la muqueuse intestinale contre les

pathogénes [119].
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La calprotectine, produite par les leucocytes a également un role trés important. Le complexe
S100A8/S100A9 active les réponses immunitaires innées et favorise l'inflammation. La
calprotectine peut déclencher la chimiotaxie des neutrophiles et I'adhésion endothéliale. De
plus, elle exerce une activité antimicrobienne qui a été largement étudiée [121]. Le complexe
ST100A8/A9 permet la chélation de divers ions de métaux de transition qui sont cruciaux pour
les bacteéries intestinales invasives et commensales, car participant a des fonctions
enzymatiques bactériennes, a I'homéostasie cellulaire et aux cascades de signalisation [121].
De nombreux microorganismes ont acquis la capacité de surmonter et d'échapper a la
privation de métaux induite par le complexe grace a I'expression de transporteurs de métaux
de haute affinité ou d'altérations métaboliques. Néanmoins, le déficit en ST00A8/S100A9 chez
la souris altére le microbiote intestinal, et les souris dépourvues de ST00A9 présentent une
sensibilité a l'infection a Streptococcus pneumoniae. De plus, certaines études ont montré que
les concentrations fécales de calprotectine sont physiologiquement élevées chez les enfants
de moins de 4 ans par rapport aux adultes [121-124]. Par ailleurs, des niveaux élevés de ST00A8
et ST00A9 sont contenus dans le lait maternel, indiquant un réle de ces molécules dans la
formation du systeme immunitaire des nouveau-nés. Il a été démontré que ST100A8 et STO0A9
régulent la programmation de I'immunité intestinale et que des niveaux élevés de calprotectine
fécale sont associés a la colonisation intestinale par un microbiote favorable chez les nouveau-

nés [121].
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1.5 Développement de |I'axe intestin-cerveau
La prématurité est connue pour avoir des conséquences sur le développement cognitif a court

et long terme. Les enfants nés prématurés sont plus sujets, entre autres, aux lésions cérébrales,
aux troubles de l'attention avec ou sans hyperactivité (TDAH), aux troubles du spectre

autistique (TSA), du comportement alimentaire et de I'apprentissage [125,126].

L'axe intestin-cerveau est un concept de recherche émergent qui met en évidence les
interactions étroites et complexes entre le systéme nerveux entérique de l'intestin et le systeme
nerveux central du cerveau [127]. La régulation de la fonction du systeme nerveux central (SNC)
s'effectue via le développement et la maturation des systemes immunitaire et endocrinien. Les
cellules neuro-immunes communiquent avec les microorganismes intestinaux et leurs
métabolites au cours du développement du cerveau (neurotransmetteurs, acides gras a chaine
courte, métabolites du tryptophane ou autres acides aminés, peptidoglycanes..) [128].
Notamment, certains métabolites bactériens sont connus pour avoir des effets précis. La
nicotinamide-N-oxide permet d'améliorer la fonction cognitive, l'indole (produit du
tryptophane) permet de soulager I'anxiété et les AGCC permettent le développement du
cerveau foetal et d'atténuer les déficits comportementaux et les troubles cognitifs [129]. De
plus, le nicotinamide-N-oxide a été montré comme supprimant la progression de I'encéphalite
a herpes simplex [129]. De plus, certains de ces métabolites peuvent franchir la barriere
hémato-encéphalique (BHE) et affecter la neurogenese et la myélinisation [128]. Le microbiote
intestinal et les cellules jouent également un réle en produisant des neurotransmetteurs
essentiels aux processus neurodéveloppementaux et a la neurophysiologie tels que I'acide
gamma-aminobutyrique (GABA), la dopamine, I'acide glutamique, la 5-hydroxyryptamine (5-
HT), la noradrénaline et I'histamine [128,129]. Les cellules endocrines peuvent transmettre des
informations au cerveau en libérant des hormones ou agir directement sur le nerf vague via le
glutamate ou le 5-HT car le nerf vague permet une activation directe du systéme nerveux
entérique vers le SNC [129]. L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) joue un réle
particulierement important dans I'axe intestin-cerveau et est associé aux troubles anxieux et
au stress (Figure 16). Dans l'autre sens, les signaux peuvent également influencer les niveaux
d'inflammation et de stress oxydatif dans le cerveau des nourrissons en particulier chez les
prématurés, ce qui a des implications importantes pour le développement neurologique et la

susceptibilité aux maladies neurologiques [130]. Les signaux du cerveau peuvent moduler la

43



motilité intestinale, la sécrétion de mucus et d'enzymes digestives, ainsi que la composition du

microbiote.
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Figure 16 : Voies de l'axe intestin-cerveau [131]

En l'absence de colonisation mature au début du développement, des modeles murins
présentent des déficits immunitaires importants, des troubles séveres du développement
cérébral, des troubles du comportement, des déficits d'apprentissage et de mémoire des
anomalies dans la structure et la fonction cérébrale [128]. Ces effets peuvent persister plus tard
dans I'enfance et a I'age adulte, ce qui souligne I'importance d'un microbiote sain pendant les
phases clés du développement neurologique [130]. Une étude menée chez des nourrissons
agés d'un an a montré une association négative entre des niveaux élevés de Veillonella,
Dialister et Clostridiales, des niveaux faibles de Bacteroides dans le microbiote intestinal, et le
développement du cortex préfrontal et I'amygdale, qui sont des structures cérébrales régulant
le comportement de peur [132]. Une supplémentation par Lactobacillus rhamnosus GG et
Lactobacillus reuteri chez les nourrissons peut réduire l'incidence du TSA et du TDAH en

grandissant [130,133]. Les nourrissons d'un an ayant un microbiote intestinal a dominance
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Bacteroides ont un développement cognitif favorable a 2 ans par rapport a ceux a dominance
Firmicutes ou Proteobacteria [134]. Une augmentation de I'abondance de Bifidobacterium est
associée a des niveaux accrus de cyclohexadienyl déshydratase, un précurseur de la dopamine,
ainsi qu'a des réponses neuronales réduites pour récompenser |'anticipation, qui constitue une
caractéristique du TDAH [135]. Les altérations de la composition du microbiote intestinal et la
présence réduite d’AGCC ont été identifiées comme des facteurs significatifs contribuant aux
troubles cognitifs chez les rats prématurés [136]. Le groupe présentant des troubles cognitifs
montrait une diminution de la diversité du microbiote intestinal, une augmentation de
I'abondance des Proteobacteria, de Oligella, Psychrobacter, Staphylococcus et Enterococcus
tandis que l'abondance de Prevotella, Lactobacillus, Bacteroides et Alistipes était
significativement plus faible. La supplémentation en Enterococcus faecalis peut limiter la
production de corticostérone médiée par I'axe HTA, supprimer la réponse au stress et stimuler
I'activité sociale chez les souris tandis que des prébiotiques comme I'oligosaccharide de
mannane peuvent réguler a la hausse la noradrénaline pour améliorer la mémoire ou la
cognition [129]. Les métabolites microbiens produits dans l'intestin peuvent augmenter la
production de ROS dans la microglie de la souris, inhiber I'activité mitochondriale et
I'accumulation d'ATP et limiter I'expression des genes liés a la sénescence dans la microglie
cérébrale [129]. Clostridium butyricum permettrait quant a lui de soulager les troubles cognitifs

[129].

Chez les enfants nés prématurés, cet axe joue un réle crucial dans le développement
neurologique, la santé intestinale et la régulation du systeme immunitaire. Leurs systémes
nerveux central et entérique régulent les fonctions digestives qui ne sont pas entierement
développées. Cela les rend particulierement vulnérables a diverses complications de santé, y
compris les problemes intestinaux et neurologiques. Le microbiote intestinal devient une
communauté stable en méme temps que le développement du systeme nerveux au cours des
2-3 premieres années de vie [137]. De plus, il a été montré qu'il influence le développement
du cerveau et du comportement de I'hote. De ce fait, un concept est proposé pour considérer
la maturité du microbiote comme un facteur prédictif du développement neurologique [138].
Les enfants prématurés sont a risque d'obtenir des scores réduits aux tests cognitifs et leur
immaturité a la naissance est directement proportionnelle aux scores cognitifs moyens a I'age
scolaire. Une étude montre que les altérations de la communauté microbienne intestinale

peuvent étre associées a un risque de neurodysplasie chez les nouveau-nés prématurés. Au
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total, 94 nouveau-nés ont été inscrits et divisés en quatre groupes en fonction de I'age
gestationnel et des résultats neurodéveloppementaux. Une abondance relative plus élevée de
Streptococcus et une abondance relative plus faible de Bifidobacterium et Veillonella a 3 mois
étaient associées a de mauvais résultats neurodéveloppementaux chez les prématurés, alors
qu'il n'y avait aucune différence dans la composition microbienne intestinale pour les
nourrissons nés a terme [139]. De plus, les souris colonisées avec des échantillons fécaux
d'enfants prématurés développent un profil métabolique marqué par des niveaux accrus de
plusieurs analogues d'acylcarnitine avec une maturation cérébrale retardée, des déficits de

locomotion, d'anxiété et de troubles de la mémoire [140].

La nutrition des prématurés joue également un role essentiel dans I'axe intestin-cerveau. La
relation entre I'allaitement précoce et exclusif au lait maternel et la réduction des comorbidités
néonatales est bien connue et le lait maternel est considéré comme I'aliment contenant le plus
de nutriments riches tels que les acides gras polyinsaturés a chaine longue, contribuant a la
neurogenese pour les enfants nés a terme [130]. Ce mode d'alimentation est bénéfique pour
le développement du langage a 12 et 18 mois et le développement cognitif a 18 mois et permet
des résultats de développement neurologique optimaux via un mécanisme de régulation de la

structure du microbiote intestinal.

IV. Exposomes des enfants prématurés

IV.1 Importance de la compréhension de |l'exposome des

enfants prématurés
L'exposome, défini par I'Institut national de la santé environnementale et I'Institut national de
la sécurité et de la santé au travail comme la mesure de toutes les expositions d'un individu au
cours de sa vie, est un concept important dans un contexte de recherche sur le microbiote.
Cela inclut toutes les interactions entre I'environnement et I'organisme en développement qui
peuvent influencer la santé et le développement des enfants prématurés tout au long de leur
vie. Les prématurés sont souvent plus vulnérables aux influences de I'environnement en raison
de leur développement incomplet. Leur exposome peut étre influencé par divers facteurs, tels

que I'environnement intra-utérin (alimentation, exposition de la mére aux produits chimiques),
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les soins néonataux (médicaments, interventions médicales, dispositifs médicaux) ou

I'environnement postnatal.

Comprendre I'exposome des enfants prématurés est essentiel pour appréhender I'ensemble
des facteurs qui peuvent influencer leur santé et leur bien-étre tout au long de leur vie. Des
recherches approfondies dans ce domaine permettent de mieux cerner les risques potentiels
et d'identifier les facteurs qui peuvent étre modifiés ou atténués pour améliorer les résultats
de santé a long terme des enfants prématurés. Comprendre ces interactions entre
I'environnement et le développement des enfants prématurés est crucial pour optimiser leur

santé, leur bien-étre et leur qualité de vie tout au long de leur parcours de vie.

IV.2 Exposition chimique
Une étude exploratoire récente a rapporté que les nouveau-nés de I'USIN étaient exposés au
bisphénol A (BPA) et aux parabenes [141] via des équipements par voie inhalatrice, cutanée,

orale et parentérale.

Le bisphénol A (Figure 17) est une substance chimique de synthese utilisée depuis plus de 50
ans dans un grand nombre d'applications industrielles. Ses deux principales utilisations ont
longtemps été la fabrication de plastique et de résines époxydes. Il est aussi utilisé comme
composant d'autres polymeres et résines [142]. Comme les enfants nés prématurés sont pris
en charge dans des couveuses, ont une assistance respiratoire, une alimentation par voie
entérale, ils sont donc en contact fréquent avec du plastique. Le BPA était un produit chimique
largement utilisé dans la fabrication de plastiques et de résines, notamment dans la production
des biberons en plastique, de revétements intérieurs de conserves alimentaires, de jouets en
plastique et d'autres produits courants. Il était également présent dans certains matériels
médicaux, tels que les tubes de perfusion et les dispositifs médicaux (cathéters, tubulures et
contenants pour l'alimentation et les médicaments). Les enfants prématurés sont donc en
contact régulier avec ce produit chimique [141]. Une étude a montré des concentrations de
BPA 16 a 32 fois plus élevées chez les nourrissons hospitalisés que chez les nourrissons et les

enfants en bonne santé [143].

Le BPA peut migrer des contenants alimentaires sous |'action de la chaleur et du pH [144]. De
plus, il peut étre absorbé par la peau s'il est présent dans les produits de cosmétiques ou de

soins médicaux tels que les adhésifs médicaux. Une fraction du BPA absorbé peut étre stockée
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dans le tissu adipeux blanc, puis se libérer lentement dans le sang et finalement dans I'urine
[145]. L'impact du BPA sur le microbiote intestinal a largement été étudié. Par exemple,
Akkermansia et Methanobrevibacter [146] sont impactés négativement par la présence de BPA
et les Proteobacteria [147] voient leur abondance augmenter. La diversité alpha du microbiote
intestinal est également diminuée par la présence de BPA. Récemment, une étude a montré
que le BPA pouvait étre métabolisé par le microbiote intestinal. Sous exposition continue au
BPA, les abondances de nombreux genres microbiens intestinaux étaient significativement
corrélées avec la proportion de BPA ou de ses métabolites dans le sang, l'urine et les feces des

rats [147].

Cependant, les recherches sur l'impact spécifique du BPA sur les enfants prématurés sont
encore limitées. Les préoccupations concernant I'exposition au BPA ont conduit a des mesures
réglementaires récentes visant a restreindre son utilisation dans certains produits et matériaux,
en particulier ceux destinés aux nourrissons et aux jeunes enfants. Depuis 2015, 'usage du BPA
est proscrit dans la composition des contenants alimentaires (biberons, bouteilles). Le BPA est
aujourd’hui considéré comme perturbateur endocrinien et des études montrent son impact
néfaste sur le développement du cerveau, du systéme reproducteur et immunitaire et sur la
naissance prématuré [142,148,149]. Les fabricants de produits pour bébés ont également
développé des alternatives sans BPA. Cependant, le BPA est souvent remplacé par le Bisphénol
S (BPS) (Figure 17) encore peu étudié. Des études ont montré que la quantité de BPS ingérée
qui accéde a la circulation sanguine générale est environ 100 fois supérieure a celle du BPA. Le
BPS est éliminé plus lentement de la circulation sanguine (vitesse environ 3.5 fois inférieure
que le BPA), ce qui conduit a des concentrations de BPS dans le sang environ 250 fois

supérieures a celles du BPA [150]. L'impact du BPS sur le microbiote intestinal n'est pas bien

CH; HO OH
HO OH 9
CH3 3
O
Bisphénol A Bisphénol S

Figure 17 : Structure chimique du bisphénol A et du bisphénol S
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Les parabenes sont utilisés comme conservateurs dans les produits pharmaceutiques en raison
de leurs propriétés bactéricides et fongicides. Des études ont montré des associations entre
plusieurs parabénes et la naissance prématurée, en plus d'effets endocriniens possibles et
d'une fonction pulmonaire réduite chez les enfants [141]. Une étude a détecté des niveaux

urinaires de parabénes plus élevés chez les prématurés hospitalisés que chez des adultes.

IV.3 Exposition médicamenteuse
Les enfants prématurés sont également exposés a de nombreux médicaments. L'impact des
médicaments sur le microbiote intestinal des nouveau-nés prématurés est un sujet d'intérét
croissant dans la recherche pédiatrique. Les enfants prématurés sont particulierement
vulnérables en raison de leurs systemes immunitaires sous-développés et de leur tractus
gastro-intestinal immature. Par exemple, les enfants faisant partie de la cohorte EPIPAGE 2 sont
exposés a de nombreux médicaments tels que de la morphine, des antibiotiques, des
corticoides, des antiacides, de la caféine, des tranquillisants ou encore des antifongiques.
Cependant, certains médicaments donnés a la mére peuvent se retrouver chez I'enfant. La
dompéridone (Figure 18) est un antiémétique. Il peut étre administré a la meére pour activer la
lactation. De fait, I'un des effets secondaires de cette molécule est I'amélioration de la
production de lait en augmentant les niveaux de prolactine au niveau de I'hypophyse par
blocage de la dopamine[151]. Il arrive donc régulierement qu’elle soit prescrite chez les meres
d'enfants prématurés ou grands prématurés qui ne tetent pas encore afin que celles-ci puissent
tirer leur lait [152]. La dompéridone est responsable du syndrome du QT long induit par les
médicaments et de la mort cardiaque subite [153]. Depuis 2019, la dompéridone ne doit plus
étre utilisée chez le jeune enfant. Elle a la capacité de traverser le placenta et de petites
quantités sont excrétées dans le lait maternel [154], ce qui implique une potentielle

transmission chez le nourrisson.
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Figure 18 : Structure chimique de la dompéridone

Les excipients sont des substances inertes ajoutées aux médicaments pour faciliter leur
formulation et leur administration, mais leurs effets sur le microbiote délicat des intestins des
prématurés suscitent des inquiétudes (Figure 19). Les excipients sont particulierement
importants dans les produits pharmaceutiques destinés aux enfants, car ils jouent un role
essentiel dans la préparation de formulations pédiatriques adaptées. Dans une étude de
prévalence dans 89 unités néonatales de soins intensifs de 21 pays européens, des excipients
potentiellement nocifs ont été trouvés dans 31 % des ordonnances et administrés a 63 % des

nourrissons [141].

L'utilisation d'excipients dans les médicaments administrés a ces nourrissons peut altérer la
composition et la fonction de leur microbiote intestinal, ce qui peut entrainer des problemes
de santé. Des études ont montré que certains excipients, tels que le polysorbate 80 (PS80) et
le propyléne glycol, peuvent perturber I'équilibre du microbiote intestinal chez les prématurés.
Le polysorbate 80 induit une dysbiose et une prolifération des bactéries dégradant le mucus
chez les souris. Ces souris développent des colites. Les modifications du microbiote intestinal
dépendantes de PS80 étaient également responsables d'altérations comportementales et
neurales spécifiques au sexe chez la souris [155]. Ces excipients peuvent agir comme substrats
pour des bactéries spécifiques du microbiote, favorisant ainsi la croissance de microorganismes
potentiellement nuisibles et réduisant I'abondance de ceux qui sont bénéfiques. Il n'y a pas de
limites acceptées a I'échelle de l'industrie sur les niveaux sirs des polysorbate (PS) en tant
qu'excipients dans les formulations pédiatriques pour I'administration de produits
médicamenteux contenant de la PS, en particulier pour la voie parentérale d'administration aux
nouveau-nés et aux nourrissons. Cependant, réecemment, une étude a montré la toxicité de ce

produit de facon doses dépendante, selon I'age et le poids de naissance [156].
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De plus, certains excipients ont été liés a une augmentation de la perméabilité intestinale [157].
Cela peut permettre a des substances nocives de traverser la paroi intestinale et de pénétrer
dans le sang, déclenchant ainsi une inflammation et compromettant le fonctionnement du
systeme immunitaire. Le microbiote intestinal altéré chez les nouveau-nés prématurés peut
également affecter I'absorption des nutriments et leur métabolisme, pouvant potentiellement
influencer leur croissance et leur développement. De plus, les changements dans le microbiote
peuvent perturber la production d’AGCC. Les effets des excipients sur le microbiote intestinal
peuvent influencer le métabolisme des médicaments, entrainant une efficacité et une sécurité
variables chez les prématurés [158]. L'absorption et la biodisponibilité de certains médicaments
peuvent étre affectées par les interactions avec les bactéries intestinales, ce qui complique

davantage le traitement médical chez cette population vulnérable.
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Figure 19 : Description de l'administration de 8 excipients potentiellement nocifs chez
726 nouveau-nés [158]

En conclusion, limpact des médicaments sur le microbiote intestinal des nouveau-nés
prématurés est une question complexe et multifacette. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre les effets spécifiques des différents excipients et leurs

interactions avec le microbiote intestinal dans cette population vulnérable.
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OBJECTIFS

Il existe un dialogue permanent entre les microorganismes et les cellules intestinales de I'hote.
C'est un échange complexe qui influence la santé et le bien-étre. Comprendre cette interaction
permettrait d'explorer de nouvelles pistes pour améliorer la santé digestive, renforcer le
systéme immunitaire et méme influencer des aspects comme la cognition. Etudier chez les
nouveau-nés prématurés les associations entre le microbiote intestinal, I'hOte, les variables
périnatales et le développement cognitif a 2 ans pourrait permettre de définir des
biomarqueurs de I'immaturité intestinale. Il serait alors possible de la moduler (antibiotiques,
probiotiques, transplantation fécale) pour améliorer le pronostic a court et/ou long terme des

grands prématurés (Figure 20).

Probiotiques
Antibiotiques Transplantation fécale

N/

Microbiote enfants
prématurés

Maturation

Figure 20 : Objectifs de la these

Ce travail de these vise a déterminer en quoi la communication/interaction entre I’'héte et
le microbiote intestinal est différente en fonction des profils microbiens/entérotypes
chez les enfants grands prématurés a 1 mois de vie de la cohorte EPIPAGE 2. Il s'agit
d'identifier les variations dans ces interactions et de déterminer si les nourrissons grands
prématurés présentent un défaut de maturation digestive globale. Cette recherche offre
I'opportunité de mieux comprendre comment le microbiote et I'hote interagissent chez les
nourrissons grands prématurés, ce qui pourrait éventuellement conduire a des interventions

ciblées pour favoriser leur développement digestif et leur bien-étre général.
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Plus spécifiguement, les objectifs majeurs de mon travail de these étaient les suivants :

1. Avoir une meilleure connaissance de la mise en place du dialogue microbiote-hote
impliqué dans la maturation intestinale chez I'enfant. Nous cherchons a décrire les
mécanismes précis par lesquels les microorganismes intestinaux interagissent avec
I'h6te, en particulier pendant les phases cruciales de maturation intestinale de I'enfance.
Nous visons a identifier des facteurs qui favorisent ou pénalisent la maturation
intestinale normale.

2. Décrire la réponse de I’hote dans ce dialogue en analysant des échantillons de feces
par une approche non invasive. Nous voulons comprendre comment le profil
d'expression de I'hote est influencé par la présence et la diversité des microorganismes
intestinaux et comment cela peut avoir des répercussions sur la santé et le
métabolisme.

3. Déterminer dans quelle mesure un modéle non invasif, basé sur des échantillons de
feces de la cohorte EPIPAGE 2, est approprié et pertinent pour mieux comprendre les
dynamiques de communication entre le microbiote et I'h6te. Sachant que les féces sont
principalement constituées de microorganismes du cOlon, ce modele semble
prometteur.

4. Examiner I'impact de xénobiotiques spécifiques et pertinents sur la mise en place de

ce dialogue et les éventuels effets sur la santé.

Pour répondre a ces objectifs nous avons utilisé des approches méta-omiques permettant de

décrire les interactions entre I'h6te et le microbiote, nous permettant de :

e Analyser la diversité du microbiote intestinal et du métabolisme intestinal global

e Analyser le transcriptome de I'hGte a partir de féces et la réponse in vitro de cellules du
cblon aux surnageants bactériens

e Isoler des souches aérobies et anaérobies provenant d'échantillons de féces congelés

de la cohorte

Analyser la réponse des bactéries aux xénobiotiques

A travers ces méthodes intégratives, notre étude se donne pour but de jeter une lumiére
nouvelle sur la complexité des échanges entre I'héte et le microbiote, ouvrant la voie a une

meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents et de leurs implications pour la santé.
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MATERIELS ET METHODES

l. Cohorte et échantillons

Nous avons voulu effectuer des analyses sur des échantillons prélevés de maniere non invasive
pour les nourrissons grands prématurés et avons concentré nos travaux sur des échantillons

de feces du projet EPIFLORE adossé a la cohorte d’enfants grands prématurés EPIPAGE 2.

Pour ce travail de these, nous avons concentré nos analyses sur un groupe de 73 enfants. En
nous basant sur les entérotypes décrits dans les travaux publiés en 2020 [28], nous avons
déterminé 3 clusters. Ces entérotypes étaient associés a différents développements cognitifs a
I'age de 2 ans, évalués par un score du questionnaire Ages & Stages Questionnaires (ASQ). Les
entérotypes 4, 5 et 6 (caractérisés par Enterococcus, Staphylococcus et une faible charge
bactérienne, respectivement) regroupaient les nouveau-nés prématurés avec les moins bons
résultats (Cluster C), I'entérotype 3 (enrichi en Escherichia) rassembilait les nourrissons avec les
meilleurs résultats (Cluster A), et enfin, les entérotypes 1 et 2 (enrichis en Clostridium et
Klebsiella/Enterobacter) regroupaient les nourrissons avec des résultats hétérogenes (Cluster
B). De plus, ces entérotypes regroupés dans un cluster étaient également regroupés au niveau
de la composition bactérienne. Nous avons sélectionné 20 échantillons de chacun de ces
clusters et 13 échantillons de I'entérotype 6 (caractérisé par une faible biomasse bactérienne)
qui n'a pas été analysé en composition microbienne ni en métabolomique. La sélection de ces
échantillons s’est réalisée en excluant les enfants atteints de ECUN. Tous les enfants avaient un
cathéter central et étaient vivants a la fin de I'étude. Nous avons analysé les échantillons
prélevés a environ 1 mois de vie. Le méconium avait également été prélevé, mais il est plus
compliqué a analyser (premieres feces du nourrisson) car il héberge un microbiote avec une
faible biomasse et contient de fortes concentrations d'inhibiteurs de PCR [159]. Il n'est pas
considéré comme des feces au sens traditionnel, car n'étant pas une excrétion des déchets de
la digestion, mais une accumulation d'acides biliaires, de sécrétions pancréatiques, de cellules
épithéliales et de résidus de liquide amniotique avalé. Le méconium commence a se former a
la fin du premier trimestre de la grossesse et est généralement expulsé par le nourrisson au

cours de ses premiers jours de vie [159].
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De nombreuses variables ont été collectées durant I'étude :

- Les variables périnatales: age gestationnel, poids de naissance, sexe, grossesse

multiple, nationalité, IMC de la mére, contexte et mode d'accouchement, administration
d'antibiotiques a la mére ou I'enfant, mode de nutrition (sein, lait maternel), ruptures
prématurées des membranes, pratique du peau a peau, utilisation d'insuline,
intubation, surfactant, Augmentin, remplissage.

- Les variables « outcome » : mortalité ou morbidité, le score d'ASQ, transit intestinal

(régulier ou non), le score d’APGAR (évaluation du nourrisson par un professionnel de

santé des la naissance).

Il. Analyse du microbiote intestinal d’enfants grands
prématurés agés d’'un mois

Nous avons analysé le microbiote intestinal via le séquencgage du gene codant I'’ARNr 16S mais

également, pour certains échantillons, via une méthode de métagénomique shotgun. Notre

objectif était d'identifier les taxons et souches bactériennes présentes, car de nombreuses

fonctions biologiques sont spécifiques aux souches et varient au sein d'une méme espece,

notamment chez Escherichia coli, ou peuvent coexister des pathogenes, des commensaux et

méme des probiotiques.

La diversité alpha a été analysée via les indices de Shannon et de Simpson. Ce sont deux
mesures utilisées en écologie pour évaluer la diversité d'une communauté microbienne. Ces
indices permettent de quantifier la richesse spécifique (nombre d'espéces différentes) ainsi que
I'équitabilité (répartition relative des individus entre les différentes especes) au sein de la
communauté. L'indice de Shannon est une mesure de la diversité spécifique d'une
communauté. Il est calculé en prenant en compte la proportion d'individus de chaque espece
présente dans la communauté. L'indice de Simpson est une mesure de la concentration
d'individus dans quelques espéces dominantes par rapport a la diversité totale de la
communauté. Un indice de Simpson plus élevé indique une concentration plus importante
d'individus dans quelques especes dominantes, tandis qu'un indice plus proche de zéro
indique une répartition plus équilibrée des individus entre les différentes especes. Ces deux

indices sont largement utilisés pour comparer la diversité entre différentes communautés
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écologiques et pour évaluer I'impact des perturbations environnementales sur la biodiversité.

lIs fournissent des informations importantes sur la structure des communautés et leur stabilité.

Pour I'analyse de la diversité beta, I'indice de Bray-Curtis a été utilisé. C'est une mesure de
similarité ou de dissimilarité entre deux échantillons ou communautés écologiques qui permet
de comparer la composition des espéces ou des variables environnementales entre différentes
zones géographiques, écosystemes ou échantillons. Il est basé sur la différence relative des
abondances des especes ou des variables entre les échantillons. Il est notamment utilisé dans
les études de biodiversité, d'écologie marine, d'écologie végétale, ainsi que dans les études sur

la diversité microbienne et le microbiote.

Nous avons également réalisé des isolements bactériens a I'aide de différents milieux sélectifs
a partir des échantillons de feces congelés (Tableau 1) envoyés pour analyse en
métagénomique shotgun. Nous avons pu isoler la plupart des espéces retrouvées en analyse

métagénomique shotgun.

Milieu de culture Genres bactériens recherché
Bile-Esculine-Azide (BEA) Enterococcus
Eosine au bleu de méthylene (EMB) Enterobacter, Escherichia
Chapman (MSA) Staphylococcus
McClung Toabe (MCT) Clostridium
BD™ Bifidobacterium (BDB) Bifidobacterium
De Mann, Rogosa et Sharpe (MRS) Bifidobacterium, Clostridium

Tableau 1 : Milieux de culture utilisés afin d'isoler un ou plusieurs genre(s) bactérien(s)
spécifique(s)

lll. Analyse du métabolome fécal d’enfants grands prématurés
agés d'un mois

L'analyse des métabolites a été réalisée par méthode LC-MS (Chromatographie Liquide -

Spectrométrie de Masse) par un prestataire de services (Metabolon). Elle combine la séparation

des composés chimiques par chromatographie liquide (LC) avec la détection et I'identification

de ces composés par spectrométrie de masse (MS). Dans la chromatographie liquide (LC), les

échantillons sont dissous dans un solvant liquide et séparé par une colonne. Les différentes

molécules se séparent en fonction de leurs interactions avec la phase stationnaire de la
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colonne, ce qui permet de séparer les composés présents dans I'échantillon. Une fois les
composés séparés, ils sont acheminés vers le spectrometre de masse (MS) qui mesure leur
rapport masse/charge (m/z) et produit des spectres de masse. Ces spectres permettent
d'identifier les composés présents dans I'échantillon en fonction de leurs masses et de leurs

fragments caractéristiques.

Cette technique permet une détection sensible et sélective des composés présents dans un
échantillon, ce qui en fait un outil précieux pour la découverte de biomarqueurs, I'étude des
voies métaboliques, la pharmacocinétique des médicaments, I'analyse des protéines, entre

autres applications.

La méthode LC-MS présente de nombreux intéréts et avantages. Elle offre une détection tres
sensible et sélective des composés présents dans un échantillon. Elle permet d'identifier des
composés a des concentrations tres faibles, ce qui est particulierement utile pour détecter des
métabolites, des biomarqueurs ou des contaminants dans des échantillons complexes comme
des feces. Elle peut détecter une large gamme de composés, qu'il s'agisse de petites molécules
organiques, de protéines, de peptides, de lipides, de métabolites ou de médicaments. La
chromatographie liquide permet une excellente séparation des composés présents dans un
échantillon, ce qui évite les interférences et améliore la résolution des analyses. La LC-MS peut

également étre utilisée pour quantifier les composés présents dans un échantillon.

L'analyse de ces métabolites est réalisée par différents outils. MetaboAnalyst est un outil
puissant pour I'analyse des données métabolomiques, permettant le prétraitement, I'analyse
statistique, la visualisation et 'interprétation des données métaboliques. Il propose une variété
de méthodes statistiques, des outils de visualisation et d'annotation des métabolites, ainsi que
des analyses de voies métaboliques. MetOrigin est un outil bio-informatique utilisé pour
identifier les sources spécifiques de métabolites et déterminer leur origine dans un échantillon.
MetOrigin est particulierement utile pour identifier les métabolites d'origine endogéne et
exogene, tels que les métabolites produits par le métabolisme humain et/ou bactérien ou
encore ceux provenant d'aliments ou de médicaments. L'outil aide a comprendre la
contribution relative de différentes sources métaboliques dans un échantillon, ce qui peut étre
important pour l'interprétation des données métabolomiques et pour étudier les interactions

entre I'organisme hote et son environnement.
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IV. Analyse du transcriptome fécal de I’hote

Le transcriptome de I'h6te en réponse aux différentes bactéries composant le microbiote

intestinal a été analysé de deux fagons.

La premiére a été la création d'une bibliotheque de genes d'intérét provenant de I'h6te
présents dans les échantillons de feces des enfants. Nous avons ainsi opté pour I'analyse
transcriptomique en envoyant des échantillons d'’ARNm extraits. La transcriptomique NGS
(Next-Generation Sequencing ; RNA-seq) est une approche qui permet d'analyser I'expression
génique a grande échelle. Dans le contexte de la transcriptomique fécale, cette méthode
permet d'identifier et de quantifier les ARN issus de I'héte en réponse a la composition du
microbiote intestinal. En utilisant le NGS, il est possible d'obtenir des informations précises sur
les niveaux d'expression des genes, les voies métaboliques actives et les interactions entre les

microorganismes et |'hote.

La seconde méthode était basée sur une lignée de cellules cancéreuses de colon (HT29)
exposées aux bactéries majoritaires des différents entérotypes chez les enfants grands
prématurés. Il est important de noter que ces souches bactériennes n'ont pas été isolées

directement des échantillons de féces, mais étaient des souches commerciales.

V. Communautés synthétiques, création d'amorces qPCR et

exposition au xénobiotique et a Candida albicans

Des communautés synthétiques ont été créées a partir des souches bactériennes extraites des
féces d'enfants prématurés et identifiées par séquencage d'amplicons. A partir des données de
métagénomique shotgun, les communautés bactériennes sont reproduites in vitro selon les
ratios retrouvés dans le microbiote d'enfants prématurés. Nous avons ainsi reproduit une
communauté correspondant a I'entérotype Enterococcus. Les pourcentages de chaque espéce
bactérienne sont calculés dans 2 ml de milieu mGAM qui sont transférés dans des flacons
anaérobies de type pénicilline contenant soit 20 ml de mGAM, soit 15 ml mGAM (75%) + 5ml
de milieu YM (25%). Les communautés synthétiques sont mises en culture puis repiquées
toutes les 24h pendant 3 jours. Elles sont incubées a 37°C sous agitation a 80 tours par minute.
Deux échantillons de 1 ml sont préleves a 24h, 48h et 72h, centrifugés pendant 3 minutes a 21

300 rpm. Les culots sont récupérés pour I'extraction d’ADN et d'ARN.
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Des amorces gPCR sont créées sur Primer3 (version 4.1.0) afin d’amplifier spécifiquement les
especes suivantes : Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium
de I'entérotype Enterococcus. La reconnaissance de |'espéce bactérienne ciblée par 'amorce a

été vérifiée sur BLAST et sur le RDP.

Afin d'évaluer I'impact de Candida albicans, des bisphénols A et S ainsi que de la dompéridone,
ces derniers sont ajoutés dans le milieu de culture des communautés synthétiques
bactériennes, représentatives de I'entérotype Enterococcus. Pour C. albicans, 2 pl sont ajoutés
afin de correspondre a I'abondance réelle de ce champignon au sein du microbiote qui est de
0,1%. Pour la dompéridone, 0,05 mg est dilué dans 50 ml d'eau stérile, puis 140 ul sont injectés
dans le milieu a J1, J2 et J3, afin de respecter I'apport quotidien de 0,14 ug. Pour les bisphénols
AetS, Tmg est dilué dans 10ml d'eau stérile, puis respectivement 454 ul et 165 pl sont injectés

dans le milieu a J1, J2 et J3. Chaque condition est réalisée en triplicat.

VI. Bio-informatique et analyses statistiques

Les analyses de bio-informatiques ont été réalisés a I'aide du logiciel FROGS (outils MIGALE)
développé par I'INRAE ainsi qu‘a l'aide de script Bash pour la création de la table d’abondance
de la transcriptomique. Les analyses de biostatistiques ont été faites via les outils Rstudio ou

Python.

Les tests statistiques sont réalisés selon les criteres suivants (Figure 21) :

Vérificationde la
distribution des

données
I
Nombre de
groupes 2
\-— 4
Test utilisé Wilcoxon

Figure 21 : Conditions d utilisation des tests statistiques

La significativité affichée sur les graphiques correspondra a : * = Pval <0.05; ** = Pval <0.01;
*** = Pval <0.001.
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RESULTATS

Chapitre 1 : Associations de variables cliniques et des genres majoritaires du microbiote
intestinal dans la cohorte des 60 enfants nés grands prématurés a 1 mois d’age.

Les résultats de ce chapitre sont des résultats non publiés.

Chapitre 2 : Le transit intestinal précoce chez les nourrissons prématurés est associé a
des signatures fonctionnelles du microbiote intestinal a I'dge de 1 mois.

Ce chapitre comporte un article en cours de préparation. Il a fait I'objet d'une présentation
sous forme de poster lors du congrés de la Société Francaise de Microbiologie.

Chapitre 3 : Dialogue entre le microbiote intestinal et I'h6te : impact de la naissance
prématurée sur le cycle de l'acide citrique (TCA) et I'immunité chez les nourrissons agés
d’'1 mois.

Ce chapitre comporte un article soumis au journal Gut Microbes.

Chapitre 4 : Impact de la composition du microbiote intestinal sur les grandes voies
métaboliques microbiennes chez les grands prématurés agés d’'un mois

Les résultats de ce chapitre sont des résultats non publiés.

Chapitre 5 : Escherichia dans le microbiote intestinal des enfants grands prématurés a 1
mois impacte les cellules épithéliales qui expriment la calprotectine et la cathélicidine

Les résultats de ce chapitre sont des résultats non publiés. Une partie de ces résultats ont fait
I'objet d'un poster lors de la journée de I'école doctorale.

Chapitre 6 : Impact de xénobiotiques et de Candida albicans sur le microbiote intestinal
des enfants grands prématurés

Ce chapitre comprend des résultats non publiés qui ont fait I'objet d'un projet de stage de
Master 2 qui a été réalisé par Solene Blin que j'ai co-encadré.
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CHAPITRE 1 :

Association de variables cliniques et des genres majoritaires
du microbiote intestinal dans la cohorte de 60 enfants nés

grands prématurés a 1 mois d’'age

1. Introduction

Etudier I'impact des variables périnatales sur le microbiote intestinal des enfants prématurés

est essentiel pour de nombreuses raisons.

Le microbiote intestinal influence la santé et le bien-étre des enfants prématurés et
comprendre comment certaines variables périnatales influencent sa composition peut
aider a identifier des facteurs qui favorisent un microbiote sain et équilibré chez ces
nourrissons.

Le microbiote intestinal est étroitement lié au développement du systéme immunitaire
chez les enfants prématurés. Une colonisation adéquate de I'intestin peut contribuer a
la maturation du systéeme immunitaire, aidant ainsi a lutter contre les infections et a
réduire le risque de maladies inflammatoires.

Comprendre comment I'alimentation et la nutrition des enfants prématurés influencent
leur microbiote intestinal permet d'optimiser les stratégies d'alimentation pour
favoriser une colonisation bactérienne bénéfique et soutenir leur croissance et leur

développement.

Les variables périnatales importantes pour les prématurés incluent leur age gestationnel, leur

poids a la naissance, leur état de santé a la naissance, les complications médicales, la nutrition,

les soins intensifs néonatals, les pratiques usuelles des centres hospitaliers, ect...

Les recherches sur I'impact de ces variables périnatales sur le microbiote intestinal ouvrent des

pistes pour le développement de stratégies thérapeutiques personnalisées ou de précision,

telles que les probiotiques ou les prébiotiques, afin de restaurer ou de maintenir un microbiote

équilibré chez les enfants prématurés. Etudier l'impact des variables périnatales sur le

microbiote intestinal des enfants prématurés contribuera a enrichir notre compréhension des

interactions complexes entre I'hGte et les microbes, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives de

recherche en médecine et en santé publique. En somme, en approfondissant nos
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connaissances sur les facteurs périnatales qui influencent le microbiote intestinal des enfants
prématurés, nous visons a améliorer leur santé, prévenir les complications et développer des
interventions personnalisées pour promouvoir leur bien-étre et leur santé a court et long

terme.

Les travaux collaboratifs de I'équipe PhylHom (projet ANR EPIFLORE, coordination MJ Butel)
ont précédemment décrit la stratification d'une population d’enfants nés prématurés (n=577)
en cing entérotypes comprenant des bactéries détectables par séquencage d’amplicons [28]
dans le microbiote intestinal des enfants grands prématurés: i) entérotype Clostridium ii)
entérotype Klebsiella/Enterobacter iii) entérotype Escherichia/Shigella iv) entérotype
Enterococcus et v) entérotype Staphylococcus. Un 6™ entérotype regroupe les échantillons
avec une quantité de bactéries trop faible pour étre détectée. D'autre part, une analyse en
coordonnées principales permet de regrouper ces entérotypes en clusters par la similarité
d'abondance des OTUs. Ces entérotypes étaient associés a différents développements cognitifs
a l'age de 2 ans, évalués par un score du questionnaire « Ages & Stages Questionnaires »
(ASQ). Les entérotypes Enterococcus, Staphylococcus et |I'entérotype a faible charge bactérienne
regroupaient les nouveau-nés prématurés avec les moins bons résultats (Cluster C),
I'entérotype Escherichia rassemblait les nourrissons avec les meilleurs résultats (Cluster A), et
enfin, les entérotypes Clostridium Klebsiella/Enterobacter regroupaient les nourrissons avec des
résultats hétérogenes (Cluster B). Le Cluster C comprenant les entérotypes Enterococcus et
Staphylococcus avait également une diversité plus faible que les autres et il est connu qu'une
faible diversité dans la premiere année de la vie est liée a I'apparition d'allergie au cours de la

vie [160,161].
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2. Résultats

Relation entre le microbiote intestinal a 1 mois et le développement neurologique
global a 2 ans chez les grands prématurés

Le développement neurologique de l'enfant est analysé sous la forme d'un
questionnaire (ASQ ; Ages and Stages Questionnaire) rempli par les parents de I'enfant a 2 ans.
Ce questionnaire permet d'évaluer différents domaines du développement de I'enfant tels que
la communication (compétences linguistiques de |'enfant), la motricité globale (utilisation des
grands muscles du corps), la motricité fine (coordination des mains et doigts), la résolution de
problemes (comment I'enfant joue et résout des problemes) et la sociabilité (interactions avec
les autres et compétences d’'auto assistance). L'interprétation de I'’ASQ s'appuie sur des scores
dans chaque domaine ainsi que le score total. Chaque compétence est notée sur 60 et le score
total sur 300 [162]. Un score total inférieur a 185 est défini comme non optimal [162]. Nous
avons précédemment mis en évidence une abondance relative plus élevée des bactéries du
genre Escherichia dans le microbiote intestinal d’enfants ayant un score total de I’ASQ supérieur
a 185 a l'age de 2 ans (Figure 22A) [28] [Patin et al in review, Chapitre 3]. De plus, nous avons
observé une corrélation positive entre le score ASQ et I'abondance relative d'Escherichia

(Figure 22B).

Afin d'affiner I'analyse, nous avons étudié plus spécifiquement les associations avec les
différents domaines évalués par I'’ASQ. Les proportions du genre Enterobacter étaient plus
élevées dans le groupe d'enfants avec un score ASQ supérieur a la moyenne du test pour la
communication a 2 ans (p=0.02) (Figure 22C) tandis que le genre Escherichia était plus
représenté dans les groupes avec un score supérieur a la moyenne pour la résolution de
probleme (p=0.006), la motricité globale (p=0.03) et fine (p=0.06) et la sociabilité (p=0.05)
(Figure 22D-G). Le genre Escherichia était corrélé positivement avec les scores de résolution
de probleme (r=0.38, p=0.0027), de motricité globale (r=0.3, p=0.025) et fine (r=0.26, p=0.047)
et de sociabilité (r=0.3, p=0.022). Le genre Enterobacter n'était pas corrélé avec le score de

communication (r=0.2, p=0.9) (Figure 22H).
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Figure 22 : Relation entre le microbiote intestinal et le développement neurologique a 2 ans

A-B/ Abondance relative et corrélation de Spearman d’Escherichia/Shigella en fonction de 'ASQ
total. C-G/ Abondance d’Enterobacter dans la communication et d’Escherichia/Shigella dans la
résolution de probleme, la motricité globale, la sociabilité et la motricité fine a 2 ans. E/
Corrélations de Spearman entre les genres des entérotypes, 'ASQ total et les domaines d’analyses

65



Impact de I'age gestationnel sur I'abondance d’Escherichia et de Staphylococcus
dans le microbiote intestinal des grands prématurés a 1 mois

Les enfants de la cohorte étudiée sont nés avec un age compris entre 25 et 31 semaines
d'aménorrhée (SA), les classant comme tres grands prématurés et grands prématurés. lls ont
été répartis en trois sous-groupes : i) AGN1 : entre 25 et 26 SA, ii) AGN2 : entre 27 et 29 SA et
iii) AGN3 : entre 30 et 31 SA.

Nous avons constaté une abondance relative plus élevée de Staphylococcus dans le microbiote
des grands prématurés nés a un stade de gestation plus précoce (AGN1) par rapport a ceux
nés a un stade de gestation plus tardif (AGN2 et AGN3) (p=0.0067 et p=0.0043 respectivement)
(Figure 23A). A l'inverse, une plus grande abondance d'Escherichia était retrouvée dans le
microbiote intestinal des grands prématurés a 1 mois du groupe AGN2 par rapport a AGN1

(p=0.048) (Figure 23B).

Parmi les genres majoritairement détectés dans le microbiote intestinal de ces enfants [28],
Staphylococcus est corrélé négativement (r=-0.29, p=0.0015) et Escherichia a une tendance a

une corrélation positive (r= 0.16, p= 0.034) avec I'age gestationnel (Figure 23C).

Nous n'avons pas observé de différences significatives de la diversité a entre ces trois groupes
d'age gestationnel ni de différences d’abondance relative pour Staphylococcus et Escherichia

entre les 3 groupes d'ages gestationnels au sein de chaque cluster.

En outre, afin de déterminer plus précisément le lien entre les variables périnatales de
naissances et les especes microbiennes, nous avons isolé des souches bactériennes
directement des feces d'enfants de la cohorte. Parmi les isolats de Staphylococcus, nous n'avons

identifié que I'espéce S. epidermidis, qui est une espéce commensale de la flore cutanée.

Il existe également un lien entre I'age gestationnel et le mode d'accouchement (césarienne ou
voie basse). Dans le cadre de nos travaux, les enfants nés par césarienne représentaient 52%
des enfants du groupe AGN1, 55% de ceux du groupe AGN2, et 89% du groupe AGN3. Les
enfants du groupe AGN1 nés par césarienne présentaient une abondance relative de
Staphylococcus plus élevée que les enfants nés par voie basse (p=0.002). Pour les enfants des

groupes AGN2 et AGN3, on observe la méme tendance, mais non significative (Figure 23D).
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Figure 23 : L'dge gestationnel impacte le microbiote intestinal des grands prématurés a 1 mois

A/ Abondance relative de Staphylococcus en fonction de l'dge gestationnel dans le microbiote
intestinal des enfants grands prématurés.

B/ Abondance relative de Escherichia/Shigella en fonction de ['dge gestationnel dans le
microbiote intestinal des enfants grands prématurés.

C/ Corrélation de Spearman entre les genres bactériens majoritaires des entérotypes et l'dge
gestationnel des enfants grands prématurés.

D/ Abondance relative de Staphylococcus en fonction du mode d’accouchement pour les dges
gestationnels différents.
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Impact significatif de I'accouchement par césarienne sur I'augmentation de
Staphylococcus dans le microbiote intestinal a 1 mois des grands prématurés

Nous savons que le mode d'accouchement a un impact sur la quantité de Staphylococcus en
fonction de I'age gestationnel. Nous avons voulu savoir si Staphylococcus était le seul genre du

microbiote a étre modifié par cette variable.

Nous avons observé une plus grande abondance de Staphylococcus dans le microbiote des
enfants nés par césarienne (p=0.0083) (Figure 24A). De plus, il y avait une abondance relative
plus élevée de Staphylococcus dans le microbiote des enfants nés par césarienne dans le Cluster
A (p=0.0089), ainsi qu'une tendance a la hausse dans le Cluster C (p=0.066) (Figure 24B). Il est
intéressant de noter que méme chez les enfants présentant un microbiote a entérotype
Escherichia/Shigella (Cluster A) ou Staphylococcus (Cluster C), le fait de naitre par césarienne
entraine une plus grande abondance de Staphylococcus. En revanche, un entérotype
Clostridium/Enterobacter/Klebsiella (Cluster B) n'entraine pas de différence significative dans

I'abondance de Staphylococcus (p=0.82).

On retrouvait plus d'Escherichia/Shigella dans le microbiote intestinal a 1 mois des grands
prématurés nés par voie basse (Figure 24C). Cependant, il n'y avait pas de différence pour
I'abondance de ce genre dans le microbiote intestinal des enfants nés par césarienne ou voie

basse au sein de chaque cluster (Figure 24D).
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Figure 24 : Abondances relatives de Staphylococcus et Escherichia en fonction du mode
d‘accouchement

A/ Abondance relative de Staphylococcus en fonction du mode d’accouchement B/ Abondance
relative de Staphylococcus par cluster en fonction du mode d'accouchement C/ Abondance
relative d’Escherichia-Shigella en fonction du mode d'accouchement D/ Abondance relative
d’Escherichia-Shigella par cluster en fonction du mode d'accouchement. (CS : Césarienne ; VB :

Voie basse).
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Association entre le poids de naissance et I'abondance d'Escherichia a 1 mois
dans le microbiote intestinal des grands prématurés

Le poids des enfants a la naissance est un critére important pour la survie des enfants. Les
nourrissons prématurés sont classés par poids a la naissance. Pour cette analyse, nous avons
stratifié les enfants en faible poids de naissance (<1000g), poids de naissance moyen (compris

entre 1000g et 1499g) et haut poids de naissance (>1500g) [3].

Nous avons constaté une abondance relative plus élevée d'Escherichia dans le groupe d'enfants
ayant un poids de naissance élevé par rapport aux poids moyens et faibles (p=0.022 et
p=0.049) (Figure 25A). De plus, nous avons observé une corrélation positive entre I'abondance
relative de ce genre bactérien et le poids de naissance (r=0.35, p=0.0062) (Figure 25B). Nous
avons regardé si I'appartenance a un cluster impactait ce résultat, mais nous n'avons pas trouvé
de différences par cluster pour Escherichia en fonction du poids de naissance (Figure 25C).
Nous avons observé une abondance relative d’Escherichia plus élevée dans le microbiote des
grands prématurés avec un poids de naissance plus élevé pour I'age gestationnel le plus haut
(Figure 25D). Les autres genres bactériens n'étaient pas retrouvés différemment représentés

dans le microbiote a 1 mois en fonction du poids de naissance ni corrélés avec le poids.
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Figure 25 : Abondance relative d’Escherichia en fonction du poids de naissance

A/ Abondance relative de Escherichia/Shigella dans le microbiote des enfants a 1 mois en fonction
du poids de naissance.
B/ Corrélation de Spearman entre le poids de naissance (variables aléatoires en fonction des
groupes) et l'abondance relative d'Escherichia/Shigella a 1T mois.
C-D/ Abondance relative d’Escherichia/Shigella pour les poids de naissance par cluster (C) et dge
gestationnel (D).
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Colonisation accrue de Clostridium dans le microbiote intestinal a 1 mois des
grands prématurés n’ayant pas recu d’antibiothérapie secondaire

Les antibiotiques sont utilisés en traitement préventif et thérapeutique chez les enfants
prématurés pour éviter les infections par des bactéries pathogenes ou pathogénes
opportunistes lors des procédures invasives qu'ils doivent subir. Pres de 80% des prématurés
au sein des USINs recoivent une antibiothérapie [163]. Il s'agit donc d'une variable importante
a prendre en compte et nous avons voulu comprendre I'impact de I'antibiothérapie secondaire

sur la composition du microbiote intestinal a 1 mois de vie.

Une plus forte abondance de Clostridium est observée dans le microbiote intestinal a I'age d'un
mois chez les enfants qui n‘ont pas recu d'antibiothérapie secondaire (p=0.0059) (Figure 26A).
Pour exclure tout effet lié a I'appartenance a un cluster, nous avons examiné les résultats de
maniere spécifique pour chacun d’entre eux. Nous avons constaté de fagcon similaire une plus
forte abondance relative de Clostridium dans le microbiote intestinal des enfants sans
antibiotiques pour les Clusters A (p=0.026) et B (p=0.046), mais pas pour le Cluster C ou tres

peu de bactéries du genre Clostridium semblent étre présentes (Figure 26B).

Des données obtenues par analyse des OTUs ont montré une abondance relative plus
importante de Clostridioides difficile dans le microbiote intestinal des enfants prématurés de la
cohorte EPIPAGE2 ayant recu des antibiotiques [164]. Lors des isolements bactériens sur un
échantillon de la cohorte appartenant au Cluster A n'ayant pas recu d'antibiotiques, nous avons
identifié par séquencage du gene codant I'ARNr 16S deux especes de Clostridium : C.
perfringens et C. butyricum. Les résultats de métagénomique shotgun pour cet échantillon ont

quant a eux bien indiqué la présence de ces deux especes, mais également de C. difficile.
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Figure 26 : Abondance de Clostridium en fonction de la prise d'antibiotiques des enfants grands
prématurés

A/ Abondance relative de Clostridium dans le microbiote intestinal des grands prématurés a 1
mois de vie en fonction de la prise ou non d’antibiotique postnatale secondaire.

B/ Abondance relative de Clostridium dans le microbiote intestinal des enfants grands
prématurés a 1 mois de vie en fonction de leur appartenance aux clusters.
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Impact de la nutrition parentérale et entérale au 3°™ jour de vie sur la
composition et la diversité du microbiote a 1 mois des grands prématurés

Le lait maternel est reconnu comme le meilleur aliment pour les nouveau-nés, qu'ils soient
prématurés ou non, en raison de ses nombreux avantages pour leur santé et leur
développement [165,166]. Le lait maternel est riche en nutriments essentiels, en anticorps et
en facteurs de croissance qui aident a renforcer le systeme immunitaire du prématuré et a
favoriser sa croissance et son développement optimal [167]. Le lait maternel est également
plus facilement digestible par les prématurés par rapport aux formules infantiles, ce qui peut
réduire le risque de complications digestives. Il peut étre administré par voie orale, a travers
I'allaitement au sein ou par I'utilisation de biberons spéciaux pour les bébés prématurés. Dans
certains cas, lorsque le bébé n'est pas encore capable de téter, le lait maternel peut étre
administré par sonde naso-gastrique. Cependant, dans certaines situations, la nutrition
parentérale peut étre nécessaire pour fournir une nutrition adéquate aux prématurés dont le
systeme digestif est encore en développement. La nutrition parentérale, qui consiste a
administrer une solution nutritive spécialement formulée par voie intraveineuse, est une
pratique courante dans les unités de soins néonatals. Cette solution contient des glucides, des
protéines, des lipides, des vitamines, des minéraux et d'autres nutriments essentiels pour
soutenir la croissance et le développement du prématuré. Cependant, elle peut provoquer des
effets indésirables comme une inflammation intestinale, une hépatite ou une septicémie

[67,168].

Les enfants ayant eu accés au sein aux jours 7 ou 28 ainsi qu'a du lait maternel aux jours 3 ou
7 avaient une abondance plus élevée d'Escherichia dans leur microbiote a 1 mois (p=0.014 et

p=0.0069 respectivement) (Figure 27A-B).

Le remplissage vasculaire (ou expansion volémique) est une méthode de nutrition par voie
parentérale qui consiste a perfuser un soluté dans la circulation sanguine via une voie veineuse
afin d’augmenter la volémie. Les données périnatales ont montré une tendance a une diversité
a 1 mois plus faible chez les grands prématurés ayant été nourris avec remplissage au 3°™ jour
de vie (Indice de Shannon; p=0.07) (Figure 27C). On observait une proportion plus faible
d'Enterobacter et d'Enterococcus dans le microbiote a 1 mois des enfants ayant une nutrition

parentérale a trois jours de vie (p=0.016 et p=0.014 respectivement) (Figure 27D-E).
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(A) et lait de mere au J3 ou J7 (B).

C/ Richesse et diversité en fonction du remplissage.
D-E/ Abondance relative d’Enterobacter (D) et d’Enterococcus (E) en fonction du remplissage.

FLUID_D3 : Remplissage ; No_FLUID : Pas de remplissage

75



3. Discussion

Nous n'avons observé aucune différence significative dans la diversité ou la composition du
microbiote intestinal a 1 mois de vie pour les grands prématurés en fonction des variables
suivantes : rupture prématurée des membranes, peau a peau, prise d'insuline, apport de
protéines au jour 7, allaitement maternel a la sortie, premiere extubation, surfactant,
antibiothérapie maternelle, indice de masse corporelle de la mére, contexte de prématurité, et
catécholamines. La pratique du peau a peau était pourtant retrouvée associée a une plus forte
appartenance a l'entérotype Escherichia [28] dans la totalité des échantillons de I'étude

EPIFLORE (n=577).

Les genres bactériens les plus impactés par les variables périnatales sont Escherichia et
Staphylococcus. Ces deux genres, qui décrivent deux des six entérotypes retrouvés chez les
enfants grands prématurés a 1 mois, sont corrélés entre eux de maniére négative. Des études
sur la totalité des échantillons de I'étude EPIFLORE (n=577) ont montré un impact négatif de
I'appartenance a I'entérotype Staphylococcus sur le développement cognitif a 2 ans, ainsi que
sur la mortalité et la morbidité et un impact bénéfique de I'appartenance a I'entérotype
Escherichia/Shigella [28]. Dans cette sous-cohorte, nous avons observé un impact similaire pour
Escherichia, bénéfique pour le développement cognitif a 2 ans, mais aucune relation

significative n'a été retrouvée pour Staphylococcus.

Le genre Escherichia est retrouvé de maniére plus abondante et présente une corrélation
positive avec les différents domaines cognitifs évalués lors de I'ASQ, a I'exception de celui de
la communication. En 2022, Guzzardi et al ont démontré que la présence de Bifidobacterium
dans le méconium était associée positivement au développement neurologique a I'age de 3
ans [169]. Cependant, nous n'avons pas trouvé de liens entre Bifidobacterium et les scores de
I'ASQ. Ceci pourrait étre expliqué par les faibles proportions de ce genre détecté dans nos
échantillons. Escherichia pourrait cependant étre bénéfique a 1 mois pour un meilleur
développement cognitif dans tous les domaines de I'ASQ, a I'exception de la communication
a I'age de 2 ans. De méme, bien que les proportions de Staphylococcus ne soient pas corrélées
avec le score total de I'ASQ, notre analyse suggere que ce genre bactérien pourrait étre

défavorable pour les domaines de la résolution de probleme et de la motricité globale.
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Par ailleurs, un age de naissance plus tardif, un accouchement par voie basse ou un poids de
naissance plus élevé sont des caractéristiques qui se rapprochent d'un enfant né a terme, et
toutes ces variables sont corrélées positivement avec une plus forte abondance

d'Escherichia/Shigella dans le microbiote intestinal des grands prématurés a 1 mois.

Heida et al ont mis en évidence qu'un enfant prématuré ayant un poids de naissance supérieur
a 10959 présente un microbiote intestinal enrichi en Escherichia a 1 mois de vie en comparaison
a des enfants prématurés avec un poids de naissance inférieur a 10959 [170]. Il est par ailleurs
reconnu que lI'age gestationnel impacte le poids de naissance [171,172]. Un enfant né plus
tardivement aura généralement un poids plus élevé. Ce résultat suggere que I'age gestationnel
et le poids de naissance agissent de maniere similaire et synergique, ayant un impact conjoint
sur le résultat observé, et qu'un enfant né plus tardivement avec un poids plus élevé aura une
abondance plus importante d'Escherichia dans son microbiote intestinal a 1 mois. Cette
observation semble cohérente, car un microbiote intestinal d'enfants nés a terme a besoin
d'une colonisation initiale par Escherichia pour établir son futur microbiote. Nous avons
également constaté une augmentation de I'abondance relative d'Escherichia/Shigella chez les
enfants présentant un poids élevé parmi les différentes catégories d'age gestationnel (AGNT1,
AGN2 et AGN3), avec une plus forte augmentation de cette abondance relative dans le
microbiote intestinal des enfants présentant un poids élevé avec un age gestationnel plus élevé

(AGN3), par rapport a ceux nés aux stades de gestation plus précoces (AGN1 et AGN2).

La nutrition au lait maternel des le plus jeune age permet également une colonisation plus
importante d'Escherichia. Le genre Escherichia est retrouvé en abondance dans le microbiote
des enfants ayant eu acces au lait maternel en comparaison a ceux ayant acces au lait maternisé
[173]. Le lait maternel comprend des HMO (Human Milk Oligosaccharides) qui servent de
substrats aux bactéries du microbiote intestinal avec notamment le L-fucose qui est un des
monomeres de HMO présent abondamment dans le tractus digestif. Il permet la prolifération

de Bifidobacterium, Bacteroides et également Escherichia [173].

Un age de naissance plus précoce et un accouchement par césarienne entrainent une
augmentation de I'abondance de Staphylococcus a 1 mois de vie ainsi que des corrélations
négatives entre ces variables et Staphylococcus. Une étude de 2010 a montré que plus un enfant

est né tot et plus le risque d'accouchement par césarienne est grand dans 18 pays, dont la
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France [174] indiquant un lien évident entre ces deux variables. Dans nos résultats, le mode
d'accouchement semble avoir une influence plus importante que I'age gestationnel sur la
composition du microbiote intestinal a 1 mois. Le microbiote intestinal des enfants avec un age
gestationnel plus faible est connu pour étre plus colonisé par Staphylococcus [175]. Ces
découvertes mettent en évidence I'importance du mode d'accouchement dans la composition
du microbiote intestinal des grands prématurés et suggérent que les proportions élevées de

Staphylococcus chez certains enfants soient plutét liées au mode d'accouchement.

Le mode d'accouchement par césarienne et un age gestationnel précoce ont en commun la
proximité du microbiote cutané des personnes environnantes. Il est connu qu'un enfant né par
césarienne a un microbiote enrichi en Staphylococcus et notamment S. epidermidis [176], car
son premier contact microbien n'est pas le microbiote vaginal de la mere, mais la peau de ses
parents et du personnel soignant. L'espéce de Staphylococcus retrouvée dans nos souches
isolées des feces de grands prématurés de la cohorte se trouve étre S. epidermidis, espece la
plus fréquemment isolée de la flore cutanée. Une hypothése plausible de sa localisation dans
le microbiote intestinal a 1 mois des grands prématurés est que les enfants nés plus
précocement requierent davantage de manipulations médicales en raison de problemes de
santé, ce qui les expose davantage au microbiote cutané, dont S. epidermidis. Cette espece de
Staphylococcus a longtemps été considérée comme commensale, car elle est présente de
maniere omniprésente sur la peau. Cependant, la mortalité due a la septicémie causée par cette
bactérie varie de 1.9% a 9.4% dans la population néonatale. Son rdle a été sous-estimé par
rapport a un autre pathogene, S. aureus, qui est mieux documenté [177]. S. epidermidis a la
capacité de former des biofilms sur les dispositifs médicaux dans les 24 heures suivant
l'invasion. La dispersion de ces biofilms par les dispositifs médicaux peut entrainer des
inflammations ou des septicémies, ce qui pourrait expliquer la présence de Staphylococcus dans
le microbiote intestinal des nourrissons prématurés les plus jeunes plus exposés aux dispositifs
médicaux (sonde d'alimentation...). De plus, les séquelles a court et a long terme chez les
survivants de la septicémie a S. epidermidis comprennent une déficience
neurodéveloppementale et une paralysie cérébrale [178]. Ces résultats soulignent I'importance
de mieux comprendre le rOle de S. epidermidis dans le contexte du microbiote intestinal des

enfants prématurés et de ses conséquences potentielles sur leur santé a long terme.

Il a été démontré que le gain de poids au sein des USINs est corrélé négativement avec

Staphylococcus et Klebsiella [179]. Cependant, nous n'avons pu mettre en évidence aucune
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corrélation significative entre ces genres et le poids de naissance méme si les corrélations entre
Klebsiella ou Staphylococcus étaient négatives. Néanmoins, on observe une corrélation
négative entre Escherichia et la quantité de Staphylococcus, ce qui suggere que lorsque la
présence d'Escherichia est plus élevée chez les enfants ayant un poids de naissance élevé, la

proportion de Staphylococcus pourrait tendre a diminuer.

D’autres genres bactériens sont influencés par des variables périnatales. Une antibiothérapie
secondaire induit une diminution de la présence des Clostridium dans le microbiote a 1 mois,
notamment Clostridium perfringens et Clostridium butyricum. Clostridium perfringens est
présent au sein des USINs et est connu pour contenir peu de genes de résistance aux
médicaments, ce qui en fait un candidat sensible aux antibiotiques [180] expliquant sa
diminution dans le microbiote intestinal des enfants ayant eu une antibiothérapie secondaire.
Clostridium butyricum est quant a lui bénéfique pour la santé et est testé comme probiotique
dans un contexte de maladies intestinales. Cette espece permettrait d'inhiber la prolifération
de certaines bactéries (Clostridioides difficile, Helicobacter pylori et Escherichia coli résistante
aux antibiotiques), ne possede pas de genes produisant des toxines et peut inhiber la
transmission de genes de résistance aux antibiotiques [181]. L'antibiothérapie secondaire
diminuant I'abondance relative de Clostridium et notamment Clostridium butyricum pourrait

permettre une colonisation par des bactéries pathogenes.

L'impact du mode de nutrition a également été étudié. Une nutrition parentérale entraine une
augmentation de la présence d'Enterococcus et d'Enterobacter, ainsi qu'une réduction de la
diversité microbienne. Cette observation peut étre attribuée a I'absence de nutrition par voie
digestive, ce qui retarde la diversité et le déeveloppement du microbiote intestinal. Des études
antérieures ont montré une augmentation de l'abondance relative d'Enterococcus et des
Enterobacteriaceae dans le microbiote intestinal des enfants bénéficiant d'une nutrition
entérale par rapport a ceux ayant recu une nutrition parentérale [182]. Il a été constaté que
Enterococcus faecium pourrait jouer un role dans I'amélioration de la croissance, |'absorption

d'autres nutriments et la régulation de I'immunité [183,184].
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4. Conclusion

La composition du microbiote intestinal a 1 mois est fortement influencée par les interventions
recues par I'enfant au cours des premiéres semaines de vie, mais surtout par les conditions de
naissance. Etant donné que le microbiote intestinal joue un réle crucial dans la santé de I'enfant
a long terme, il est essentiel de prendre en compte toutes les variables pouvant modifier ce

microbiote en début de vie.

La présence d'Escherichia/Shigella a 1 mois semble étre bénéfique pour le développement de
I'enfant, contrairement a la présence de Staphylococcus. L'appartenance a I'un ou l'autre de ces
clusters est liée a des variables telles que I'age gestationnel, le mode d'accouchement ou le
poids de naissance, qui ne peuvent pas étre modifiés. Cependant, il estimportant de considérer
la nutrition entérale au lait maternel comme une variable significative pouvant influencer

positivement le microbiote.

L'utilisation de probiotiques ou prébiotiques pourrait étre des pistes intéressantes a explorer
pour moduler le microbiote intestinal a 1 mois, et ce dés la naissance, ainsi qu'améliorer le
développement de I'enfant, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour évaluer

leur efficacité et leur sécurité chez les prématurés.
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CHAPITRE 2 :
Le transit intestinal précoce chez les nourrissons prématurés

est associé a des signatures fonctionnelles du microbiote
intestinal a I'age de 1 mois.

1. Introduction

Nous avons déterminé précédemment que lI'age gestationnel, le mode d'accouchement, le
poids de naissance, I'antibiothérapie secondaire, la nutrition parentérale et la nutrition entérale
au lait maternel sont des variables pouvant influencer le microbiote intestinal a 1 mois. Il
semble donc intéressant d'étudier la relation entre les genres d'intéréts fagonnant les
entérotypes et d'autres facteurs périnataux plus qualitatifs de santé tels que la qualité du transit

intestinal a 1 semaine de vie.

Le transit intestinal est une variable importante pour la maturation intestinale et joue un réle
clé dans la croissance, le développement et le bien-étre général des enfants prématurés ainsi
que dans la nutrition, car il permet I'absorption des nutriments essentiels présents dans leur
alimentation [185]. On considere que le transit est régulier lorsqu'il y a I'émission d'au moins
une féces par jour. Un transit intestinal irrégulier est courant chez les nourrissons prématurés
en raison du développement immature du systeme gastro-intestinal [186]. L'étude de modeles
murins axéniques a mis en évidence que l'absence de bactéries était associée a un transit
intestinal irregulier par rapport aux modeles conventionnels indiquant un lien entre microbiote
et transit intestinal [187]. De plus, une colonisation par Lactobacillus ou Bifidobacterium a

permis de réguler le transit gastro-intestinal chez ces modeles axéniques [187].

Le microbiote intestinal pourrait affecter la motilité intestinale via les métabolites et molécules
d'origine microbienne. Les acides gras a chaine courte (AGCC), les lipopolysaccharides (LPS),
les acides biliaires secondaires et le méthane peuvent affecter la motilité colique via les voies
neurales et humorales [185]. Un transit intestinal irrégulier est associé a un profil méthanogene
et a un catabolisme protéique bactérien accru c'est-a-dire une augmentation de
Methanobrevibacter et une réduction de Faecalibacterium prausnitzii ainsi qu'une production
accrue de produits finaux du catabolisme des protéines microbiennes (p-crésol, indole) chez
I'adulte. Un transit irrégulier s'accompagne d'un changement du métabolisme énergétique

81



microbien vers la fermentation des protéines. Cela peut entrainer une augmentation des
métabolites potentiellement néfastes pour la santé métabolique (acides gras a chaine ramifiée

(BCFA), I'ammoniac et les dérivés aromatiques des acides aminés) [185].

Inversement, le transit peut influencer la composition du microbiote intestinal et sa
fonctionnalité. Les premieres études humaines sur le transit colique accéléré ou retardé ont
montré que I'abondance microbienne augmentait avec l'accélération ou diminuait avec le

transit retardé [185].

Cet article en préparation s'inscrit dans I'objectif d'avoir une meilleure connaissance de la mise
en place du dialogue microbiote-hote impliqué dans la maturation intestinale chez I'enfant et
vise a déterminer le lien entre la qualité du transit intestinal et les profils de microbiote chez le

nouveau-né prématuré.

Ces résultats ont été présentés sous forme de poster lors du congres de la Société Frangaise

de Microbiologie en Octobre 2022.
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Abstract

Slower intestinal transit has been observed in preterm infants which may be associated with
delay in enteral feeding in these neonates and health consequences. We previously reported
the existence of six specific enterotypes in the gut microbiome of very preterms and
established a robust link between belonging to these enterotypes and the infant's clinical and
neurodevelopmental outcomes. Microbial functions associated with these outcomes have not
been studied so far. The objective of the present work is to evaluate a potential association

between intestinal transit and gut microbiome in very-preterm infants.

Very preterm infants (median gestational age = 28 weeks; n=60) were selected from the
EPIPAGE2 French national cohort with more than 40 clinical variables referenced including
regular (21 stool each day after the first stool in the first week of life; n=31) or irregular (n=29)
intestinal transit in these infants. Fecal samples at 1 month of age were analyzed for
microbiome composition, diversity (via 16S rRNA gene sequencing) and metabolic functions

(global metabolomic via LC/MS) and compared between regular and irregular transit groups.

Overall microbial composition and diversity did not differ between intestinal transit groups yet
several genera were significantly more abundant in infants with regular transit than in irregular
transit. These genera related to Escherichia, Clostridium and Faecalibacterium. Overall 1,040
metabolites were detected and 856 were annotated. Fifty metabolites significantly differed
between infants with regular and irregular intestinal transit. Two microbial metabolites, namely
3-indoxyl sulfate and trimethylamine-N-oxide, showed significant differences between the two
groups. These metabolites allow for a clear distinction between the two groups through a
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLSDA). At 1 month of age, the microbiome of very

preterm infants may still present hallmarks of early intestinal transit defect.
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Introduction

Preterm birth rate (as defined by a birth before 37 weeks of pregnancy) ranges between 5 and
20% depending on the country, being higher in low-income countries. In France, approximately
55,000 children are born preterm per year and in 2019, 7% of births were premature [1,2]. Many

complications are associated with prematurity in both the short or and long term.

Organs are present but immature due to developmental interruption in utero. Lungs often lack
surfactant, which helps the pulmonary alveoli stay open [3]. The digestive tract is
underdeveloped both in size and functions [4] with reduced digestive and absorption capacity,
prolonged gastric emptying time, and limited intestinal motility compared to full-term infants
[5]. A large majority of preterm newborns are affected by gastroesophageal reflux, constipation
due to delayed gastric emptying, prolonged intestinal transit and delayed passage of

meconium [6].

The intestinal transit of infants, especially preterm, is extremely important as it plays a key role
in their growth, development, and overall well-being. Regular and efficient intestinal transit
helps with the absorption of essential nutrients development [8], and plays a role in preventing
intestinal and respiratory infections in infants, which is particularly crucial for preterm infants
whose immune system is still developing. Regular bowel movements help to avoid discomfort
and abdominal pain. Yet, irregular intestinal transit is a common condition in preterm infants

due to immature gastrointestinal. [9].

Another key feature of the digestive tract is its microbiome, a complex ecosystem composed
of 10™ microorganisms playing major roles in human health. Intestinal transit can have an
impact on the gut microbiota composition [10,11], contributing to strengthening the infant's
immune system and protecting them against infections as well as reducing the risk of
developing necrotizing enterocolitis (NEC). The gut microbiota is established during the first 3
years of life and continues to evolve throughout the entire life. Environmental factors have an
important impact on the gut microbiome during the first 1,000 days, with potential
repercussions on adult health, which has been referred to as the DOHaD concept:

Developmental Origin of Health and Disease [12].

Microorganisms colonize the gut at birth and the mode of delivery in children born at full term
will induce a different primary colonization [13]. In full-term infants, the predominant bacteria

found in the microbiota of c-section-born children will mainly be skin microorganisms such as
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Staphylococcus. Vaginally born children are predominantly colonized by fecal bacteria such as
Enterobacteriaceae and Bacteroides. During the first days of life, an infant's microbiota
establishes itself, depending notably on their diet, the capacity of their immune system, and
the competition between bacteria. Early colonizing bacteria such as Escherichia coli consume
the oxygen present in the digestive tract to create the hypoxic environment of a healthy
intestine [14], promoting the growth of strictly anaerobic microorganisms. In preterm infants,
the intestinal microbiota is different. It is less abundant and diverse than full-term infants, and
colonizing bacteria are often detected on the surfaces of NICUs (Neonatal Intensive Care Unit)
[15]. The observed higher proportions of facultative anaerobic bacteria in the first days of life
in preterm neonates could be caused by the respiratory assistance given to these infants, which
hinders the development of strictly anaerobic bacteria [16]. Several articles describe the
microbiota of preterm infants at one month of age as enriched in Enterobacter, Escherichia,

Enterococcus, and Klebsiella [17,18], but also in Clostridium and Staphylococcus [17].

Early colonization of the gut by a complex microbiota is a crucial process that can have a
significant impact on the long-term development of the immune system, metabolic health, and
intestinal functions. The different microbial colonization between infants born full-term and
preterm infants can have important implications for their long-term health. Studies have shown
that imbalances in the intestinal microbiota, especially during the first 3 years of life, may be
associated with long-term health issues such as chronic inflammatory diseases, allergies,
metabolic disorders, and even neurological disorders [14,19]. For premature children, whose
microbiota is often less diversified and less abundant, the long-term consequences can be

more frequent and pronounced [20].

We previously showed that very-preterm infants (born before 31 weeks of gestation) can be
stratified into 6 enterotypes or clusters based on the gut microbiome composition at one
month of age [17]. Five enterotypes are driven by one dominant bacterial genus (Clostridium
(Enterotype 1), Enterobacter/Klebsiella (Enterotype 2), Escherichia (Enterotype 3), Enterococcus
(Enterotype 4) and Staphylococcus (Enterotype 5)). One enterotype is characterized by a very
low bacterial load (Enterotype 6). Belonging to these enterotypes at one month of age is
associated with a different cognitive development in these children at the age of 2 years, as
evaluated by an Ages & Stages Questionnaire score (ASQ). Enterotypes 4, 5 and 6 grouped

preterm infants with the worst outcome (Cluster C). Enterotype 3 grouped infants with the best
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outcome (Cluster A). Outcome in infants from enterotypes 1 and 2 was heterogeneous (Cluster

B).

In the present work, we aimed to understand the interactions between the microbiota and the
quality of intestinal transit and more specifically to i) evaluate the impact of intestinal transit
quality during the first week of life on the gut microbiome at 1 month of age in preterm infants,
and to ii) decipher whether a potential signature of intestinal transit in the first week of life

might be detectable with a non-invasive method, on the gut microbiome at 1 month of life.

Material and Methods

Population study and samples collection

We selected 60 preterm infants from the French national cohort EPIPAGE2 [21]. Infants were
born between 25 and 31 weeks of gestation and fecal samples were collected at approximately
21 days — 1 month of age and stored at -80°C until further analysis within the EPIFLORE project.
Intestinal transit was evaluated by clinicians during the first week of life as regular (21 stool
each day after the first stool in the first week of life) (n=31 children) and irregular otherwise

(n= 29 children). None of the selected children developed ECUN or severe morbidities.

Microbiome analyses

Total fecal DNA was extracted from the 60 samples as described previously [22]. Concentration
and integrity of the nucleic acids were determined visually after electrophoresis on a 1%
agarose gel. The V3-V4 region of the 16S rRNA gene was amplified and sequenced, and

sequences were analyzed as previously published [17].

Fecal metabolome analyses

Global metabolomic analyses were performed on aliquots of 50mg of frozen fecal samples with
LC-MS method (Metabolon Durham, USA). Acquisition, quality control and metabolites
identification and quantification were performed. This normalization modified data for mean
is zero and the standard deviation is equal to one. A total of 1,040 metabolites were detected

and 856 were annotated. Uncharacterized metabolites were excluded from the analyses.
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Bioinformatic and biostatistical analyses

For microbiome analysis, preprocess, clustering, chimeras removal, and operational taxonomic
unit (OTU) affiliation were performed using FROGS “Find, Rapidly, OTUs with Galaxy Solution”
[23]. Preprocess kept 678 511 sequences. Clustering using Swarm led to 172 446 OTUs. The
chimera removal uses VSEARCH and kept 162 315 clusters. The taxonomic affiliation was
performed with the SILVA database and RDP database and 100% of OTUs were affiliated with
3,91% OTUs just affiliated with a phylum. After filtering and affiliation, 1,534 OTUs were found.

Analysis and visualization of microbiome communities was conducted in RStudio with Phyloseq

package to import sample data and calculate alpha- and beta-diversity metrics.

Statistical and graphical analyses were performed with RStudio. Correlations and visualizations
were assessed with the Hmisc, corrr packages and ComplexHeatmap [24] packages.
Correlations >0.3 or <-0.3 were selected if pval<0.05. Boxplots were performed with packages
ggstatsplot and ggplot2 on Rstudio with parameters of non-parametric tests (Kruskall-Wallis).

Heatmap was performed with the package ComplexHeatmap [24].

For metabolomic analyses, the Metaboanalyst [25] and MetOrigin [26] software were used for

PCA, PLSDA analysis and metabolite provenance respectively.

Results

Escherichia, Clostridium and Faecalibacterium are more abundant in the gut of

very-preterm infants with early regular transit

There were no differences in microbial diversity assessed by both the Shannon and Simpson

indices between the two intestinal transit groups (Figure 1A).

Moreover, out of 93 bacterial genera found in the composition of the gut microbiome at 1
month, three genera were observed in higher relative abundance in the gut microbiome at 1
month of very preterm infants with regular transit at 1 week: Escherichia/Shigella, Clostridium
and Faecalibacterium (Figure 1B-D). The prevalence of each genus in the cohort is respectively

52/60, 56/60 and 20/60.
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Figure 1: Fecal microbiome composition in T-month-old infants depending on early intestinal
transit.

A/ Shannon and Simpson diversity indices in infants with regular or irregular transit during the
st week of life.

B/ Relative abundance of Escherichia/Shigella genus in infants with regular (in green) or irregular
(in red) transit during the 1st week of life.

C/ Relative abundance of Clostridium genus in infants with regular (in green) or irregular (in red)
transit during the Tst week of life.

D/ Relative abundance of Faecalibacterium genus in infants with regular (in green) or irregular
(in red) transit during the Tst week of life.
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Early intestinal transit in very-preterm infants is associated with specific
metabolic signatures at 1 month of age.

Out on 1,040 detected fecal metabolites, 50 metabolites were differentially present depending
on early intestinal transit (Wilcoxon, p < 0.05). These fecal metabolites were distributed among
diverse metabolic super-pathways: amino acids (n=19), carbohydrates (n=1), cofactors and
vitamins (n=1), energy (n=2), lipids (n=14), nucleotides (n=4), peptides (n=1) and xenobiotics

(n=8).

Non-a priori clustering was performed using the k-means method on these 50 metabolites and
revealed the existence of two groups referred to as group 1 (n= 30 infants) and group 2 (n=
30 infants). In addition, a separation according to transit quality is indicated graphically (Figure

2A).

Group 1 included most samples from very-preterm infants with irregular transit from microbial
Clusters B and C, but also a small number of samples from very-preterm infants with regular
transit, mainly from Clusters B and C, and two samples from Cluster A. Group 2 included most
samples from very-preterm infants with regular transit from Clusters A and B and one sample
from Cluster C, as well as a small number of samples from very preterm infants with irregular
transit from Clusters A and B (Figure 2A). This clustering indicates a relationship in the
abundance of these metabolites not only within the transit group but also based on the
microbiota composition. Infants from Group 1 exhibited higher concentrations of fecal
metabolites related to energy and carbohydrates pathways, while those from Group 2 had
higher concentrations of fecal metabolites related to amino acids, nucleotides, xenobiotics,

cofactors, and enzyme pathways (Figure 2A).

Ten of these 50 metabolites originated from the co-metabolism between microbiome and host,
seven originated essentially from the microbiota and two from the host. The other metabolites

ad an unknown origin, from food or drugs (Figure 2B).
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Figure 2: Fecal metabolites associated with early intestinal transit

A/ Heatmap of the abundance (in log2) of the 50 fecal metabolites differentially represented in
the 2 transit groups (regular in green vs irregular in red). Metabolites are classified by super
pathway. Samples are statistically separated by k-means clusterisation in 2 groups (1 and 2) and
colored by transit groups and microbial enterotype-based clusters.

B/ Origin of the 50 fecal metabolites (analysis performed by metorigin).
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Microbial metabolites 3-indoxyl-sulfate and trimethylamine-N-oxide are
correlated with Escherichia proportions.

We analyzed the correlations of the three differentially found bacterial genera within the
intestinal microbiota of children with regular or irregular transit with these metabolites. Relative
abundance of Escherichia at 1 month correlated positively with 8 metabolites found elevated
in the group of infants with regular transit in the first week of life (r > 0.30, p < 0.05) and
negatively with 3 metabolites found elevated in the feces of infants with irregular transit (r < -
0.30, p < 0.05) (Figure 3A). Clostridium positively correlated with 6 metabolites associated with
early regular transit. Faecalibacterium did not correlate with any metabolites that were

differentially present in the two transit groups.

Orthogonal partial least squares discriminant analysis (O-PLSDA) highlighted fifteen
metabolites discriminating between the two transit groups. All of them are included in the 50
differentially represented metabolites (Figure 3B). Moreover, out of the 17 metabolites
correlating with Escherichia or Clostridium, 11 discriminated between the two transit groups
using O-PLSDA, with a VIP score ranging from 2.4 to 3.2. Eight of them correlated with
Escherichia : 3-Indoxyl-sulfate (r = 0.62, p = 1.01E107?), trimethylamine-N-oxide (r = 0.53, p =
1.96E10%), 5-6-dihydrouracil (r = 0.6 ,p = 5.73E10°®), deoxycarnitine (r = 0.54 ,p = 5.26E10™), 5-
6-dihydrothymine (r = 0.5 ,p = 1.61E10°®), 2-hydroxybutyrate/2-hydroxyisobutyrate (r = 0.38 ,p
= 4.14E1073), aconitate (cis or trans) (r = -0.27 ,p = 4.32E107%), propionylcarnitine (C3) (r =-0.32,
p = 3.67E10). Three of them correlated with Clostridium: diacetylspermidine (r = 0.49, p =
6.94E10®%) and N (1) + N (8) acetylspermidine (r = 0.48, p = 4.81E10°°)

3-Indoxyl-sulfate and trimethylamine-N-oxide were the only metabolites with a confirmed
microbial origin. Deoxycarnitine may originate from co-metabolism and gamma-

glutamylisoleucine from food. The origin of the others cannot be determined.
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Figure 3: Correlations between main gut microbiome genera associated with regular intestinal
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B/ Orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) of metabolites that
discriminate the two transit groups. VIP score: variable importance plot.
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Discussion

We characterized the fecal microbiome of very preterm infants at 1-month-old based on the
quality of their transit during their first week of life. The quality of the transit in very preterm
infants at 1 week is an important criterion considered by clinicians to assess the maturity of the
intestine and the digestive health of children and has an impact on the intestinal microbiome

at 1 month.

High proportions of Escherichia, Clostridium, and Faecalibacterium were found in the
microbiome of 1-month-old infant’s microbial signatures of an early regular transit in very-
preterm infants. These genera are also considered to be signatures of a more mature
microbiome, especially Escherichia. Escherichia is predominantly represented in the group with
regular transit. This result support the fact that transit quality at 1 week could influence the

composition of the microbiota at 1 month.

Few studies have investigated the link between intestinal transit and intestinal microbiota in
preterm infants. However, in adults, it is known that intestinal microbiota may regulate
intestinal motility through the myenteric plexus. In mice, spore-forming bacteria, such as
Clostridium, promote the synthesis of 5-hydroxytryptamine (5-HT) in the colonic chromaffin
cells and affect intramuscular neurons and gastrointestinal motility by upregulating 5-HT
receptors on submucosal neurons and increasing 5-HT levels in the blood. 5-HT stimulates the
local intestinal nerve reflex and acts on the vagal motor afferent nerve to regulate contractile
activity [26]. In humans, the intestinal microbiota can stimulate intestinal motility through the
production of metabolites, thus influencing transit time [27]. The present LC-MS metabolomic
analysis did not allow the detection of 5-HT in the feces of infants but it could possibly explain

the abundance of Clostridium in infants with regular transit.

Escherichia and Clostridium were correlated with fecal metabolites, but only Escherichia was
correlated with two metabolites that are exclusively microbial: 3-Indoxyl-sulfate and

trimethylamine-N-oxide.

3-Indoxyl-sulfate is a sub-product of indole metabolism produced by commensal intestinal
bacteria. Tryptophan is metabolized to indole via the tryptophanase enzyme produced mainly
by some microbiome bacteria, including Escherichia [28]. Indole is metabolized to 3-Indoxyl-
sulfate which is an AhR ligand. They have a role in protecting against intestinal inflammation.

3-Indoxyl-sulfate is a marker of indole production [29]. Indole improves interleukin-22 (IL22)
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production. Indole and its derivatives also promote intestinal immune homeostasis by
activating AhR to protect the intestinal barrier [28]. Activation of the AhR pathway in intestinal
epithelial cells is necessary to protect stem cells and maintain the integrity of the intestinal
barrier [28]. In mice, loss of AhR in enteric nervous system (ENS) neurons present in the gut
induced irregular transit [30]. The gut microbiota and its metabolites affect intestinal motility
by regulating the AhR receptor: a recent study has shown that the AhR signal in the intestinal
nerve circuit connects the gut microbiota and intestinal nerve function, playing a significant
role in regulating intestinal motor function [26]. This supports the correlations we detected

between 3-indoxyl-sulfate and Escherichia associated with regular intestinal transit.

Trimethylamine-N-oxide (TMAO) is metabolized by the enzymes from several microbiome
genera from choline, betaine or carnitine [31]. Carnitine is a major component of breast milk.
From choline, Cut C/D enzymes are used to metabolize TMAO, while from carnitine, the cntA/B
enzyme is used. Recently, the YeaW/X pair has been described. These enzymes are all present
in Escherichia and Clostridium [32]. TMAO is metabolized in the liver with FMO3 and excreted
in the urine. However, 4% of TMAO production is excreted in the feces, thanks to the FMO1

gene, present in small quantities in epithelial cells [33].

3-Indoxyl-sulfate and trimethylamine-N-oxide are usually detected in urine, but the feces of

very preterm infants are recollected in diapers, which might also contain urine.

The impact of Clostridium and AhR ligand producers such as Escherichia on intestinal motility
has been previously highlighted [26]. However, we more specifically focus on the longer-term
impact of intestinal transit during the first week of life on the intestinal microbiota at one month
of age. Our results suggest that regular transit, i.e regular intestinal motility, could lead to a
more abundant presence of commensal or even beneficial strains of Clostridium and
Escherichia. It would be interesting to study the microbiota of infants with regular transit at one
week of age to analyze whether an higher abundance of Escherichia, Clostridium, and
Faecalibacterium could already be detected in the microbiome of preterm neonates at one

week of age.
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Conclusion

While additional experiments are needed to explain the role and impact of TMAO and 3-indoxyl
sulfate on the maturation of the digestive system in very preterm infants, our data indicate that
intestinal transit quality during the first week of life induces a different bacterial and functional

composition of the gut microbiome at 1 month of age.

We previously demonstrated that preterm infants presenting a microbiome enriched in
Escherichia have a better clinical outcome at two years [16]. As soon as transit irregularities are
detected, this microbial signature could offer the possibility to regulate the microbiota, aiming
to achieve a functional microbiota at 1 month, meeting the optimal criteria for positive

outcomes at two years.

96



References

1 Bagein G, Costemalle V, Deroyon T, et al. L'état de santé de la population en France.

2 Preterm birth. https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/preterm-birth

3 Respiratory Distress Syndrome (RDS) in Premature Babies - Health Encyclopedia -
University of Rochester Medical Center.

https://www.urmc.rochester.edu/encyclopedia/content.aspx?ContentTypelD=90&ContentID=
P02371

4 Commare CE, Tappenden KA. Development of the infant intestine: Implications for
nutrition support. Nutr Clin Pract 2007;22:159-73. doi:10.1177/0115426507022002159
5 Indrio F, Neu J, Pettoello-Mantovani M, et al. Development of the Gastrointestinal Tract

in Newborns as a Challenge for an Appropriate Nutrition: A Narrative Review. Nutrients
2022;14. doi:10.3390/NU14071405

6 Lucchini R, Bizzarri B, Giampietro S, et al. Feeding intolerance in preterm infants. How
to understand the warning signs. J Matern Fetal Neonatal Med 2011;24 Suppl 1:72-4.
doi:10.3109/14767058.2011.607663

7 So KW, Ng PC. Erythromycin and gastrointestinal dysmotility in preterm infants. East J
Med 2010;15:146-50.

8 Muller M, Canfora EE, Blaak EE. Gastrointestinal Transit Time, Glucose Homeostasis and
Metabolic Health: Modulation by Dietary Fibers. Nutrients 2018;10. doi:10.3390/NU10030275

9 Di Mauro A, Neu J, Riezzo G, et al. Gastrointestinal function development and
microbiota. Ital J Pediatr 2013;39:1-7. doi:10.1186/1824-7288-39-15

10 Tian H, Chen Q, Yang B, et al. Analysis of Gut Microbiome and Metabolite Characteristics
in Patients with Slow Transit Constipation. Dig Dis Sci 2021;66:3026-35. doi:10.1007/510620-
020-06500-2

11 Charles MA, Delpierre C, Breant B. Le concept des origines développementales de la
santé - Evolution sur trois décennies. médecine/sciences  2016:32:15-20.
doi:10.1051/MEDSCI/20163201004

12 Reyman M, van Houten MA, van Baarle D, et al. Impact of delivery mode-associated gut
microbiota dynamics on health in the first year of life. Nat Commun 2019 101 2019;10:1-12.
doi:10.1038/s41467-019-13014-7

13 Laforest-Lapointe |, Arrieta MC. Patterns of Early-Life Gut Microbial Colonization during
Human Immune Development: An Ecological Perspective. Front Immunol 2017;8:1.
doi:10.3389/FIMMU.2017.00788

14 Toubon G, Butel MJ, Rozé JC, et al. Very Preterm Children Gut Microbiota Comparison
at the Neonatal Period of 1 Month and 3.5 Years of Life. Front Microbiol 2022;13:919317.
doi:10.3389/FMICB.2022.919317/BIBTEX

15 Henderickx JGE, Zwittink RD, Renes IB, et al. Maturation of the preterm gastrointestinal
tract can be defined by host and microbial markers for digestion and barrier defense. Sci Rep
2021;11. doi:10.1038/S41598-021-92222-Y

16 Rozeé JC, Ancel PY, Marchand-Martin L, et al. Assessment of Neonatal Intensive Care
Unit Practices and Preterm Newborn Gut Microbiota and 2-Year Neurodevelopmental
Outcomes. JAMA Netw Open 2020;3:1-14. doi:10.1001/jamanetworkopen.2020.18119

17 Aguilar-Lopez M, Dinsmoor AM, Ho TTB, et al. A systematic review of the factors
influencing microbial colonization of the preterm infant gut. Gut Microbes 2021;13:1-33.
doi:10.1080/19490976.2021.1884514

18 Commare CE, Tappenden KA. Development of the infant intestine: Implications for
nutrition support. Nutr Clin Pract 2007;22:159-73. doi:10.1177/0115426507022002159

97



19 Short and Long-Term Effects of Preterm Birth | UK Healthcare.
https://ukhealthcare.uky.edu/wellness-community/health-information/short-long-term-
effects-preterm-birth

20 L'étude Epipage 2. https://epipage2.inserm.fr/index.php/fr/l-etude/199-qu-est-ce-qu-
epipage-2

21 Godon JJ, Zumstein E, Dabert P, et al. Molecular microbial diversity of an anaerobic
digestor as determined by small-subunit rDNA sequence analysis. Appl Environ Microbiol
1997;63:2802-13. doi:10.1128/aem.63.7.2802-2813.1997

22 Escudié F, Auer L, Bernard M, et al. FROGS: Find, Rapidly, OTUs with Galaxy Solution.
Bioinformatics 2018;34:1287-94. doi:10.1093/bioinformatics/btx791

23 Gu Z. Complex heatmap visualization. iMeta 2022;1:1-15. doi:10.1002/imt2.43

24 Chong J, Soufan O, Li C, et al. MetaboAnalyst 4.0: Towards more transparent and
integrative metabolomics  analysis. Nucleic  Acids Res  2018;46:W486-94.
doi:10.1093/nar/gky310

25 Yu G, Xu C, Zhang D, et al. MetOrigin: Discriminating the origins of microbial
metabolites for integrative analysis of the gut microbiome and metabolome. iMeta 2022;1:1-
13. doi:10.1002/imt2.10

26 Ma TR, Xue XL, Tian H, et al. Effect of the gut microbiota and their metabolites on
postoperative intestinal motility and its underlying mechanisms. J Transl Med 2023 211
2023;21:1-11. doi:10.1186/S12967-023-04215-2

27 Nicola Prochazkova, Gwen Falony, Lars Ove Dragsted, Tine Rask Licht, Jeroen Raes,
Henrik M Roager 5Nicola Prochazkova, Gwen Falony, Lars Ove Dragsted, Tine Rask Licht, Jeroen
Raes HMR. Advancing human gut microbiota research by considering gut transit time. 2023.
28 Li X, Zhang B, Hu Y, et al. New Insights Into Gut-Bacteria-Derived Indole and Its
Derivatives in Intestinal and Liver  Diseases. Front  Pharmacol 2021;12.
doi:10.3389/FPHAR.2021.769501

29 Philippe C, Szabo de Edelenyi F, Naudon L, et al. Relation between Mood and the Host-
Microbiome Co-Metabolite 3-Indoxylsulfate: Results from the Observational Prospective
NutriNet-Santé Study. Microorganisms 2021;9. doi:10.3390/MICROORGANISMS9040716

30 Stockinger B, Shah K, Wincent E. AHR in the intestinal microenvironment: safeguarding
barrier function. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2021;18:559-70. doi:10.1038/s41575-021-
00430-8

31 Borum PR, Chapman JJ, Macey MJ, et al. Human Milk Carnitine. Hum Lact 2 1986;:335-
7.doi:10.1007/978-1-4615-7207-7_29

32 Rath S, Heidrich B, Pieper DH, et al. Uncovering the trimethylamine-producing bacteria
of the human gut microbiota. Microbiome 2017;5:1-14. doi:10.1186/5S40168-017-0271-9

33 Shanmugham M, Bellanger S, Leo CH. Gut-Derived Metabolite, Trimethylamine-N-
oxide (TMAO) in Cardio-Metabolic Diseases: Detection, Mechanism, and Potential
Therapeutics. Pharm 2023, Vol 16, Page 504 2023;16:504. doi:10.3390/PH16040504

98



3. Discussion / conclusion

Le microbiote intestinal des enfants grands prématurés présentant un transit régulier était
caractérisé par la présence de 2 métabolites microbiens et 3 genres bactériens : le 3-indoxyl-
sulfate et le triméthylamine-N-oxide (TMAO) et Escherichia, Clostridium et Faecalibacterium.

Les deux métabolites étaient corrélés positivement avec I'abondance d’Escherichia.

Le 3-indoxyl-sulfate, dérivé de I'indole, est produit par le tryptophane via la tryptophanase
retrouvée chez Escherichia. C'est un ligand du récepteur AhR qui joue un réle dans la protection
contre l'inflammation intestinale et est un marqueur de la production d'indole qui protege la
barriere intestinale. La délétion de AhR dans les neurones du systéme nerveux entérique de
souris entraine un transit irrégulier [188]. Le 3-indoxyl-sulfate a été démontré comme

bénéfique sur le transit chez les souris.

Le triméthylamine-N-oxyde (TMAQ) est métabolisé majoritairement a partir de la carnitine
(composant majeur du lait maternel) chez les nourrissons. Les enzymes cntA/B sont nécessaires
pour métaboliser le TMAO a partir de la carnitine. Or ces enzymes sont toutes présentes chez

Escherichia et Clostridium pouvant expliquer la corrélation entre TMAQO et Escherichia [189].

Clostridium est connu pour favoriser la synthese de 5-HT dans le c6lon affectant les neurones
intramusculaires et la motilité intestinale. Il agit sur le nerf afférent moteur vagal pour réguler
I'activité contractile. Le 5-HT est fréquemment identifié par la méthode LC-MS/MS [190,191].
Bien qu'ayant employé une méthode similaire, nous n'avons pas réussi a détecter le 5-HT.
Cependant, cela pourrait étre une piste pour expliquer I'abondance de Clostridium chez les

nourrissons ayant un transit régulier.

De plus, un transit intestinal irrégulier est associé a une réduction de I'abondance de

Faecalibacterium [185] confirmant nos résultats.

Nos résultats indiquent que la qualité du transit intestinal a 1 semaine de vie se répercute sur
la composition et les fonctions du microbiote intestinal jusqu’a lI'age d'un mois. Un transit
régulier, c'est-a-dire une motilité intestinale efficace, a 1 semaine de vie pourrait conduire a
une présence plus abondante de souches de Faecalibacterium, Clostridium et d'Escherichia
ainsi qu'une abondance plus élevée de 3-indoxyl-sulfate et de TMAO. Nous savons que le

Cluster A, dominé par Escherichia, est associé au meilleur pronostic a deux ans. Cette signature
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microbienne pourrait permettre, dés la détection d'irrégularités de transit, de moduler le
microbiote afin d'obtenir un microbiote fonctionnel a un mois, répondant aux critéres
favorables pour un bon pronostic a deux ans. Il serait intéressant d'étudier si une signature de
la qualité du transit peut étre observée sur une plus longue période, a trois ou six mois et si

ces différentes sont détectées des la premiere semaine.
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CHAPITRE 3 :
Dialogue entre le microbiote intestinal et I'h6te : impact de
la naissance prématurée sur le cycle de I'acide citrique (TCA)
et I'immunité chez les nourrissons agés d'1 mois.

1. Introduction

Cet article tend a répondre a 3 objectifs de ma thése : avoir une meilleure connaissance de la
mise en place du dialogue microbiote-hote impliqué dans la maturation intestinale chez
I'enfant tout en décrivant une réponse de I'héte, a I'aide de méthodes non invasives. L'étude
du dialogue héte-microbiote présente de nombreux intéréts. Elle permet de comprendre
comment les microorganismes influencent le développement, la physiologie et la santé globale
des grands prématurés. En étudiant comment certaines bactéries ou certains métabolites du
microbiote influencent la santé, nous pourrions envisager le développement de thérapies
basées sur des modulations du microbiote pour rétablir ou maintenir un équilibre sain du
microbiote. L'analyse du microbiote peut de plus aider a identifier des signatures spécifiques

d'immaturité intestinale ou des biomarqueurs prédictifs de risques pour la santé.

Cet article a été soumis au journal Gut Microbes (ID : 236693659) et est en cours d'évaluation.
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Summary

Preterm birth is the leading cause of death in children under 5 years of age worldwide.
Therefore, it is important to understand their short- and long-term consequences. While the
association between preterm birth and short-term health has been widely studied, its
association with long-term outcomes is vaguely known. Preterm refers to infants born alive
before 37 weeks of gestation, and very-preterm refers to infants born before 32 weeks of
gestation. In preterm and very-preterm infants, the gut microbiota is highly variable and often
represents the microbiota found on the surface of the neonatal intensive care unit

environment.

The objective of this study was to better understand the crosstalk between gut enterotypes
and the host at 1 month of age in very preterm infants (EPIPAGE2 cohort). Infants were grouped
according to the 2-year outcome based on the age and stage questionnaire (ASQ). We
performed a meta-omic study on fecal samples from very-preterm infants at 1 month of age
and integrated data on the fecal microbiota, metabolome, and transcriptome via 16S ribosomal

RNA gene sequencing, LC-MS, and transcriptomics of the host.

The gut microbiota of very-preterm infants at 1 month is associated with host immune markers
(CAMP), 2-year outcomes based on ASQ score, and different metabolomic pathways, notably
the energy pathway due to the presence of various nicotinamide adenine dinucleotides
(NAD+). The microbiome at 1 month could be a noninvasive biomarker of gut immaturity.
Escherichia and Staphylococcus were found to be the best indicators of maturity and
immaturity, respectively. Escherichia may help the process of intestinal maturation in preterm

infants.
Keywords: Microbiota, metabolomic, transcriptomic, prematurity, NAD, Krebs cycle, immune

response, Escherichia, Staphylococcus
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Introduction

The gut microbiome is a complex ecosystem composed of trillions of microorganisms that play
an important role in human health. The gut microbiota is established during the first 3 years of
life and evolves throughout the lifetime. Microorganisms mainly colonize the gut at birth;
therefore, the mode of delivery and duration of gestation influence their colonization [1]. In
the early days of life, the gut microbiota undergoes expansion, which is influenced by dietary
factors, the capacity of the immune system, and microbial competition [2]. Environmental
factors also affect the gut microbiome, especially during the first 1,000 days, with potential
repercussions on adult health (DOHaD concept; Developmental Origin of Health and Disease)

[3].

The rate of premature birth (defined as birth before 37 weeks of gestation) in the world ranges
between 4 and 16% depending on the country, and is higher in high-income countries [4]. In
France, the prematurity rate increased from 4.5% in 1995 to 5.6% in 2016 and 7% in 2019[5],
affecting 55,000 children each year [4]. Many complications, such as Sudden Infant Death
Syndrome, breathing problems, and visual and hearing impairments in the short term, but also
metabolic diseases, learning difficulties, and behavioral problems in the long term, are
associated with prematurity [6]. Organs, for example within the digestive tract, may
underdevelop due to the interruption in utero and ultimately influence their size and function
(mucus layer production, increased permeability, reduced antimicrobial peptides, and fewer

Paneth cells) [7].

The gut microbiota of preterm infants differs from that of full-term infants. The microbiota of
full-term infants is often dominated by Escherichia coli and Enterococcaceae taxa in the first
week, allowing colonization of strictly anaerobic bacteria [8-10] by consuming ambient oxygen
in the gut. In preterm infants, the intestinal microbiota is less abundant, less diverse, and
composed of higher proportions of facultative anaerobes commonly found in the neonatal
intensive care unit (NICUs) [11], such as Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, Enterococcus,
Staphylococcus and Clostridium [12,13]. Since the gut microbiome may affect neurological
development and immune system function [13,14], differences in the gut microbiome structure

may consequently affect the long-term health of infants.

The composition of the gut microbiota is known to affect gene expression in the host cells [15].

Modulation of host gene expression by the gut microbiome has been well demonstrated in
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germ-free versus conventional mice models [15]. For example, the tricarboxylic acid (TCA) cycle
of colonocytes is dysregulated owing to the lack of the microbial metabolite butyrate in germ-
free mice [15]. Antibiotics, probiotics, and prebiotics can modulate the microbiome and,
subsequently, host gene expression. Immunity-related gene expression can also be affected by
the composition of the gut microbiota. In mouse models, more than half of the immunity genes
expressed in the gastrointestinal tract are regulated by the gut microbiome [15]. Pathogenic
bacteria such as Helicobacter, Salmonella and Listeria can regulate or deregulate the host's

cellular pathways [15].

Microbiome-host interactions can be studied using in-vitro models (cell lines, organoids, etc.),
biopsies collected from the host (invasive method), exfoliated colonic cells from feces [16,17]
and fecal transcriptome [18,19]. In our study, we characterized the microbiome-host dialogue

using the fecal transcriptome, which offers non-invasive and robust analysis.

We previously showed that very-preterm infants (birth before 31 weeks of gestation) can be
stratified into six enterotypes based on their gut microbiome composition at one month of age
[13]. Five enterotypes were driven by one dominant bacterial genus (enterotypes 1-5), whereas
one was characterized by a very low bacterial load (enterotype 6). These enterotypes were
associated with different cognitive development at 2 years of age, as evaluated using the Ages
and Stages Questionnaire (ASQ). Enterotypes 4, 5 and 6 (driven by Enterococcus,
Staphylococcus and low bacterial load, respectively) grouped preterm infants with the worst
outcome (Cluster C), enterotype 3 (driven by Escherichia) grouped infants with the best
outcome (Cluster A), and enterotypes 1 and 2 (driven by Clostridium and

Klebsiella/Enterobacter) grouped infants with heterogeneous outcomes (Cluster B).

In the present study, we aimed to investigate the functionality of these enterotypes and
determine how they might lead to different health outcomes later in life. We characterized and
integrated gut microbial composition, metabolic functions, and host transcriptomic profiles.
We further described noninvasive microbial biomarkers associated with detrimental health

outcomes in very preterm infants.
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Results

For each preterm fecal sample, we sought information on the gut microbial composition and
diversity (using 16S rRNA gene sequencing), metabolite composition (using non-targeted
metabolomics), and transcriptome profile (using mRNA transcriptomics coupled with RT-
gPCR). However, sample quality issues and/or a lack of sufficient bacterial biomass prevented
the combination of all techniques for all samples (Figure 1). For microbial composition and
metabolomics, results were obtained for Clusters A, B, and C samples (n= 60), except for those
associated with enterotype 6 (n= 13; low bacterial load). The host transcriptomic profile was
obtained by analyzing pooled samples from Cluster A (n=3 pools with 6 samples each), B (n=3
pools with 6 samples each), and enterotype 6 (n=2 pools with 6 samples each). Most of the
samples used in these pools were analyzed in parallel by RT-qPCR, with the addition of more

samples for Cluster C (n=9).
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Figure 1: Venn diagram showing the number of samples shared between the different
analysis techniques that were used. The blue circle represents the results obtained from
transcriptomics. The red circle represents the samples with metabolomics and microbial
composition results. The green circle represents samples with RT-gPCR results.

107



Preterm gut microbiome at 1 month is associated with cognitive outcome at 2
years

In a cohort of 577 preterm infants, Roze et al [13] highlighted the statistical stratification of
one-month-old infants into six enterotypes named enterotype 1 to enterotype 6 based on the
gut microbiome composition (Supplementary Figure 1). Enterotype 3 was driven mostly by
Escherichia/Shigella and was associated with higher gestational age, indicating a more mature
microbiota; therefore, it had better outcomes and better ASQ. There was a significantly better
overall neurodevelopment at 2 years of age in infants associated with enterotype 3 at 1 month
of life (G-test, P = 3.756e-07) [13]. The 20 infants selected from this enterotype were referred
to as Cluster A. Enterotypes 1 and 2, driven by Enterobacter and Clostridium sensu stricto had
intermediate outcomes. The 20 infants selected from these enterotypes were referred to as
Cluster B. Enterotype 4 (Enterococcus driven), enterotype 5 (Staphylococcus driven), and
enterotype 6 (low biomass) were associated with a lower gestational age and poor outcomes
(death or ASQ less than 185). The 20 infants selected from enterotypes 4 and 5, and 13 infants
from enterotype 6 were referred to as Cluster C. With our sample selection (n=73), these
clusters were also associated with different overall neurodevelopment at the age of 2 years (G-

test; P = 0.0078) (Figure 2A).

Analyses based on the selection of 60 samples from Clusters A (n=20), B (n=20), and C (n=20;
without samples from enterotype 6 with low biomass) highlighted differences in microbial
beta-diversity (Figure 2B). Clusters B and C were closer to each other and further away from
Cluster A on the principal coordinate analysis (PCoA) based on the Bray-Curtis distance
method. Differences in the microbial composition in this subgroup of infants were also
associated with a significantly lower ASQ in infants belonging to Cluster C (Figure 2A). This was
also associated with differences in microbial diversity, with significantly lower diversity in
infants from Cluster C (Figure 2C). The microbiome in Cluster A was driven by Escherichia,
Cluster B by Klebsiella, Enterobacter, and Clostridium, and microbiomes of Cluster C infants
were driven by Staphylococcus and Enterococcus genera (Figure 2D). Moreover, we observed
that Bifidobacterium detection was less frequent in Cluster C (G-test, P = 0.00084) and was
present in only 40% of the samples as compared to 55% and 70% of the samples in Clusters A

and B, respectively.
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Figure 2: Analysis of intestinal microbiome composition from feces and effective of enterotype by
cognitive development

A/ On the 60 selected samples, the frequency of preterm infants with high ASQ (> 185) in blue and a low
ASQ (<185) in red; Pval = 0.007885 with G test. B/ On the 60 selected samples, principal coordinate
analysis based on Bray-Curtis distance matrix highlights bacterial clustering between the 3 clusters (n=20
infants/cluster). C/ Alpha diversity evaluated by observed Shannon and Simpson indices. D/ Relative
abundance of 5 main genera in each cluster. * = Pval <0.05; ** = Pval <0.01; *** = Pval <0.001
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Correlation between Cluster-driving bacteria, microbial diversity, gestational

age, and weight at birth.

Preterm infants were divided into three gestational age groups (GAB): GAB1 included infants
born before 26 weeks of gestation, GAB2 included infants born between 27 and 29 WA, and
GAB3 included infants born after 30 weeks of amenorrhea. ASQ differences were not
significantly associated with gestational age at birth (G-test, P = 0.6) (Figure 3A). However, a
lower gestational age was associated with the proportion of Staphylococcus in the microbiome
at 1 month of age. Indeed, there was a trend for a higher abundance of Staphylococcus in the
GAB1 subgroup within the B and C Clusters, driven by Clostridium/Enterobacter/Klebsiella (P =
0.11) and Enterococcus/Staphylococcus respectively (P = 0.15; Figure 3B). In Cluster A driven

by Escherichia, the relative abundance of Staphylococcus was not associated with GAB.

Overall, GAB was positively correlated with the proportions of Escherichia (r= 0.16, P = 0.03)
and negatively correlated with Staphylococcus (r= -0.25, P = 0.001; Figure 3C). These genera
were also negatively correlated with each other (r= -0.47, P = 0.02). The correlation was also
positive between ASQ and Escherichia (r = 0.3, P = 0.09). GAB was not correlated with diversity
represented by Simpson’s index (r = -0.12, P = 0.35), whereas diversity was negatively

correlated with percentages of Staphylococcus (r = -0.25, P = 0.03).

Preterm infants were also divided into three groups of weight at birth: low weight included
infants weighing less than 1,500g, mean weight included infants weighing between 1,500g and
2,499g, and high weight included infants weighing more than 2,500g. ASQ differences were
not significantly associated with weight at birth (G-test, P = 0.12; Supplementary Figure 2).
Infant weight at birth was positively correlated with the relative abundance of Escherichia
(r=0.36, P = 0.02) and negatively correlated with the relative abundance of Enterococcus (r = -

0.22, P = 0.054).

The dominant genera of the enterotypes also correlated with each other: Escherichia was
negatively correlated with Staphylococcus and Enterococcus (r = -0.47, P = 0.02, and r = -0.22,
P = 0.03, respectively). Enterococcus was also negatively correlated with Enterobacter (r = -0.13,

P = 0.04). Klebsiella genus was not significantly correlated with any other genera.
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Figure 3: Relations and correlations between microbiome composition and clinical variables

A/ Frequency of preterm infants with high ASQ (> 185) in blue and low ASQ (<185) in red depending
on gestational age (GAB1: <26SA, GAB2: between 27SA and 29SA, GAB3: >30SA. Pval = 0.06 with G
test. B/ Relative abundance of Staphylococcus in the 3 clusters by different gestational age. C/ Spearman
correlation with the significance of quantitative clinical variables and dominant bacterial genera * =

Pval <0.05; ** = Pval <0.01; *** = Pval <0.001
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The differences in the gut microbiome were reflected on the fecal metabolomic

profile

A total of 1,040 metabolites were detected in the feces of very preterm infants at 1 month of
age, and 856 were annotated. Based on the Metorigin analysis, 49 metabolites were solely
attributed to the gut microbiota, 6 to the host, and 150 to co-metabolism of the microbiota
and the host. The remaining metabolites were associated with drugs (n = 35), food components

(n = 75), and of unknown origin (n = 725) (Figure 4A).

According to principal component analysis (PCA) of the composition of fecal metabolites, the
fecal metabolome of preterm infants belonging to Cluster C slightly differed from that of
preterm infants in Clusters A and B. It is noteworthy that while Cluster A was distinct from the
two other clusters based on microbiome composition, the fecal metabolome was more

divergent in infants from Cluster C than in Clusters A and B (Figure 4B).

Analysis of the super-pathways (partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA))
highlighted that the pathways related to energy, carbohydrates, and partially characterized
molecules discriminated the three clusters most with a relatively higher variable importance in
projection (VIP score) measure between 1.3 and 1.6 (Figure 4C). VIP score summarizes the
contribution of a variable to the model and is calculated as a weighted sum of the squared
correlations between the PLS-DA components and the original variable [20]. Energy super-
pathway metabolites were more abundant in Cluster A driven by Escherichia and less abundant
in Cluster C, driven by Staphylococcus and Enterococcus. This pathway was positively correlated
with Escherichia (r = 0.4, P < 0.001) and Enterobacter (r = 0.4, P < 0.001), and negatively
correlated with Enterococcus (r = -0.2, P < 0.05) and Staphylococcus (r = -0.4, P < 0.001) (Figure
4D).

The lipid, peptide, and xenobiotic pathways were the least discriminant with VIP scores close
to 0. These pathways were not correlated with bacterial members (except for the xenobiotic
pathway in Clostridium, r = 0.2, P < 0.05). The amino acid super-pathway was also positively
correlated with Klebsiella (r = 0.2, P < 0.05) and negatively correlated with Staphylococcus (r =
-0.3, P < 0.05). The nucleotide and cofactor pathways were not correlated with bacterial

members with VIP scores lower than 1.
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A/ Origin of metabolites detected in feces. B/ Principal Component Analysis on the fecal metabolome. C/
Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA) on super pathways.
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D/ Spearman correlation with significance between super pathway and interest bacteria. * = Pval <0.05;
** = Pval <0.01; *** = Pval <0.001
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Expression of immune-related genes differentiated the Clusters

Since host gene expression can be analyzed by isolating cells exfoliated from feces, we aimed
to recover RNA from cells that were present in feces without prior cell isolation. Host transcripts
from pooled fecal samples of infants belonging to Clusters A (n = 3; 18 infants) and B (n = 3;
18 infants) were analyzed using RNASeq. Transcriptome profiles could not be determined in
Cluster C due to the low amounts (concentration <50ng/ul) and quality (too many
contaminants) of eukaryotic RNA. Instead, host transcripts were specifically recovered from
infants belonging to enterotype 6 from Cluster C (low bacterial biomass) (n = 2; 12 infants).
Overall, the gene expression patterns of the exfoliated cells discriminated the three clusters by
PCA (Figure 5A). A total of 88 transcripts were associated with Cluster A. The genes that were
overexpressed in Clusters A and B and enterotype 6 were involved in pathways related to
inflammation (acute inflammatory response, humoral immune response, immune effector
process, immune response, immune system process, inflammatory response, inflammatory
response to antigenic stimulus), leukocyte activation and aggregation, and chemokine
production (Figure 5B). In contrast, 33 genes were under-expressed in the RNA sample pools
of preterm infants from enterotype 6 compared to Cluster A, and 77 genes were under-
expressed in the RNA sample pools of preterm infant feces from Cluster B compared to A.

There were no statistically significant differences between clusters B and 6 (Cluster C).

We focused on transcripts expressed by immune cells such as calprotectin and antimicrobials.
Infants in Cluster A expressed more global fecal calprotectin than enterotypes 6 and C. Cluster
B had more global fecal calprotectin transcripts than enterotype 6. There was a higher
expression of both subunits in the feces of Cluster A compared to enterotype 6 and more
S100A9 than in Cluster C. The subunit ST00A8 was more abundant in the feces of Cluster B
than in enterotype 6 (Supplementary Figure 3A). There are two types of antimicrobials: alpha-
defensin and cathelicidin. Enterotype 6 had a lower production of lysosome (LYZ), a Paneth cell
marker (Supplementary Figure 3B). Alpha defensins DEFA5 and DEFA6 were more strongly
expressed in Cluster B and enterotype 6 pools, but DEF1, DEF3, and DEF4 were more highly
expressed in Clusters A and B (Supplementary Figure 3C). Cathelicidin Antimicrobial peptide
(CAMP) has been described as cathelicidin in humans [21]. CAMP expression was only detected
in Cluster A (Supplementary Figure 3D). RT-qPCR analysis showed that CAMP/LL37 expression
was lower in enterotype 6 than in Clusters A and B (P = 0.0039 and P = 0.015, respectively)

(Figure 5C). We also performed RT-qPCR targeting the two subunits of calprotectin (S100A8
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and ST100A9), which were differentially expressed between clusters A and 6 (P = 0.0053 and P
= 0.063, respectively). STO0A8 was differentially expressed between clusters B and 6 (P = 0.046),
as well as between Cluster C and enterotype 6 (P = 0.048). ST00A9 was differentially expressed
between clusters A and C (P = 0.00041) and between clusters B and C (P = 0.0077)
(Supplementary Figure 3E).

Analysis of gene expression by Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant Analysis (O-
PLSDA) between Clusters A and B highlighted that NAMPT seemed to be the most
discriminating for the two clusters with a VIP score over 8 (Figure 5D). RT-gqPCR analysis

highlighted stronger expression of NAMPT in Cluster A than in Cluster C or enterotype 6.
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a significant differential expression in Cluster A vs Cluster B (top) and Enterotype 6 vs Cluster A (bottom).
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Low levels of final TCA cycle metabolites are associated with Staphylococcus-

enriched gut microbiota and unfavorable overall neurodevelopment

The tricarboxylic acid (TCA) cycle is the major pathway involved in energy metabolism.
Metabolites that appear early in the TCA cycle, i.e. citrate (Kruskal test, P = 0.01) and aconitate
(Kruskal test, P = 0.004), were detected more abundantly in Cluster C than in Clusters A and B
(Figure 6A) (Supplementary Figure 4A-B). On the other hand, final TCA cycle metabolites i.e
malate (Kruskal-Wallis test, P = 1.664e-05), fumarate (Kruskal test, P = 1.034e-08), and
succinate (Kruskal test, P = 1.111e-06), were more abundant in Clusters A and B than in Cluster
C (Supplementary Figure 4E-G). Supporting this result, the proportions of Staphylococcus were
positively correlated with citrate and aconitate (r = 0.44, P = 0.01, and r = 0.38, P = 0.0003,
respectively), whereas Escherichia was negatively correlated with aconitate (r = -0.27, P = 0.04)
but positively correlated with fumarate and succinate (r = 0.56, P = 0.01, and r = 048, P =
0.0006, respectively). These two metabolites were negatively correlated with Enterococcus (r =
-0.56, P = 0.04, and r = -0.41, P = 0.01, respectively) (Figure 6B). Isocitrate (isocitric lactone),
which is present between aconitate and alpha-ketoglutarate in the TCA cycle, did not correlate
with any bacterial genera and was not differentially detected in a particular cluster (Figure 6B,
Supplementary Figure 4C). Alpha-ketoglutarate was less abundant in Cluster C and was
negatively correlated with Enterococcus (r = -0.36, P = 0.02) (Figure 6B, Supplementary Figure
4D). A similar global correlation pattern exists between Staphylococcus and Enterococcus and
metabolites of the TCA cycle. Statistical confirmation was provided by the K-means method,
which separates the correlations into two groups: the first group with Staphylococcus and
Enterococcus and the second group with the other bacteria (Figure 6B). These findings

demonstrate a consistent pattern in Cluster C compared with the other two clusters.

The transition from metabolites abundant in Cluster C (citrate and aconitate) to metabolites
abundant in Clusters A and B was separated by a reaction requiring the presence of NAD+.
Isocitrate dehydrogenases catalyze the oxidative decarboxylation of isocitrate (isocitric lactone)
to alpha-ketoglutarate and reduce NAD+ to NADH. NAD+ was found to be less abundant in
Cluster C than in Clusters A and B (Dunn test, P = 0.02 and P = 0.04, respectively), thus blocking
the continuation of the reactions of the TCA cycle (Figure 6C). NAD+ was negatively correlated
with Staphylococcus (r = -0.43, P = 0.02) and positively correlated with Escherichia (r = 0.2, P =
0.05).
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Instead of being generated de novo from tryptophan, most NAD+ is recycled from
nicotinamide (NAM) through the salvage pathway to maintain cellular NAD+ levels via NAMPT
[22]. This gene was more highly expressed in Cluster A than in Clusters B and C and enterotype

6 (P = 0.0037, P = 0.0033, and P = 0.08, respectively) (Figure 6D).
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Figure 6: Low levels of final TCA cycle metabolites are associated with Staphylococcus-enriched
gut microbiota and unfavorable cognitive development

A/ Abundance of metabolites making up the TCA cycle in the 3 different clusters. In TCA cycle,
in red: metabolites higher in Cluster C, in green: metabolites higher in Cluster A and B, in yellow:
no difference and in green: no found in LC-MS. B/ Spearman correlation between TCA cycle
metabolites and bacteria. Separation by kmeans in 2 groups. * = Pval <0.05; ** = Pval <0.01;
*** = Pval <0.001 C/ Abundance of NAD+ in each cluster. Test de Dunn. D/ Relative expression
of the NAMPT gene with RT-qPCR analyses.
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Discussion

Our study highlights that the proportions of Escherichia and Staphylococcus/Enterococcus
colonizing the gut of one-month-old preterm infants were relevant microbial signatures of
clinical birth variables and neurological outcomes at two years of life. Similarly, a study showed
a positive association between alpha-diversity within the gut microbiome of one-year-old
infants and the Mullen Score (ELC) [23]. The Mullen score is used to evaluate infant and young
child development. It is similar to the ASQ, with the difference that the tests are not conducted
by parents, but by professionals. A link has already been established between intestinal
microbiota and child development. Moreover, the relative abundances of these two genera
were negatively correlated, indicating the opposition of these two types of clusters. Indeed,
they had inverse correlation profiles with the gestational age at birth (GAB) and weight
variables that we evaluated. In addition, the composition of the microbiome and metabolome
for Clusters A and C were the most distinct. Overall, there is a similar pattern for metabolomic
super-pathway correlation for Enterococcus and Staphylococcus in contrast to Escherichia. This

can explain the proximity of Clusters A and B on the PCA and the difference in Cluster C.

A gut microbiota enriched in Escherichia at one month of life was associated with a better child
outcome at two years of age and clinical health compared to children with a gut microbiota
enriched in Staphylococcus in our cohort. Weight and GAB could affect the composition of the
gut microbiome at one month. Escherichia was positively correlated with variables, including
GAB, ASQ, and birth weight. Staphylococcus and Enterococcus spp. were negatively correlated
with the same clinical variables. A microbiome enriched in Staphylococcus or Enterococcus
reflects lower microbial diversity, which can negatively impact the development of infants,

especially during the first 1,000 days of life (DOHaD concept) [24].

The early gut microbiota has an impact on cognitive development [25-29] and modulation of
gut microbial metabolites is one of the most extensively studied links between gut microbiota
and neurodevelopment within the scope of the gut-brain axis. More specifically, it has been
shown that Escherichia enterotype is not associated with neurological pathologies, which is
consistent with our findings. A previous study indicated that E. coli is an inhabitant of a more
mature gut microbiome [30]. In contrast, Klebsiella pneumoniae enterotype is associated with
neurological pathologies [14]. However, we did not find a link between Klebsiella and the

outcome of our study. This may be due to a species-dependent mechanism. We did not find
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associations between outcomes or other clinical variables and Cluster B (Enterobacter,
Klebsiella, and Clostridium). Further studies are required to determine their impact on infants.
In the latter study [14], Staphylococcus enterotype was not detected, but Enterococcus had no

positive or negative association with neurological pathologies.

The transition from aerobic to anaerobic state is important for the gut health of infants.
Staphylococcus are catalase-positive bacteria, that is, they can reduce oxygen peroxide (H20>)
to oxygen and water, which may interrupt the transition to anaerobiosis. H»0; is ubiquitously
produced by intestinal cells [31], especially during microbial challenges such as primo-
colonization [32]. The higher abundance of Staphylococcus in Cluster C may potentially increase
oxygen in the gut of these preterm infants, and this hypothesis needs to be further validated.
In contrast, Escherichia uses oxygen to grow, which may play a critical role in the healthy
development of the gut and explain why it is found as a primo-colonizer in the gut of full-term
newborns [9]. This genus can remove oxygen present in the gut of infants. Anoxia is essential
for colonization by strictly anaerobic bacteria such as Bifidobacterium: it has been shown that
an increase in Bifidobacterium abundance in an infant’s gut is an essential component of good
health in adulthood [33] and is associated with delayed development in preterm infants [34].
Indeed, we observed that Bifidobacterium was rarely present in Cluster C. A reduction in
microbial diversity due to the absence of strict anaerobes in infants can potentially be explained

by the enrichment of Staphylococcus and depletion of Escherichia.

The microbiome impacts the immune system gene expression of the host; therefore, we
focused on the expression of anti-microbial peptide genes. Alpha-defensins are produced by
Paneth cells [35] and in our analysis, enterotype 6 had lower expression of LYZ genes (Paneth
cell markers), which might indicate decreased production of these antimicrobial peptides and
may explain the lower immune response in this group. However, this was not the case; we
observed a stronger tendency for the expression of alpha-defensin by Paneth cells (DEFA5 and
6) in Clusters B and C6. However, the other alpha-defensins were more highly expressed in
Clusters A and B by neutrophils (DEF1, 3, and DEF4). Cathelicidin contributes to both adaptive
and innate immunity. These findings suggest that CAMP plays a role in the establishment of

the neonatal gut microbiota [36]. The expression of CAMP/LL37 was lower in enterotype 6 and
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higher in Cluster A. Overall, our findings suggest that having detectable levels of bacteria in
the gut may increase the expression of certain immune-related genes and that their expression
levels may fluctuate based on the bacterial genus. An increase in the expression of immune
system-related genes at the beginning of life is beneficial to long-term health. Development
of the immune system is strongly associated with primary colonization of the gut [8]. Moreover,
some studies have shown an increase in fecal calprotectin levels in healthy infants in the first

month of life [37-39].

Energy metabolism was strongly positively correlated with Escherichia and Enterobacter and
negatively correlated with Staphylococcus and Enterococcus. Staphylococcus was positively
correlated with early TCA cycle metabolites and negatively correlated with late metabolites,
while Escherichia was positively correlated with late TCA cycle metabolites and negatively
correlated with early metabolites. NAD+ was positively correlated with Escherichia and
negatively correlated with Staphylococcus. The NAMPT transcript (visfatin) was differentially
expressed between clusters. It can metabolize NAD+, which is important at the beginning of
the tricarboxylic acid (TCA) cycle. The TCA cycle may be blocked in Cluster C owing to a lower
concentration of NAD+ caused by a lower amount of the NAMPT transcript and enzyme.
Microbial stimulation of NAD+ production may help maintain the normal metabolism of
microbes, and host NAD+ stimulation can promote beneficial intestinal bacteria and inhibit
pathogenic bacteria. Stimulation of NAD+ by nicotinamide (NAM) could further limit infection
or colonization by pathogens, including Staphylococcus [40]. Because the TCA cycle is
necessary for energy metabolism and overall neurodevelopment, groups with poor functioning
(Cluster C) may have a deficit in energy metabolism. The administration of NAD+ precursor

(NAD3 dietary supplement) in adults improves neurodegenerative pathologies [41].

120



Conclusion

In this study, we demonstrated that a 1-month-old preterm infant microbiota driven by either
Escherichia or Staphylococcus had the most pronounced association with gestational age and
weight at birth, as well as the most pronounced impact on fecal metabolites and transcripts. A
microbiota driven by Escherichia is considered more mature because of its higher abundance
in infants with a higher gestational age and birth weight and may have more beneficial effects
on overall neurodevelopment at 2 years of age, bacterial diversity, TCA cycle metabolism, and
primo-immunity by the host. Conversely, the Staphylococcus enterotype is more prevalent in
infants of low gestational age and weight, and may be associated with blocked TCA
metabolism, weaker host immune expression, and worse overall neurodevelopment at 2 years

of age.

Patients and methods/materials

Study population and sample collection

We selected 73 infants from the EPIFLORE cohort, an ancillary study of the very-preterm French
national cohort, EPIPAGE2. All infants were born between 25 and 31 weeks of gestation, and
fecal samples were collected at approximately 21 days to one month of age and stored at -
80°C. Twenty infants from each of the three clusters and 13 from enterotype 6 (low biomass)
were selected to represent the overall microbiome distribution and the main clinical and
demographic characteristics of the study population. None of the selected children developed
Necrotizing Enterocolitis (NEC) or had severe morbidities, while all experienced a central

catheter, and all but two were treated with antibiotic at DO.

The same number of samples was selected for each group (n=20), which was based on several

variabilities in clinical data (Table 1).

Cluster A Cluster B Cluster C Enterotype 6
n=20 n=20 n=20 n=13
Mean of gestational age 28,75 28,3 27,35 26,38
Weight at birth
High 65% 55% 30% 15%
Mean 5% 10% 20% 77%
Low 30% 35% 50% 8%
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Female 40% 35% 40% 62%
Context preterm

Induced 30% 30% 25% 23%
Spontaneous accepted 25% 30% 10% 38%
Spontaneous sub 45% 40% 65% 38%
Cesarean delivery 50% 80% 75% 38%
Multiple birth 45% 30% 45% 23%
Necrotizing enterocolitis 0 0 0 1
(NEC)

Premature rupture of 50% 55% 50% 0%
membranes (PROM)

APGAR Superior D7 80% 85% 85% 77%
Practice of skin-to-skin 75% 80% 60% 62%
contact during the first week

of life

Gastrointestinal transit 75% 45% 35% 54%
considered normal

(at least 1 stool a day)

Augmentin 0% 0% 10% 0%
DO postnatal antibiotics 100% 90% 100% 69%
Secondary postnatal 30% 45% 50% 77%
antibiotics

Mortality or severe morbidity | 0% 0% 0% 23%
Insulin 25% 15% 35% 77%
Never intubation 25% 25% 10% 5%
Surfactant during first days 65% 70% 75% 85%
of life

D3 catecholamine 5% 0% 15% 8%
Sup 3g protein 65% 75% 95% 45%
Breast milk during the first 45% 10% 20% 31%
week

Breast milk D28 (LM)

Other feed 20% 5% 5% 8%
BForF 70% 95% 95% 85%
BF 10% 0% 0% 0%
Breast discharged from 55% 45% 35% 15%
hospital

Mean BMI mother 23,32 24,20 21,29 25,84
Nationality

France 70% 65% 70% 54%
Africa 10% 10% 25% 31%
Others 5% 15% 5% 0%
Mean ASQ score at 2 years 217,75 193,35 161,85 200,35
Mean Score communication | 41,75 42 29,5 43,36

at 2 years
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Mean Score personal social at | 44,8 39,25 30 46,36
2 years

Mean Score problem solving | 42,75 33,7 31,65 44,31
at 2 years

Mean Score gross motor at 2 | 50,2 449 34 50,18
years

Mean Score fine motor at 2 48,1 39,5 36,7 52,55
years

Table 1: Associations between Cluster of microbiota, neonatal characteristics and individual
Therapies

Fecal microbiome analysis

Total fecal DNA was extracted from 73 samples, as described previously [42]. The concentration
and integrity of nucleic acids were determined visually via gel electrophoresis on 1% agarose
gels. The V3-V4 region (V3fwd: TACGGRAGGCAGCAG, V4rev: TACCAGGGTATCTAAT) of the 16S
rRNA gene was amplified and sequenced, and the sequences were subsequently analyzed as

previously published [13].

Fecal untargeted metabolomics

To gain insight into the metabolic functions linked to differential bacterial colonization in the
preterm gut, the fecal metabolome was analyzed. This approach allowed us to characterize
both host- and microbiome-derived metabolites. Metabolomic analysis was performed on
aliquots of 50 mg of frozen fecal samples using the LC-MS method (Metabolon Durham, USA).
Acquisition, quality control, metabolite identification, and quantification were performed. The
normalization method used is the batch method and is used to train artificial neural networks
faster and more stably through normalization of the layers' inputs by re-centering and re-
scaling. A total of 1,040 metabolites were detected, 856 of which were annotated.

Uncharacterized metabolites were excluded from analysis.
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Transcriptomic library construction

To gain insights into the host transcriptomic response to differential bacterial colonization in
the preterm gut, a catalog of host mRNA transcripts potentially detectable in preterm fecal
samples was constructed. Briefly, RNA was isolated from frozen fecal aliquots using an RNAeasy
mini kit (Qiagen) with a modified protocol: a mixture of 10ul/ml beta-mercaptoethanol - RLT
buffer and 1 ml of TRIzol was added directly to 180 mg of feces. This mixture was vortexed for
15 seconds after 600 mg of sterilized glass beads. Mechanical lysis was performed with a
Fastprep for 4 x 30 s at the maximum speed (6.5 m/sec). The suspension was incubated for 5
min at room temperature and centrifuged for 1 min at 12,000 x G and 4°C. The supernatant
was transferred to tubes containing 300uL of chloroform and shaken for 1 min by hand.
Centrifugation was performed for 10 min at 12,000 x G and 4°C, and the top layer of the
supernatant was transferred to a new tube. Ethanol (1/1 v/v, 70%) was then added. The
manufacturer’'s protocol was followed for isolation of total RNA. RNA was eluted in 40ul of

RNAse-free water and stored at -80°C.

Total RNA was extracted from 73 samples and from an additional 31 samples (n= 20 + 5 from
Cluster A n=20 + 7 from Cluster B, n= 20 + 19 from Cluster C, and n=13 from enterotype 6).
RNAs was pooled by Cluster A (three pools of six samples from Cluster A, three pools of six
samples from Cluster B, and two pools of six samples from enterotype 6) to obtain a library of
potentially differentially expressed genes in the three clusters. RNA extracted from Cluster C
samples did not meet the quality criteria for transcriptomics (no detection of housekeeping
genes, low amount of RNA, and RIN<6). The pools were created according to the amount of
RNA in each group, and RNA was reverse-transcribed using a High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Applied Biosystems) with oligoDT16 to enrich mRNA.

RT-qPCR of selected genes

Transcripts for housekeeping genes (tubulin beta, TUBB2A, Hs00742533_s1), ST00A8, ST00A9,
CAMP, and NAMPT were quantified by quantitative PCR (qPCR) after reverse transcription. RT-
gPCR assays were performed with TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
for tubulin and Power SybrGreen PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) for other genes,

using a QuantStudio 3 real-time thermocycler (Thermo Fisher Scientific). Amplification
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conditions were 50°C for 2 min and 95°C for 20 s, followed by 60 cycles of 95°C for 1 s and
60°C for 20 s. Total RNA from HT29 cells and Escherichia coli (K12) were used as positive and

negative controls, respectively, for eukaryotic and prokaryotic genes.

Gene Forward Reverse Ref
S100A8 GCTAGAGACCGAGTGTCCTCAG | GCCCATCTTTATCACCAGAATG [43]
S100A9 TGGAGGACCTGGACACAAATG TCGTCACCCTCGTGCATCTT [43]

CAMP/LL37 | GACACAGCAGTCACAGAGGAT TCACAACTGATGTCAAAGGAGCC | [44]

NAMPT AGGGTTACAAGTTGCTGCCACC | CTCCACCAGAACCGAAGGCAAT | [45]

Bioinformatic and biostatistical analyses

FROGS “Find, Rapidly, OTUs with Galaxy Solution” was used for the microbiome analysis:
preprocess, clustering, chimera’s removal, and operational taxonomic unit (OTU) affiliation [46].
678 511 sequences were retained after filtering, and clustering using Swarm led to 172 446
OTUs. Chimera removal via VSEARCH retained 162 315 OTU. Two taxonomic affiliations were
performed using the SILVA and RDP databases. After filtering and affiliation, 1,534 operational
taxonomic units OTU were identified. Analysis and visualization of microbiome communities
were conducted in Rstudio using the Phyloseq package [47] to calculate alpha and beta

diversity metrics.

Metaboanalyst [48] and MetOrigin softwares [49] were used for PCA and PLS-DA analyses and

metabolite profiling, respectively, of the metabolomics dataset.

For transcriptomic analysis, lllumina output raw sequencing files were filtered using fastQC
tools for read quality and fastP for quality control, trimming of adapters, filtering by quality,
and read pruning [50]. FASTQ files were aligned to the human genome using two databases,
EnsemblOrg and Pub, using STAR software [51]. Finally, Rsem software was used [52]. The
output was a gene count file and a normalized count file in TPM (Transcripts Per Million).

Transcript pathway analysis was performed using Cytoscape software [53].
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Statistical analyses were performed using the DESeg2 package [54] on non-normalized data
provided in the package. The functions used were maplds and EnhancedVolcano for the

analysis of differentially expressed genes and PCA, respectively.

Statistical and graphical analyses were performed using RStudio or Python, respectively.
Analysis of numbers was performed using the package ggplot2 with the Khi2 test or G-test.
Correlations and visualizations were assessed using the Hmisc, Corrr, and ComplexHeatmap
packages. Correlation and graphical analyses between genera and metabolites were performed
using Python packages: Pandas, Numpy, and Scikit-learn. Boxplots were performed with the
package ggstatsplot in Rstudio with parameters of non-parametric tests (Kruskal-Wallis) and

the function ggbetweenstats.
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Supplementary data 2: Frequency of preterm infants with high ASQ (> 185) in blue and low
ASQ (<185) in red depending on weight at birth. Pval = 0.1147 with G test.
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Supplementary data 3: Transcriptomic and RT-gPCR results from feces

A: Log10 Transcripts per kilobase million (TPM) for ST00A8 and S100A9 in pools from Clusters
A, B and enterotype 6. B: Log10 Transcripts per kilobase million (TPM) for LYZ in pools from
Clusters A, B and enterotype 6. C: Log10 Transcripts per kilobase million (TPM) for alpha
defensins in pools from Clusters A, B and enterotype 6. D: Log10 Transcripts per kilobase million
(TPM) for cathelicidin in pools from Clusters A, B and enterotype 6. E: Log2 Fold change for
S100A8 and ST00AO9.
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Supplementary data 4: Relative abundance TCA cycle metabolites: citrate (A), aconitate (B),
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3. Discussion / conclusion

Cette étude montre qu'un microbiote de grands prématuré agé d'un mois, dominé soit par
Escherichia, soit par Staphylococcus, présente une association plus marquée avec l'age
gestationnel, le poids a la naissance et un impact plus important sur les métabolites et

I'expression de I'hote.

Un microbiote dominé par Escherichia était considéré comme plus mature en raison de sa plus
grande abondance chez les nourrissons ayant un age gestationnel et un poids de naissance
plus élevés, et pourrait avoir des effets bénéfiques sur le développement neurocognitif global
a 2 ans, la diversité bactérienne, le métabolisme du cycle de I'acide citrique et lI'immunité

primaire de I'hGte.

En revanche, Staphylococcus est plus présent chez les nourrissons ayant un faible age
gestationnel et un faible poids a la naissance, et pourrait étre associé a un métabolisme du
cycle de I'acide tricarboxylique perturbé, une expression plus faible de I'immunité de I'hote, et

un moins bon développement neurocognitif global a 2 ans.

Ces résultats mettent en évidence l'impact de certaines conditions de naissance sur le
microbiote intestinal a un mois, ainsi que l'intérét de se pencher sur le métabolisme différencié
de ces enfants. Nous avons €galement pu constater et confirmer que les analyses non invasives
des feces fournissent des informations précieuses sur les grands prématurés concernant la
composition microbienne, la fonctionnalité de ces microorganismes, et I'expression de I'hote.
Avec plus de recherche, certains métabolites pourraient servir de biomarqueurs pour la

détection d'un mauvais développement neurocognitif.

134



CHAPITRE 4 :
Impact de la composition du microbiote intestinal sur les
grandes voies métaboliques microbiennes chez les grands-
prématurés agés d’'un mois

1. Introduction

L'objectif de ce chapitre consiste a préciser les variations des voies métaboliques au sein du
microbiote intestinal des enfants prématurés, agés d'un mois et a déterminer des profils
métaboliques spécifiquement associés aux différents clusters. L'intention principale était
d'identifier des hypothéses a explorer concernant la maturité du tractus digestif et son

métabolisme.

Les féces contiennent des métabolites issus de divers processus métaboliques du microbiote
intestinal. L'étude de ces métabolites dans les feces des grands prématurés pourrait permettre
de mieux comprendre le développement intestinal a un stade précoce de la vie ainsi que le
role du microbiote intestinal dans le métabolisme des nourrissons prématurés et son impact
sur leur santé. Les métabolites présents dans les feces peuvent fournir des informations sur
I'absorption des nutriments chez les grands prématurés, ce qui peut aider a identifier des
carences nutritionnelles spécifiques. Certains de ces métabolites pourraient servir de
marqueurs potentiels pour évaluer la santé des enfants nés grands prématurés et leur
développement. Nous avons démontré un métabolisme différent pour le cycle du TCA entre
les clusters [Patin et al in review ; Chapitre 3]. Dans ce chapitre, nous voulons analyser d'autres

voies métaboliques bactériennes.
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2. Résultats

Les profils de meétabolites d'échantillons fécaux de nourrissons ont été analysés par
spectrométrie de masse par chromatographie en phase liquide (LC-MS). Cette analyse a
détecté 1040 molécules dans les feces des enfants grands prématurés et 856 métabolites
étaient des composés connus. Presque la moitié des métabolites détectés dans les feces des
enfants grands prématurés de la cohorte étaient lies au métabolisme des lipides (48%). Les
métabolites des acides aminés (23%), des xénobiotiques (8%), des nucléotides (5%), des
cofacteurs et des vitamines (5%), des peptides (3%), des carbohydrates (3%) et de I'énergie
(2%) étaient également retrouvés. Des molécules partiellement caractérisées (3%) étaient
également détectées (Figure 28). Pour déterminer quels métabolites pourraient étre utiles
pour suivre le métabolisme bactérien dans l'intestin du nourrisson nés grands prématurés,
nous avons examiné ceux impliqués dans les grandes voies bactériennes. En général, les lipides
comme le métabolisme des acides biliaires secondaires ou de la voie de la carnitine, les
métabolites des acides aminés comme le tryptophane ou I'histamine et le p-crésol dans le
métabolisme des xénobiotiques sont des métabolismes bactériens importants. Nous n'avons

pas détecté d'’AGCC dans cette analyse.

M Acide aminé

B Carbohydrate

B Cofacteur et Vitamine

B Energie

M Lipide

B Nucleotide

W Molécules partiellement
caractérisés

M Peptide

M Xenobiotique

Figure 28 : Pourcentage de métabolites détectés dans les feces des enfants grands-
prématurés de la cohorte
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Variation de la dégradation de la carnitine en triméthylamine-N-oxyde en
fonction de la composition du microbiote intestinal chez les grands prématurés
agés d'un mois

La carnitine est un acide aminé synthétisé a partir de lysine et de méthionine. La forme active
de la carnitine est connue sous le nom de L-carnitine, tandis que la D-carnitine est
biologiquement inactive. La carnitine joue un rdle essentiel dans le transfert des acides gras a
longue chaine du cytosol vers les mitochondries, ou ils subissent une [-oxydation pour
produire de I'ATP [192]. Une carence en carnitine entraine une diminution de la production
d'ATP a partir des acides gras [193]. Les nourrissons et en particulier les prématurés naissent
avec de faibles réserves en carnitine pouvant entrainer un dysfonctionnement mitochondrial.
Le lait maternel devient alors la principale source de carnitine , et celle-ci est maintenant
ajoutée aux préparations de lait maternisé a base de lait de soja par exemple [194,195]. La
carnitine est absente de la nutrition parentérale totale [196]. Cependant, les principales études
se basent sur la concentration en carnitine sérique et non fécale. Nous souhaitons donc évaluer
s'il est possible de discerner des différences dans les échantillons de féces. Le manque de
carnitine en début de vie va affecter le métabolisme des lipides des nourrissons au cours des
quatre premiers mois de la vie [194]. La principale voie d'absorption de la carnitine I'entérocyte
par le biais d'un transporteur passif, 'OCTN2 (Organic Cation Transporter Novel Type 2), tandis
qu'une partie est transformée par le microbiote en triméthylamine (TMA), qui est ensuite oxydé
en triméthylamine-N-oxyde (TMAO) [197,198] (Figure 29). Dans notre cohorte, nous avons
observé la présence de carnitine et de TMAO dans les feces. Il est important de noter que la

synthese de la carnitine n'est démontrée chez aucune bactérie [198].

Roertid Antibiotiques
[" S Acide Pivalique

Fuite urine
\

[ Trimethylamine

\

Trimethylamine-N-oxide |

Absorption par
entérocytes | Microbiote intestinal ‘

Figure 29 : Métabolisme simplifié de la voie de la carnitine
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Nos données de métabolomique globale indiquent une plus faible quantité de carnitine fécale
chez les enfants appartenant au Cluster A (enrichi en Escherichia) par rapport a ceux des
Clusters B (enrichi en Clostridium/Klebsiella/Enterobacter ; p=0.00014) et C (enrichi en
Staphylococcus ; p=0.00018) (Figure 30A). L'age gestationnel, I'allaitement, I'alimentation au
lait maternel, la supplémentation en protéine ou l'intubation n'induisait pas de différences dans
I'abondance de la carnitine fécale. L'expression du gene SLC22A5 (OCTN2) évaluée en
transcriptomique ne différait pas de maniére significative entre les Clusters A, B et C6.
Cependant, plus I'age gestationnel augmente, plus la différence de la quantité de carnitine
était importante entre les clusters. Les grands prématurés aux ages gestationnels 2 et 3 des
Clusters B et C présentaient en effet une plus grande quantité de carnitine que ceux du Cluster

A (AGN2 : p=0.0085 et p=0.014 ; AGN3 : p=0.018 et p=0.0091 respectivement) (Figure 30B).

D’autre part, il existait une corrélation négative entre la quantité de carnitine et celle de TMAO
(r=-0.34, p=0.0071) (Figure 30C), cette derniere étant détectée plus abondamment dans le
Cluster A par rapport aux Clusters B et C (p=7.6E10° et p=5.8E10"" respectivement) (Figure
30D). Les grands-prématurés du Cluster A, quel que soit leur age gestationnel, avaient une
plus grande quantité de carnitine que ceux des Clusters B et C (AGN1 : p=0.057et p=0.007 ;
AGN2 : p=0.014 et p=0.00062 ; AGN3 : p=0.0008 et p=0.0091 respectivement) (Figure 30E).
De plus, les corrélations entre les genres bactériens des clusters et le métabolisme de la
carnitine montrent une corrélation positive forte entre Escherichia et la deoxycarnitine (un
précurseur de la carnitine) (r=0.5, p=5.3%-05) et le TMAO (r=0.5, p=0.0002) ainsi qu'une
corrélation négative avec la carnitine (r=-0.6, p=0.002). A linverse, Staphylococcus et
Enterococcus sont corrélés négativement avec le TMAO (r=-04, p= 0.09 et r=-0.2, p=0.07)

(Figure 30F).
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Figure 30 : Métabolisme de la carnitine dans les feces d'enfants grands-prématurés

A/ Abondance de la carnitine (log2) dans chaque cluster. B/ Abondance de la carnitine (log2)
fonction de l'dge gestationnel par clusters. ~C/ Corrélations de Spearman entre l'‘abondance de
TMAO et de la carnitine. D/ Abondance de TMAO (log2) dans chaque cluster. E/ Abondance
de TMAO (log2) en fonction de l'dge gestationnel par clusters. F/ Corrélations de Spearman
entre les genres bactériens et les métabolites de la carnitine.
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Variation du métabolisme de I'histamine en fonction de I'enzyme histidine
décarboxylase dans le microbiote intestinal des grands prématurés agés d'un
mois

L'histamine est une amine biogene synthétisée a partir de I'histidine par I'enzyme histidine
décarboxylase (HDC). Dans le tractus gastro-intestinal, I'histamine a un impact sur plusieurs
fonctions principales : la modulation de la motilité gastro-intestinale, I'amélioration de la
production d'acide gastrique, la sécrétion de mucus, la neurotransmission via
I'immunomodulation et est essentielle pour la sécrétion d'acide gastrique [199]. L'histamine
peut étre métabolisée par une grande quantité de types cellulaires comme les cellules
entérochromaffine, les neurones histaminergiques ou encore les lymphocytes T [200].
Cependant, certains microorganismes peuvent également exprimer I'enzyme HDC et il a été
mis en évidence que I'histamine des microorganismes pourrait avoir des effets
immunorégulateurs [200]. Il existe deux grandes familles de HDC : celles dépendantes du
phosphate de pyridoxal (PLP) retrouvées chez les organismes eucaryotes, mais également chez
les bactéries a Gram négatif et celles dépendantes du pyruvate retrouvées chez les bactéries a
Gram positif [201,202] (Figure 31). Le PLP peut étre formé a partir de la vitamine B6
(pyridoxine, pyridoxamine) [203]. Les études sur ['histamine exogene se sont surtout
concentrées sur les intoxications d'origine alimentaire (poisson ou produit laitier) pouvant
entre autres provoquer des troubles neurologiques. L'histamine va agir sur les cellules
neuronales dées les premieres périodes de développement [204]. Par exemple, I'histamine peut
augmenter la prolifération de cellules souches neuronales (NSC) de rongeurs pendant les
périodes embryonnaires et postnatales et augmenter la différenciation des NSC feetaux en
neurones glutamatergiques. Elle peut également moduler la maturation neuronale dendritique
et axonale. En effet, c'est un neuromodulateur actif dans le cerveau en développement agissant
sur de nombreuses cellules et structures en développement, ce qui suggere qu'elle pourrait
jouer un role important dans le développement du cerveau. De plus, chez 'Homme, elle joue
un réle fonctionnel dans la modulation de nombreux aspects du comportement, notamment
I'apprentissage, la cognition, I'éveil, I'attention et la mémoire [204]. Un grand nombre d'études
démontre l'implication de la dérégulation de I'histamine dans les troubles comme les troubles
du spectre autistique ou encore le trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité (TDAH)

via le récepteur H3 notamment [204].
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Figure 31 : Métabolisme simplifié du catabolisme de ['histidine en histamine

En appliquant la méthode de clustering non hiérarchique des k-means, sur les corrélations
entre les métabolites de I'histidine et les genres bactériens majoritaires ainsi que certains
facteurs périnataux (poids, age, ASQ) nous avons identifié deux groupes distincts. Le premier
groupe contenait une plus grande quantité de corrélations négatives entre N-actetylamine,
imidazole lactate, histamine et trans-urocanate avec Staphylococcus et Enterococcus tandis que
ces métabolites étaient retrouveés corrélés positivement dans le second groupe avec les autres
genres bactériens et les facteurs périnataux étudiés. Cependant, I'intégralité de ces corrélations
n'était pas significative. Escherichia était corrélé positivement avec I'histamine (r=0.4, p=0.03)
et I'imidazole lactate (r=0.45, p=0.005). L'indice de Shannon était corrélé positivement avec le
N-acetylhistamine et le trans-urocanate (r=0.40, p=0.03 et r=0.37, p=0.04). Le 1-ribosyl-
imidazole-acetate semblait présenter une tendance a une corrélation négative avec une grande
partie des variables liées a I'ASQ : motricité fine (r=-0.19, p=0.007), résolution de probleme (r=-
0.13, p=0.04), sociabilité (r=-0.24, p=0.01) et avec le score d’'ASQ final (r=-0.18, p=0.02) (Figure
32A).

Nous n'avons pas retrouvé de différences d'abondance de I'histidine entre les clusters, mais
nous avons retrouvé une corrélation positive entre I'abondance d'histidine et d’histamine
(r=0.27, p=0.041) (Figure 32B). Les enfants du Cluster C présentaient des quantités plus faibles
d'histamine que ceux des Clusters A et B (p=1.6E10™ et p=0.006 respectivement) et pour le

Cluster A par rapport au Cluster B (p=0.027) (Figure 32C). Au sein des entérotypes, les enfants
141



de I'entérotype 3 (enrichi en Escherichia) avaient une quantité plus importante d’'histamine que
les enfants des entérotypes 4 (enrichi en Enterococcus) et 5 (enrichi en Staphylococcus) (p=0.001
et p=0.0004). De plus, les enfants de I'entérotype 1 (Klebsiella/Enterobacter) avaient une
quantité plus importante en histamine que ceux de I'entérotype 5 (p=0.0053) (Figure 32D). La
pyridoxamine était retrouvée en abondance relative plus faible chez les enfants du Cluster C
que chez les enfants des Clusters A et B (p=4.3E10” et p=1.8E10” respectivement) (Figure
32E). Staphylococcus et Enterococcus étaient corrélés négativement avec la pyridoxamine (r=-
0.6, p=4.5E107 et r=-0.27, p=0.037 respectivement) (Figure 32F-G) et Escherichia et
Enterobacter (r=0.39, p= 0.0042 et r=0.58, p=1.9E10°° respectivement) (Figure 32H-I). Le
pyruvate, cofacteur de I'enzyme HDC des bactéries a Gram positif n'était pas retrouvé en

abondance différente entre les clusters.
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Figure 32 : Métabolisme de Uhistidine dans les feces d’enfants grands-prématurés

A/ Corrélations de Spearman entre les genres bactériens/variables périnatales et les métabolites
de l'histidine. B/ Corrélations de Spearman entre '‘abondance de ['histidine et de ['histamine.
C/ Abondance d’histamine (log2) dans chaque cluster. D/ Abondance de l'histamine (log2)
dans chaque entérotype. E/ Abondance de pyridoxamine (log2) par clusters.

F/ Corrélations de Spearman entre l'abondance de Staphylococcus et de la pyridoxamine.

G/ Corrélations de Spearman entre ['‘abondance de Enterococcus et de la pyridoxamine.

H/ Corrélations de Spearman entre l'abondance d’Enterobacter et de la pyridoxamine.

I/ Corrélations de Spearman entre l'‘abondance de Escherichia et de la pyridoxamine.
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Le p-crésol est plus abondant dans le microbiote intestinal enrichi en Clostridium
des grands prématurés agés d’'un mois

A partir de la tyrosine, les cellules de I'héte ou certaines bactéries du microbiote intestinal, dont
Clostridium, peuvent produire du p-crésol [205] (Figure 33). Une augmentation du p-crésol
peut altérer la barriere intestinale et la fonction mitochondriale [206,207]. Le p-crésol a été
associé avec les troubles du spectre autistique (TSA) [207,208]. Il est en effet retrouvé en plus
grande abondance dans les féeces des enfants avec un TSA. Le p-crésol active de maniére
significative le renouvellement de la dopamine dans les régions du cerveau chez des souris

modeles des TSA [209].

Tyrosine

Lien troubles
autistiques

_| Clostridium

P-cresol P-cresol -**

Altération intégrité
de la barriére
intestinale_y -~
‘/l\\\~\' 2/ 0/ g/

Figure 33 : Métabolisme simplifié du p-crésol

Aucune différence dans la quantité de tyrosine entre chaque cluster n'était détectée (Figure
34A) mais une plus grande quantité de 4-hydroxyphenylacetate (métabolite de la voie du p-
crésol) dans les Clusters A et B par rapport au Cluster C (p=0.0045 et p=0.011 respectivement)
était retrouvée (Figure 34B). Le p-crésol était moins abondant chez les enfants des Clusters A
et B que chez ceux du Cluster C (p=0.0012, p=0.0031 respectivement) (Figure 34C). Il était
également corrélé positivement avec Clostridium (r=0.41, p=0.0016) (Figure 34D), mais pas
avec les autres genres bactériens majoritaires. Le 4-hydroxyphenylacetate était corrélé
positivement avec le p-crésol (r=0.43, p=0.00058) (Figure 34E), mais pas avec Clostridium.

Aucune corrélation n’était retrouvée entre le p-crésol et I'ASQ.
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Figure 34 : Métabolisme de la tyrosine et du p-crésol dans les feces d’enfants grands-

prématurés

A/ Abondance de la tyrosine (log2) dans chaque cluster.
B/ Abondance de la 4-hydroxyphenylacetate (log2) dans chaque cluster.
C/ Abondance de la p-crésol (log2) dans chaque cluster.
D/ Corrélation de Spearman entre l'abondance de Clostridium et p-crésol.
E/ Corrélation de Spearman entre l'abondance de 4-hydroxyphenylacetate et p-crésol.
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Altération de l'absorption des vitamines et des lipides par une réduction de
I'activité des acides biliaires chez les grands prématurés nés précocement et
présentant un microbiote enrichi en Staphylococcus a un mois de vie

Les acides biliaires primaires sont des composés chimiques dérivés du cholestérol et sont
produits par le foie. Ills sont sécrétés dans l'intestin pour faciliter la digestion et I'absorption
des lipides [210]. Une fois dans I'intestin, les acides biliaires primaires peuvent étre transformés
par les bactéries présentes dans le microbiote intestinal en acides biliaires secondaires [211].
lls peuvent également contribuer a la régulation de I'absorption des vitamines liposolubles,
comme les vitamines A, D, E et K [212] (Figure 35). Elles peuvent se lier aux acides biliaires
pour étre transportées a travers la muqueuse intestinale et rejoindre la circulation sanguine.
Sans acides biliaires, I'absorption des vitamines liposolubles serait compromise, ce qui pourrait

entrainer des carences vitaminiques.

Les lipides mal absorbés dans l'iléon distal des prématurés sont corrélés a une excrétion accrue
d'acides biliaires dans les féces [213]. Chez les enfants prématurés, les réserves d'acides biliaires
sont réduites, provoquant une mauvaise absorption des vitamines A, D, E et K et des lipides
[214]. La voie métabolique microbienne la plus enrichie dans les échantillons de féces des
nouveau-nés les plus matures (32 a 40 semaines de gestation) par rapport aux nouveau-nés
les moins matures (25 a 28 semaines de gestation) était la biosynthese secondaire des acides
biliaires [214]. Clostridium perfringens est retrouvé moins abondante dans une cohorte
d’'enfants prématurés présentant une cholestase (diminution ou obstruction du flux d'acides
biliaires du foie vers l'intestin) en comparaison avec des enfants prématurés sans cholestase.
Cette bactérie possede un gene bsh (bile salt hydrolase) qui permet la formation d'acides
biliaires secondaires. La plupart des nourrissons nés a terme en bonne santé sont capables de
déconjuguer les acides biliaires a I'age d'un mois de vie [215]. La taurine joue un role important
dans I'absorption des graisses. Sa conjugaison a l'acide biliaire améliore I'absorption des lipides

et des vitamines liposolubles [214].
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Figure 35 : Métabolisme simplifié des acides biliaires

Les vitamines retrouvées dans les feces des grands prématurés de la cohorte sont la vitamine
A (rétinol) et la vitamine D. Aucune différence dans la quantité de vitamine A entre chaque
cluster et entre les groupes d'ages gestationnels n'était détectée. La vitamine D était plus
abondante dans les feces du Cluster C par rapport aux Clusters A et B (p=0.042 et p=0.052
respectivement) (Figure 36A) et était également retrouvée plus abondante chez les enfants
du groupe AGNT par rapport a AGN2 et AGN3 (p=0.0018 et p=0.00099 respectivement)
(Figure 36B). La taurine était détectée en moins grande quantité dans le Cluster C par rapport
aux Clusters A et B (p=0.0055 et p=0.011 respectivement) (Figure 36C). Inversement, la
quantité de cholestérol dans les feces des enfants du Cluster C était retrouvée plus importante
par rapport a celle des Clusters A et B (p=0.086 et p=0.028 respectivement) (Figure 36D).
D'une maniere générale, les acides biliaires secondaires sont plus corrélés positivement avec

Staphylococcus ou Clostridium (Figure 36E).
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Figure 36 : Métabolisme des acides biliaires dans les feces d'enfants grands-prématurés

A/ Abondance de la vitamine D (log2) dans chaque cluster.

B/ Abondance de la vitamine D (log2) dans chaque groupe d’dge gestationnel.

C/ Abondance de la taurine (log2) dans chaque cluster.

D/ Abondance du cholestérol (log2) dans chaque cluster.

E/ Corrélations de Spearman entre les genres bactériens et les métabolites des acides biliaires
primaires et secondaires.
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La voie du catabolisme du tryptophane varie en fonction de la composition du

microbiote intestinal des grands prématurés agés d’'un mois

Le tryptophane est un acide aminé essentiel. Il est précurseur de plusieurs métabolites qui ont
un role clé dans des processus physiologiques (sérotonine, mélatonine, nicotinate...). Le
colostrum et le lait maternel sont tres riches en tryptophane [216]. Des facteurs comme le
microbiote intestinal, I'alimentation maternelle, le mode d'accouchement, I'age gestationnel
influencent le métabolisme du tryptophane en début de vie ce qui peut étre essentiel pour le
développement des fonctions de la barriere intestinale et du systéme immunitaire [217,218].
Ces dernieres années, le catabolisme placentaire du tryptophane est identifié comme un lien
entre la perturbation de I'environnement prénatal et la prédisposition aux troubles de santé

mentale plus tard dans la vie [219].

Le tryptophane est impliqué dans différentes voies (Figure 37). La majorité du tryptophane
(90-95%) est oxydée par la voie de la kynurénine [220]. Elle est formée a partir du tryptophane
grace a l'indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) qui peut étre inhibé par la tryptamine [221]. La
kynurénine va ensuite former plusieurs composés dont l'anthranilate, le kynurénate, la
quinolinate et la nicotinamide adénine dinucléotide [222]. Le kynurénate a un effet protecteur
sur la muqueuse et des fonctions neuroprotectrices sur le cerveau [223]. Il est le ligand du
récepteur GPR35 exprimé dans les entérocytes des cryptes qui va permettre de cliver la E-
cadhérine et induire I'expression d’IL8 et IL10 [224-226]. Ces mécanismes vont favoriser la
glycolyse, la prolifération et la signalisation cellulaire. Le tryptophane peut étre métabolisé en
tryptamine par la tryptophane décarboxylase (Trpd). La présence de Trpd chez les bactéries
peut varier selon les especes et les souches, mais peut étre retrouvée chez certaines souches

de Clostridium ou Staphylococcus [227,228].

La deuxieme voie majeure du métabolisme du tryptophane est la voie des ligands AhR. Cette
voie est essentiellement médiée par les microorganismes et conduit a la transformation du
tryptophane en divers ligands agissant sur les récepteurs AhR. Cette transformation est médiée
par la présence de tryptophanase dans des bactéries telles qu'Escherichia et Clostridium [229]
permettant la production de I'indole. L'indole est immédiatement dégradé par les enzymes des
cellules épithéliales et produit du 3-indoxyl-sulfate qui est considéré comme un biomarqueur
de la production d'indole par le microbiote intestinal [230]. L'indole permet de réguler la

motilité bactérienne, la formation de biofilms et joue un rdle dans I'invasion des cellules hotes
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par des especes non productrices d'indole (certaines bactéries et Candida albicans). Une plus
importante quantité d'indole induit une plus grande quantité de ligands AhR. Cette voie
produit également différents indoles tels que I'indolepyruvate, I'indolelactate, I'indoleacetate
ou encore l'indoleacetylglutamine, qui agissent en tant que ligands AhR. lls peuvent induire
une libération d'IL22 et de GLP1, un renouvellement épithélial, une baisse de la perméabilité et
la modulation des fonctions cérébrales [231]. lls régulent également l'intégrité de la barriere
intestinale par le récepteur de xénobiotique activé par le pregnane (PXR) et les souris
déficientes en PXR ont une expression réduite de Muc2 [231]. Les bactéries commensales
utilisent les mucines comme une source d'énergie. Ainsi, pour une colonisation initiale par le
microbiote intestinal en début de vie, il est crucial d'avoir une quantité adéquate de ligands
AhR. Enfin, en augmentant la quantité de ligands AhR par administration de Lactobacillus il est

démontré une amélioration des fonctions métaboliques et de la barriére intestinale [80].
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Figure 37 : Métabolisme simplifié du tryptophane
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Le tryptophane est détecté en plus faible abondance chez les enfants du Cluster A par rapport
a ceux des Clusters B et C (p=1.8E10" et p=6.2E10”' respectivement) (Figure 38A). Escherichia
était corrélé négativement avec le tryptophane (r=-0.56, p=2.3E10") (Figure 38B). Aucune
différence dans la quantité de la kynurénine entre chaque cluster n'était détectée. Cependant,
la kynurenate et I'anthranilate étaient moins abondants dans les enfants du Cluster C par
rapport aux Clusters A (p=0.0012 et p=8.2°-05 respectivement) et B (p=0.03 et p=0.0035
respectivement) (Figure 38C, Figure 38F) ainsi que dans le groupe AGN1 par rapport aux
groupes AGN2 (p=0.014 et p= 0.036 respectivement) et AGN3 (p=0.0038 et p=0.011
respectivement) (Figure 38D, Figure 38E). La tryptamine était moins abondante chez les
enfants du Cluster A par rapport a ceux des Clusters B et C (p=0.043 et p=0.09 respectivement)
(Figure 38G). La quantité de métabolites de I'indole était plus importante chez les enfants des
Clusters A et B par rapport au Cluster C. L'indolelactate était retrouvé plus abondante dans les
Clusters A et B par rapport au Cluster C (p=6.9°-05 et p=0.0018 respectivement) (Figure 38H).
L'indoleacetate était, quant a lui, retrouvé plus abondant chez les enfants du Cluster B que ceux
des Clusters A et C (p=7.9E10” et p=2.3E10°® respectivement) avec une abondance plus élevée
dans le Cluster A par rapport au Cluster C (p=0.06) (Figure 38l). L'indolelactate est corrélé
positivement avec Escherichia (r=0.27, p=0.05) (Figure 38J). L'indoxyl-3-sulfate était plus
abondant dans le Cluster A par rapport aux Clusters B et C (p=0.00028 et p=1.3E10®
respectivement) mais également plus abondant dans le Cluster B que dans le Cluster C
(p=0.032) (Figure 38K). Une quantité plus importante de I'indoxyl-3-sulfate est trouvée chez

les enfants avec un transit régulier a 1 semaine de vie (Figure 38L).
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Figure 38 : Métabolisme du tryptophane dans les feces d’enfants grands-prématurés

A/ Abondance du tryptophane (log2) dans chaque cluster. B/ Corrélation de Spearman entre
Escherichia et le tryptophane. C/ Abondance du kynurénate (log2) dans chaque cluster.
D/ Abondance du kynurénate (log2) dans chaque groupe d’dge gestationnel. E/ Abondance de
l'anthranilate (log2) dans chaque groupe d'dge gestationnel. F/ Abondance de l'anthranilate
(log2) dans chaque cluster. G/ Abondance de la tryptamine (log2) dans chaque cluster. H/
Abondance de l'indolelactate (log2) dans chaque cluster. I/ Abondance de l'indoleacetate (log2)
dans chaque cluster. J/ Corrélation de Spearman entre Escherichia et lindolelactate. K/
Abondance du 3-indoxyl-sulfate (log2) dans chaque cluster. L/ Abondance du 3-indoxyl-sulfate
(log2) en fonction de la qualité du transit a 1 semaine de vie.
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3. Discussion

Le métabolisme de la carnitine, de I'histamine, de la tyrosine, des acides biliaires et du
tryptophane varie selon les clusters et est lié au microbiote intestinal. Comprendre dans quels
clusters et du fait de quelles bactéries ces métabolismes se sont établis pourrait permettre
d'anticiper les conséquences et de remédier aux déficits ou a une trop grande activation de

ces voies métaboliques.

La plus faible quantité de carnitine fécale dans le Cluster A peut indiquer : i) moins d'apport de
la carnitine pour ces enfants ii) une plus grande absorption par les entérocytes que les autres
ou iii) une plus grande conversion en TMAO par le microbiote intestinal. Les niveaux de
carnitine ne présentent aucune variation en fonction des différentes variables étudiées pouvant
indiquer un apport plus ou moins important de ce métabolite (allaitement, utilisation de lait
maternel, supplémentation en protéines, intubation). De plus, il n'y a pas de différence
significative dans les niveaux de carnitine entre les groupes d'age, ce qui suggere que la
maturation physiologique de I'intestin ne serait pas étre responsable de ces variations. Ces
résultats indiquent que la quantité moins importante de carnitine dans le Cluster A ne semble
pas étre due a une variation dans l'apport ou I'absorption de carnitine par les entérocytes.
Cependant, la composition du microbiote intestinal combinée a une maturation physiologique
de l'intestin entre la 27°™ semaine et la 31°™ semaine (AGN2-3) pourrait étre la raison de la
variation d’'abondance de la carnitine avec un plus fort impact du microbiote intestinal.
Effectivement, nous observons une corrélation négative entre la quantité de carnitine et de
TMAO pouvant représenter la dégradation de la carnitine en TMAO. Il y avait également une
corrélation positive entre Escherichia et le TMAO, ainsi qu'une quantité de carnitine moins
abondante dans le Cluster A et de TMAO plus abondante dans le Cluster A. Ces résultats
peuvent indiquer que la présence d'Escherichia dans le microbiote permet une plus grande
dégradation de la carnitine en TMAO. Cette dégradation est médiée par les enzymes cntA/B,
présentes chez Escherichia [232,233], ce qui pourrait expliquer la conversion plus importante
observée dans le Cluster A enrichi en Escherichia. Ces enzymes sont également présentes chez
Clostridium et Klebsiella [189] mais il est possible que leur abondance varie en fonction de
I'espece voire de la souche, ce qui pourrait expliquer I'absence de corrélation entre Clostridium,

la carnitine et le TMAO dans notre étude.
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Il'y a également une différence au niveau du métabolisme de I'histidine en fonction des
clusters. Les entérotypes présentant les concentrations d'histamine les plus élevées
correspondent aux entérotypes possédant des bactéries majoritaires a Gram négatif qui
expriment I'enzyme HDC (histidine décarboxylase) dépendante du PLP (pyridoxal phosphate).
Les Clusters A et B, majoritairement composés de bactéries a Gram négatif, contiennent
davantage de PLP. Un microbiote enrichi en Escherichia permet une quantité plus importante
d'histamine. Des bactéries telles que Escherichia, Bacillus ou Helicobacter peuvent produire du
PLP [234]. Le 1-ribosyl-imidazole-acetate est un produit de la dégradation de I'histamine via
I'enzyme diamine oxydase (DAO) [235]. Chez les personnes en bonne santé, |'histamine peut
étre rapidement détoxifiée par les DAQO, alors que les personnes ayant une faible activité DAO
sont a risque de toxicité de I'histamine [235]. La corrélation négative entre ce métabolite et les
scores d'ASQ peut indiquer qu'une plus grande dégradation de I'histamine en imidazole
acétate a 1 mois serait un mauvais pronostic pour le développement neurologique global a 2

ans.

Le métabolisme du p-crésol est quant a lui accentué par la présence de Clostridium au sein du
microbiote intestinal. Le fait de voir une corrélation entre Clostridium et le p-crésol mais pas
avec le 4-hydroxyphenylacetate tend a démontrer que Clostridium est impliqué dans la voie de
formation du p-crésol aprés formation de 4-hydroxyphenylacetate. Il est connu que
I'abondance de p-crésol dans les feces est corrélée avec des troubles autistiques et a donc un
lien avec le cerveau. Cependant, nous n'avons pas trouvé de corrélations avec I'’ASQ total a 2
ans ainsi que pour le score d'ASQ correspondant au déficit social (correspondant le plus aux
criteres du trouble autistique). Néanmoins, dans ce sous-ensemble d'enfants, seuls 3 enfants
appartiennent a I'entérotype Clostridium. Il serait intéressant d'évaluer ces corrélations sur un
plus grand nombre d'enfants. Clostridioides difficile est trés étudié pour son implication dans
le métabolisme du p-crésol [236-238], mais dans les féces de la cohorte nous avons isolé
plusieurs especes de Clostridium comme Clostridium butyricum et Clostridium perfringens. |l
serait intéressant d'étudier plus spécifiquement l'implication de ces especes dans le
métabolisme du p-crésol. La colonisation par Clostridium en début de vie induisant une

production plus importante de p-crésol est une piste intéressante pour le devenir de I'enfant.
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L'absorption des vitamines et lipides semble altérée dans le Cluster C et chez les enfants nés le
plus précocement. Les enfants du Cluster C et ceux nés le plus tot (AGN1) ont une libération
plus importante de la vitamine D dans les féces. Dans le Cluster C, la taurine, qui joue un role
essentiel dans l'aide a I'absorption des vitamines, présente une abondance plus faible dans les
feces. Cette observation renforce I'hypothese selon laquelle la capacité d'absorption des
vitamines semble compromise dans ce cluster. La corrélation positive entre Staphylococcus et
les acides biliaires pourrait suggérer une fuite des acides biliaires dans les feces, indiquant un
profil de mauvaise absorption des lipides [213]. Nous avons également mis en évidence que le
Cluster C avait plus de cholestérol dans ses féces. Chez les prématurés, la présence de
cholestérol dans les feces peut étre influencée par plusieurs facteurs, notamment le régime
alimentaire, le développement de I'appareil digestif et la fonction hépatique [239]. En général,
les prématurés peuvent présenter des taux de cholestérol dans les feces plus élevés que les
nourrissons nés a terme en raison de leur immaturité intestinale et de la capacité limitée a
absorber et métaboliser les lipides. Le cholestérol dans les feces des prématurés peut étre une
combinaison de cholestérol alimentaire non absorbé et de cholestérol endogéne excrété par
le foie sous forme de bile. Or nous avons vu que les vitamines semblaient mal absorbées,
suggérant également une mauvaise absorption du cholestérol. Cependant, notre étude met en
évidence que la différence d'absorption des lipides et vitamines peut également étre due a
I'dge gestationnel. Avec une naissance inférieure & la 27°™ semaine (AGN1), il y avait une

diminution de I'absorption des lipides et vitamines.

Le métabolisme du tryptophane qui a un lien tres important avec le développement du cerveau
est affecté en fonction du cluster dG au fort impact du microbiote intestinal sur son
métabolisme. Les concentrations de tryptophane et kynurénine dans le plasma et le liquide
amniotique sont plus élevées apres un accouchement par voie basse que par césarienne
indiquant un transfert accru de cet acide aminé pendant le travail. Ces résultats suggérent que
le transfert placentaire de tryptophane et la synthése foetale de kynurénine sont augmentés
pendant le travail. Ces résultats ont des implications pour comprendre la vulnérabilité du
cerveau du nourrisson aux dommages hypoxiques pendant la période périnatale [240]. De plus,
une etude plus récente a montré une augmentation du metabolisme du tryptophane dans les
feces des enfants de 16 jours a 185 jours d'age nés par voie basse [217]. Le métabolisme du

tryptophane semble également affecté par le régime alimentaire du nourrisson avec une
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augmentation significative du kynurenate, de I'acide indole-3-lactique et I'acide indole-3-
acétique chez les enfants nourris au lait maternel [218]. Dans notre étude, nous n'avons trouvé
aucune différente dans le métabolisme du tryptophane pour les grands prématurés a 1 mois

en fonction du mode d'accouchement ni en fonction du régime alimentaire.

Cependant, nous avons trouvé des différences au niveau du métabolisme du tryptophane en
fonction de I'age gestationnel et des différents clusters. Il y a donc un lien avec la maturation
du microbiote intestinal et sa composition avec le métabolisme du tryptophane. On observe
une diminution du potentiel d'action de métabolisation de la kynurenine pour les Clusters B et
C par une possible inhibition de IDO1 causée par une plus forte quantité de tryptamine dans
ces mémes clusters. Une diminution de l'activité de cette voie peut affecter les fonctions

cérébrales en modulant la voie de la kynurénine.

Quelques especes de Clostridium et Escherichia peuvent cataboliser le tryptophane en
indolelactate [241] retrouvé plus abondant dans les Clusters A et B. Il est également retrouvé
corrélé positivement avec Escherichia dans nos données. Clostridium et Escherichia peuvent
également cataboliser le tryptophane en indoleactetate [241] qui est plus abondant dans le
Cluster B. A ce jour, aucune espéce d'Enterococcus et de Staphylococcus ne sont connues pour
cataboliser le tryptophane. Ces données pourraient expliquer pourquoi le métabolisme de

I'indole semble plus important dans les Clusters A et B et peu dans le Cluster C.

L'indole est la molécule la plus efficace du tryptophane. Si une quantité plus importante
d'indoxyl-3-sulfate signifie plus d'indole alors il est bénéfique pour la maturation du tractus
digestif et des fonctions cérébrales. Son administration permet d'atténuer les dommages du
tractus digestif induit par des anti-inflammatoires (AINS) en modulant les réponses
immunitaires innées et les altérations de la composition du microbiote intestinal [226].
Escherichia coli est connu pour étre abondant au début de vie et est producteur d'indole [241]

en faisant un bon primo-colonisateur pour le développement du métabolisme du tryptophane.
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4. Conclusion

La présence d'Escherichia dans le microbiote permet une plus grande dégradation de la
carnitine en TMAO. Les enfants nés grands prématurés avec les concentrations d'histamine les
plus élevées appartiennent aux clusters avec des bactéries a Gram négatif qui expriment
I'enzyme HDC (histidine décarboxylase) dépendante du PLP (pyridoxal phosphate). Ces
bactéries, comme Escherichia, semblent pouvoir produire plus d’'histamine que les bactéries a
Gram positif. Clostridium augmente dans le métabolisme du p-crésol du Cluster B. L'absorption
des vitamines et lipides semble altérée chez les enfants du Cluster C et chez les enfants nés le
plus précocement du fait d'un mauvais métabolisme des acides biliaires. Les enfants des
Clusters A et B ont un métabolisme du tryptophane dirigé vers la voie des dérivés de I'indole
et de la voie de I'indole tandis que ceux du Cluster A présentent un métabolisme dirigé vers la
voie de la kynurenine. Le Cluster C est associé a un métabolisme plutdt dirigé vers la
tryptamine. Escherichia coli et Clostridium peuvent cataboliser le tryptophane en au moins 2
dérivés d'indole qui agissent sur les récepteurs AhR. Elles produisent aussi de la tryptophanase
qui permet de convertir le tryptophane en indole puis en 3-indoxyl-sulfate qui est un

biomarqueur de la production de l'indole.

157



158



CHAPITRE 5 :
Impact des bactéries du genre Escherichia/Shigella sur
I'expression de calprotectine et cathélicidine par les cellules

épithéliales

Nous avons précédemment montré que les nourrissons nés grands prématurés peuvent étre
stratifiés en trois clusters liés au neurodéveloppement global (ASQ). Le Cluster A (entérotype
Escherichia) est associé a un meilleur développement cognitif, le Cluster B (entérotypes
Clostridium/Enterobacter/Klebsiella) est associé a un développement cognitif intermédiaire et
le Cluster C (entérotypes Enterococcus/Staphylococcus) est associé a un mauvais
neurodéveloppement global. La composition microbienne distincte des clusters s'accompagne
d'une expression différente de genes des cellules hotes [Patin et al in review ; Chapitre 3]. Nous
avons notamment montré que les géenes des deux sous-unités de la calprotectine (ST100AS8,
S100A9) étaient exprimés différemment par les cellules de I'h6te en fonction de I'appartenance
aux clusters avec une tendance a une augmentation pour le Cluster A. Nous avons approfondi
notre étude sur |'expression de la calprotectine et son role en début de vie. Le protocole utilisé

est décrit dans la partie Matériel et Méthode.

1. Introduction

Les deux sous-unités de la calprotectine (S100A8, ST00A9) et la calgranuline (ST00A12) sont
des protéines antimicrobiennes produites par les leucocytes du groupe des protéines S100, qui
jouent un réle clé dans la régulation de I'inflammation et la défense immunitaire au niveau des
muqueuses intestinales. La cathélicidine est un peptide antimicrobien produit par les
leucocytes qui participe a la réponse immunitaire innée en favorisant la cicatrisation des tissus

endommagés et en luttant contre les infections.

L'analyse de la calprotectine fécale est une méthode non invasive et relativement simple pour
évaluer 'inflammation intestinale, ce qui en fait un outil utile pour la gestion et le suivi des
patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin. L'augmentation de sa
concentration dans les feces de patients est le signe d'une migration transépithéliale des

neutrophiles [242].
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Les enfants a la naissance et jusqu’a I'age de 2 ans présentent des taux élevés de calprotectine
fécale pouvant aller jusqu'a 2130mg/kg [243,244]. Elle joue un r6le majeur dans les mécanismes
de défense des nouveau-nés dont le systéme immunitaire intestinal n'est pas encore
pleinement mature. Certaines études ont évalué le lien entre les taux de calprotectine détectés
dans le méconium et les facteurs périnataux, mais les résultats sont souvent contradictoires. Le
score d’APGAR (outil d'évaluation rapide utilisé pour évaluer I'état de santé d'un nouveau-né
immédiatement apres la naissance) et I'age gestationnel peuvent étre corrélés [245] ou non
[246] avec la quantité de calprotectine fécale détectée dans le méconium. En outre, une
corrélation similaire entre la quantité de calprotectine fécale et le mode d'accouchement a été
mis en évidence chez les enfants nés soit par césarienne [245] soit par voie basse [247]. Une
corrélation positive a également été observée entre I'antibiothérapie de la mere et la quantité
de calprotectine dans le méconium, tandis qu'une corrélation négative a été relevée avec
I'antibiothérapie de I'enfant [247]. Cependant, I'antibiothérapie de la mere a été corrélée
négativement avec la calprotectine fécale a I'dge de 1 mois [124]. Il est intéressant de noter
que l'alimentation au lait maternel a tendance a réduire progressivement la quantité de

calprotectine fécale au fil du temps [246].

Le microbiote intestinal semble avoir une influence sur I'excrétion de la calprotectine. Des
études ont démontré que les facteurs qui retardent la colonisation bactérienne, tels que les
traitements antibiotiques, présentent une corrélation négative avec les niveaux de
calprotectine a 1 mois. En revanche, les facteurs qui favorisent la colonisation bactérienne, tels
que l'age gestationnel avancé, montrent une corrélation positive avec la quantité de
calprotectine [124]. Ces résultats suggerent que la colonisation microbienne précoce a un
impact sur I'expression de la calprotectine par les cellules hotes. La calprotectine est fortement
exprimée dans l'intestin et est reconnue pour ses propriétés antimicrobiennes, ce qui en fait
un élément potentiellement crucial dans les mécanismes de défense des nouveau-nés dont le
systéme immunitaire intestinal n'est pas encore pleinement mature. D'autre part, des travaux
ont révélé des corrélations positives entre les niveaux de calprotectine fécale et la présence de
certaines bactéries telles que Staphylococcus et Clostridium [124] ou Klebsiella [248] a I'age

d'un mois.

Une étude menée sur des porcelets axéniques, colonisés par différentes souches d'Escherichia
coli, a révélé une augmentation significative de la libération de calprotectine dans l'intestin en

présence de la souche Escherichia coli Nissle 1917 (souche probiotique), tandis que les souches
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Escherichia coli 055 (souche pathogéne) ou Escherichia coli 086 (souche commensale) n'ont pas
montré d'effet au niveau intestinal. Cependant, la souche pathogéne entrainait une
augmentation de la calprotectine plasmatique [249]. La présence de bactéries pathogénes en
primo-colonisation ne serait donc pas un facteur d'augmentation de la calprotectine fécale.
Une primo-colonisation intestinale par des bactéries de types différents (commensales,
pathogénes ou probiotiques) ou de genres différents pourrait induire une réponse différente
de I'expression de la calprotectine et provoquer ou non une inflammation physiologique en

début de vie.

Les niveaux de calprotectine fécale chez les enfants prématurés atteints d'entérocolite ulcéro-
nécrosante (ECUN) sont significativement plus élevés que chez les prématurés sans ECUN. La
calprotectine est donc un marqueur utile pour évaluer l'inflammation de la muqueuse gastro-
intestinale chez les prématurés [250,251]. Toutefois, les nourrissons atteints d'ECUN sévere
n'‘ont pas montré d'augmentation de la calprotectine fécale, contrairement aux nourrissons
présentant une ECUN modérée. Cette observation suggere un déficit spécifique dans
I'activation de la défense innée chez les enfants atteints d'ECUN sévere [252]. Ces résultats
mettent en évidence I'importance de I'expression de la calprotectine dans le développement
du systeme immunitaire en début de vie, en particulier chez les prématurés. Actuellement,
I'utilisation de la calprotectine en combinaison avec d'autres marqueurs inflammatoires est

évaluée pour prédire I'apparition de I'ECUN chez les enfants prématurés ou malades.

Enfin, la calprotectine est associée a la perméabilité membranaire et pourrait jouer un role

dans la régulation de I'intégrité de la barriere intestinale [253].

La cathélicidine est impliquée dans la réparation des tissus endommagés en favorisant la
vascularisation de la plaie et I'épithélialisation de la peau cicatrisante [254]. Bien que son réle
dans la cicatrisation de la muqueuse intestinale soit encore inconnu, elle pourrait jouer un role
bénéfique dans I'ECUN. Elle serait induite par le butyrate, un acide gras a chaine courte produit
par les bactéries intestinales, via la différenciation des colonocytes. La présence de cathélicidine
est également détectable dans les feces des nourrissons [255]. La seule cathélicidine humaine

est appelée CAMP ou LL37.
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2. Résultats

Activation immunitaire plus importante dans les clusters enrichis par
Escherichia/Shigella ou Clostridium/Klebsiella/Enterobacter

L'analyse in silico des interactions entre genes (logiciel STRING) montre que les deux sous-
unités de la calprotectine, ST00A8 et ST00A9, sont co-exprimées avec un score de 0.987. La
calgranuline (S1T00A12) est co-exprimée avec ces 2 sous-unités avec un score supérieur a 0.9
pour les deux sous-unités. La cathélicidine (CAMP) est co-exprimée avec un score compris
entre 0.2 et 0.3 avec S10018, S10019 et ST00A12 (Figure 39A). Les protéines S100 et CAMP

interagissent physiquement entre elles (Figure 39B).
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Figure 39 : Relations entre les genes/protéines liés a la calprotectine

A/ Co-expression des genes d'intéréts par STRING. STO0A8 et ST00A9 : 2 sous-unités de la
calprotectine. STO0A12 : calgranuline. CAMP : cathélicidine. UTS2 (contréle négatif) : urotensine.
B/ Relations entre les protéines d'intéréts.

Nous avons déterminé I'expression de ces genes par une approche de RT-qPCR pour chaque
cluster. Nous avons constaté que la sous-unité ST00A8 de la calprotectine est plus fortement
exprimée dans les feces des enfants appartenant aux Clusters A, B et C que ceux de I'entérotype
6 (p=9.8E10™, p=0.00032 et p=0.045 respectivement) (Figure 40A). De méme, la sous-unité
S100A9 est exprimée plus fortement chez les enfants du Cluster A par rapport a ceux du Cluster
C et l'entérotype 6 (p=0.0045, p=2.7E10™ respectivement) ainsi que dans le Cluster B par
rapport a I'entérotype 6 (p=0.00011) (Figure 40B). L'expression de la cathélicidine est plus
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importante dans les Clusters A et B que dans l'entérotype 6 (p=0.0039 et p=0.015
respectivement) (Figure 40C). Enfin, nous avons observé que S100A12 est plus fortement
exprimé dans les Clusters A, B et C par rapport a l'entérotype 6 (p=2.7E10°, p=0.00011, p=0.02

respectivement) (Figure 40D).

Nous nous sommes interrogés sur le lien entre certaines bactéries associées aux entérotypes
et leur impact sur |'expression de la calprotectine et de la cathélicidine, ainsi que leur éventuelle
corrélation avec le développement neurologique global. Une corrélation positive a été
observée entre S100A9 et Escherichia (r=0.36, p=0.027), qui est également corrélé positivement
avec I'ASQ (Figure 40E). Aucune corrélation n'est trouvée entre S100A8 et Escherichia.
Cependant, les deux sous-unités sont fortement corrélées positivement entre elles (r=0.89,
p<2.2E10° (Figure 40F). En revanche, Staphylococcus semble corrélé négativement avec
S100A12 (r=-0.37, p=0.057) (Figure 40G). Ces résultats soulignent I'importance des bactéries
qui colonisent le tractus digestif en début de vie pour I'expression des différents genes
impliqués dans I'immunité a I'age de 1 mois. Les analyses de corrélation n‘ont pas révélé de
corrélations entre ST00A8, ST00A9, S100A12 et CAMP avec I'ASQ (r=0.23, p=0.7; r=0.11,

p=0.9; r=0.06, p=0.2 ; r=0.19, p=0.3 respectivement).
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Figure 40 : Expression et corrélations de la calprotectine avec les genres bactériens enrichis dans
les clusters

A-D/ Fold-change (log2) de l'expression de ST00A8, ST00A9, CAMP et STO0A12.
E/ Corrélation de Spearman entre Escherichia et STO0A9. F/ Corrélation de Spearman entre
ST00A8 et STO0A9. G/ Corrélation entre Staphylococcus et STOOAT2.
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Impact de surnageants bactériens sur I'expression de la calprotectine dans un

modele cellulaire

Afin de déterminer l'impact des bactéries primo-colonisatrices sur I'expression de la
calprotectine intestinale, nous avons incubé des cellules épithéliales de colon humain HT29
avec les surnageants bactériens de souches commerciales d'Escherichia coli (LMG 18221),
Staphylococcus caprae (DSM 20608), Enterococcus faecalis (DSM 100906) et Klebsiella aerogenes
(DSM 30053) a des concentrations de 20% et 40%.

Les résultats ont indiqué une absence d'expression de la sous-unité ST00A8 dans le groupe
contrdle ainsi que dans I'ensemble des cellules avec I'ajout de surnageants excepté pour un
échantillon en contact avec le surnageant de Staphylococcus caprae a 20% (CT=42.6) et 40%
(CT=39.3), un échantillon de Klebsiella aerogenes a 20% (CT=41.3), ainsi que trois échantillons
a 40% (CT=39.8, CT=40.7 et CT=40).

En revanche, I'expression de la sous-unité ST00A9 a été détectée dans les cellules sans contact
avec un surnageant bactérien (Figure 41). Le surnageant comprenant le milieu de culture
bactérien seul (MGAM) a 40% induit une augmentation de |'expression de ST00A9 par les
cellules HT29 (p=0.004). Les surnageants d'Escherichia coli a 20% et 40% induisent une
augmentation de I'expression de cette sous-unité dans les cellules HT29 (p=0.0081 et p=0.004)
et aucune différence d’expression entre ces deux surnageants n'a été détectée. Le surnageant
de Staphylococcus caprae a 20% induit une augmentation de I'expression de ST00A9 dans les
cellules HT29 (p=0.004) mais pas a 40%. A l'inverse, le surnageant de Enterococcus faecalis a
40% induit une augmentation de I'expression de ST00A9 dans les cellules HT29 (p=0.004) mais
pas a 20%. Les surnageants de Klebsiella aerogenes a 20% et 40% induisent une augmentation
de I'expression de cette sous-unité dans les cellules HT29 (p=0. 004 et p=0.004) et aucune
différence d'expression entre ces deux surnageants n'a été détectée. Nous n'avons pas observeé
de mortalité cellulaire a 20% et 40% pour les surnageants. Ces résultats soulignent I'impact
spécifique des surnageants bactériens sur I'expression des sous-unités ST00A8 et STO0A9 dans

les cellules HT29.
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Figure 41 : Impact des surnageants bactériens de E. coli, S. caprae, E. faecalis et K. arerogenes sur
l'expression de STO0A9 par des cellules HT29. Expression indiquée en Log2 Fold Change.
Différentes concentrations de surnageants bactériens ont été testées pour chaque espece : 20%
et 40%

166



3. Discussion

L'appartenance aux Clusters A et B est associée a une expression plus élevée de la calprotectine,
de la cathélicidine et de la calgranuline au niveau intestinal chez les enfants nés grands
prématurés. La différence semble globalement plus importante entre le Cluster A et
I'entérotype 6 qui possede une tres faible quantité bactérienne. Nos résultats chez 'Homme
indiquent qu’il semble nécessaire d'avoir une colonisation bactérienne pour I'expression de la
premiére immunité comme I'ont démontré §p|icha| et al [249] dans un modéle porcelet avec
primo colonisation par Escherichia coli. Le microbiote intestinal a 1 mois semble impacter
I'expression de la calprotectine. Une expression forte dans les premiers mois de vie est

bénéfique pour la santé.

Les bactéries du microbiote intestinal a 1 mois induisent une expression différente des genes
de I'hote et les enfants dont le microbiote est pauvre en bactéries ont une expression diminuée

de nombreux géenes liés a I'immunité.

Escherichia, corrélé positivement avec ST00A9, et son surnageant augmentent I'expression de
cette sous-unité dans les cellules HT29. Enterococcus ne semble pas corrélé avec la
calprotectine, mais tend a augmenter son expression en présence d'une plus grande quantité
de son surnageant dans les cellules HT29. Staphylococcus est plutdt corrélé négativement et
plus le pourcentage de surnageant de cette bactérie est grand, moins I'expression de S100A9
est présente dans les cellules. Ce dernier résultat est en contradiction avec les résultats d'une
précédente étude [124]. Une des explications de cette différence pourrait étre la méthode de

détection utilisée, via RT-gPCR vs dosage immunoenzymatique [124].

Le taux de calprotectine fécale a 2 mois a également été associé au développement d'un
asthme a 6 ans et une faible quantité d’Escherichia. Une activation altérée de I'lL-10 due a
I'absence de colonisation par Escherichia coli pourrait expliquer I'inflammation intestinale
associée a une calprotectine fécale élevée et un risque ultérieur d'asthme [256]. La calprotectine
a 3 mois a également été associée a la fonction motrice, au score socio-émotionnel et au
langage a 2 ans [257]. Cependant, il n'y a pas d'impact de la calprotectine sur la santé
neurologique des adultes atteints de MICI [258]. Nous n'avons pas pu établir de corrélation
directe entre la calprotectine, la cathélicidine (CAMP), et la calgranuline avec I'ASQ. Cependant,

nous avons constaté qu'Escherichia semble induire une plus grande expression de la
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calprotectine, et que sa présence dans le microbiote intestinal a 1 mois est associée a des

résultats bénéfiques sur I'ASQ a I'age de 2 ans.

L'impact de la calprotectine sur le développement cognitif semble important seulement en
début de vie, durant la formation d’'une immunité physiologique. Il serait intéressant de tester
I'impact de surnageants bactériens venant de souches isolées des feces de la cohorte sur des

cellules épithéliales immatures.

4. Conclusion

Une quantité de bactéries intestinales extrémement faible chez les enfants grands prématurés
a 1 mois ne semble pas induire le développement d'une immunité physiologique intestinale,
et est caractérisée par une absence d'expression de la calprotectine, de la calgranuline et de la
cathélicidine. Certaines bactéries semblent avoir un impact plus marqué que d'autres lors de la
colonisation, influencant ainsi I'expression des composants immunitaires. Escherichia aurait un
meilleur impact sur le développement de I'immunité physiologique ainsi que sur le
développement neurologique global a 2 ans a l'inverse de Staphylococcus. Les enfants du

Cluster A auraient un meilleur développement de leur systeme immunitaire.
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CHAPITRE 6 :
Impact des xénobiotiques et de Candida albicans sur le
microbiote intestinal d'enfants nés prématurés

Au-dela des variables périnatales documentées dans le cadre du projet EPIFLORE, nous avons
voulu connaitre I'impact des xénobiotiques et des champignons sur le microbiote intestinal
des enfants nés grands prématurés. Ce travail a été réalisé avec Soléne Blin, stagiaire de Master
2 en Science des médicaments et des produits de santé que j'ai co-encadré entre Janvier et

Juin 2023.

1. Introduction

L'établissement du microbiote est influencé par I'alimentation, le mode de vie (comme les
interactions avec d'autres enfants ou la présence d'animaux dans la famille), mais également
par l'exposition a des xénobiotiques tels que des médicaments, pesticides ou produits
chimiques. Les mille premiers jours de vie et le concept de DOHaD (Developmental Origins of
Health and Disease), sont d'une importance capitale pour le développement futur, que I'enfant
soit né a terme ou prématuré. Le microbiote intestinal est fortement impliqué dans le concept

de DOHaD.

Ce dernier est composé de bactéries, mais également de champignons, de virus et de parasites.
Candida albicans est le champignon le plus frequemment retrouvé dans l'intestin des enfants

nés prématurés [53].

Les bisphénols sont des composés qui peuvent étre en contact des enfants grands prématurés.
Ce sont des composés du plastique retrouvés dans les biberons, les sondes d'intubations ou
les couveuses. Le bisphénol A (BPA) est le plus utilisé, mais en raison de sa toxicité, il peut étre
remplacé par le bisphénol S (BPS). Le BPS étant moins étudié que le BPA, bien qu'il puisse avoir
une toxicité similaire, il est important de comprendre ses impacts sur la santé humaine [259].
La domperidone, un antiémétique, peut étre donnée aux meres des nouveau-nés prématurés
pour augmenter la lactation sans affecter la composition du lait [260]. Elle est connue pour

réduire la vidange gastrique et provoquer des troubles liés a la motilité intestinale [261]. De
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plus, nos données de métagénomique globale indiquent que certains des enfants de I'étude

présentaient ce métabolite dans leurs feces (4 enfants sur 60).

Nos objectifs étaient de: i) isoler les souches bactériennes des échantillons de feces de 3
entérotypes, Escherichia, Enterobacter et Enterococcus, ii) réaliser des communautés
synthétiques pour tenter de reproduire le microbiote bactérien des individus avec les souches
extraites et iii) étudier I'impact de certains xénobiotiques et de Candida albicans sur ces

communautés synthétiques
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2. Résultats

L'isolement bactérien met en évidence des espéces présentes en majorité dans
I'analyse en métagénomique globale, mais également quelques genres détectés

en séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S

La composition microbienne de soixante nourrissons prématurés a été analysée par
sequencage de l'amplicon de I'ARNr 16S. Afin de mieux connaitre l'espece précise
correspondant aux entérotypes de la cohorte, quelques échantillons ont été sélectionnés pour
une analyse supplémentaire par métagénomique shotgun en fonction de la quantité d’ADN
disponible et de la diversité bactérienne. Nous voulions analyser un échantillon de feces de
chaque entérotype avec la plus forte diversité bactérienne détectée en séquencage de
I'amplicon de I'ARNr 16S et un second échantillon de féces dans lequel seule la bactérie
spécifique de l'entérotype était détectée. Nous avons ensuite sélectionné trois de ces
échantillons pour procéder a des isolements bactériens. Les 3 échantillons faisaient partie des

entérotypes Enterobacter, Escherichia et Enterococcus (Figure 42).

Métagénomique Isolement
shotgun bactérien

Séquencage 16S

1B N=12 N=3

Figure 42 : Nombre d'échantillons par méthodes de détection de bactéries dans le microbiote
intestinal des grands prématureés.
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Au sein de I'échantillon choisi pour représenter I'entérotype Enterobacter, le genre Enterobacter
est retrouvé majoritaire a 99.21% et 97.49% par la métagénomique shotgun et le séquengage
de I'amplicon de I'ARNr 16S respectivement. La principale différence entre ces deux analyses
est le nombre de genres retrouvés : trois genres bactériens en métagénomique shotgun et au
moins neuf genres par le séquencage de l'amplicon de I'ARNr 16S. Staphylococcus et
Enterococcus sont détectés en métagénomique shotgun (0.48% et 0.31% respectivement) et en
séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S (0.26% et 0.30% respectivement) mais Escherichia
(1.16%), Clostridium (0.47%), Peptoniphilus (0.01%) et Finegoldia (0.01%) ne sont retrouvés
gu'en séquencage de l'amplicon de I'ARNr 16S (Figure 43A). Au total, 69 isolats ont été
collectés et 28 ont pu ensuite étre identifiés par séquencage de I'amplicon de I'’ARNr 16S. Les
especes bactériennes suivantes ont été isolées et identifiées des feces : Enterobacter
hormaechei (appartenant au complexe E. cloacae) (8 isolats) sur milieu EMB, Enterococcus
faecalis (16 isolats) sur milieu mEnterococcus et BEA et Staphylococcus epidermidis sur milieu
Chapman. Ces especes ont été isolées en conditions aérobie et anaérobie, hormis
Staphylococcus epidermidis (4 isolats) qui n'a pas été retrouvée en condition anaérobie. Bien
que retrouvée dans les résultats de métagénomique shotgun, |'espéce Staphylococcus
haemolyticus n'a pas pu étre isolée (Figure 43B). Nous n'avons pas isolé d'Escherichia ou de

Clostridium pourtant présents dans les résultats du séquencage de I'amplicon de I'’ARNr 16S.
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0.30% Enterococcus

0.47% Clostridium sensu stricto 1
0.26% Staphylococcus
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Figure 43 : Bactéries détectées ou isolées via différentes méthodes au sein du méme échantillon
de l'entérotype 2 enrichi en Enterobacter

A/ Pourcentage de bactéries détectées dans lanalyse en métagénomique shotgun et en
séquencage de '‘amplicon de 'ARNr 16S pour un échantillon de l'entérotype Enterobacter.
B/ Especes bactériennes isolées des feces d’'un échantillon de l'entérotype Enterobacter.
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Au sein de [l'échantillon choisi pour représenter |'entérotype Enterococcus, le genre
Enterococcus est retrouvé majoritaire a 99.69% et 98.76% par la métagénomique shotgun et le
séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S respectivement. Deux espéces d'Enterococcus sont
retrouvées en métagénomique shotgun : Enterococcus faecalis (94.68%) et Enterococcus
faecium (5.01%) ainsi que deux espéces de Staphylococcus : Staphylococcus epidermidis (0.24%)
et Staphylococcus haemolyticus (0.07%). Ces deux genres sont retrouvés dans le séquengage
de I'amplicon de I'ARNr 16S avec un faible pourcentage pour Staphylococcus (0.38%). Les
genres Enterobacter (0.25%), Klebsiella (0.16%) et Citrobacter (0.08%) sont également retrouvés
en séquencage de I'amplicon de I'’ARNr 16S (Figure 44A). Toutes les espéces retrouvées en
métagénomique shotgun sont retrouvées via les isolements bactériens hormis Staphylococcus
haemolyticus. Au total, 67 isolats ont été collectés et 31 isolats identifiés. Le milieu Chapman
a permis d'isoler Staphylococcus epidermidis (7 isolats). Les milieux mEnterococcus, EMB et BEA
ont permis l'isolement d'Enterococcus faecalis (11 isolats) et d'Enterococcus faecium (8 isolats).
Le milieu EMB, moins sélectif, a également permis la croissance de deux especes non détectées
en métagénomique : Klebsiella variicola (3 isolats) et Enterobacter hormaechei (2 isolats)

(Figure 44B).
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0.38% Staphylococcus
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Figure 44 : Bactéries détectées ou isolées via différentes méthodes au sein du méme échantillon
de l'entérotype 4 enrichi en Enterococcus

A/Pourcentage de bactéries détectées dans lanalyse en métagénomique shotgun et en
séquencage de l‘amplicon de 'ARNr 16S pour un échantillon de ['entérotype Enterococcus.
B/ Especes bactériennes isolées des feces d'un échantillon de l'entérotype Enterococcus.
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Au sein de I'échantillon choisi pour représenter I'entérotype Escherichia, le genre Escherichia
était majoritaire dans le séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S (49.05%) tandis que
Bifidobacterium était majoritaire en métagénomique (39.94%). Ces deux genres restaient
abondants dans le microbiote dans les deux analyses, car Bifidobacterium était retrouvé a
27.56% en séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S et Escherichia a 32% en métagénomique
shotgun. Une plus grande diversité d'espéce était retrouvée de cet échantillon en
métagénomique shotgun comparé aux deux autres entérotypes. Les genres communs entre
I'analyse en métagénomique shotgun et le séquencage de I'amplicon de I'’ARNr 16S étaient
Enterococcus (25.53% et 16.96% respectivement), Clostridium (2.17% et 5.78% respectivement),
Staphylococcus (0.32% et 0.15% respectivement) et Haemophilus (0.01% et 0.15%
respectivement) (Figure 45A). Au total, 36 isolats ont été collectés et 26 identifiés par
séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S. L'espece Enterococcus faecalis (15 isolats) a été isolée
sur plusieurs milieux : EMB, MRS, BEA et MCT. Clostridium perfringens (3 isolats) a été isolée sur
deux milieux : BDB et BEA, Escherichia coli (3 isolats) sur les milieux BDB et EMB et Clostridium
butyricum (4 isolats) uniquement sur milieu MRS (Figure 45B). Sur ce dernier milieu, deux
phénotypes distincts de 25 colonies pouvaient étre observés : des petites colonies rondes
couleur créeme et des colonies translucides a bord irrégulier. Les petites colonies rondes
correspondaient a Enterococcus faecalis, tandis que les plus grosses colonies correspondaient
a Clostridium butyricum. Un isolat du milieu EMB n’a pas pu étre identifié. Bien qu'ayant la plus
forte abondance relative en métagénomique shotgun, le genre Bifidobacterium n'était pas
retrouvé parmi les isolats. Aucun des genres détectés uniquement par le séquengage de
I'amplicon de I'ARNr 16S n’ont pu étre isolés. Deux especes d'Enterococcus sur les trois
(Enterococcus casseliflavus et Enterococcus avium) et une espece de Clostridium (Clostridium
neonatale) sur les trois présentes en métagénomique shotgun n’ont pas pu étés isolés. Nous

n'avons pas tenté d'isoler des Staphylococcus car leur pourcentage était tres faible.

Pour la suite du projet, nous avons dans un premier temps voulu nous concentrer sur
I'echantillon pour lequel nous avions réussi a isoler le plus de bactéries correspondant au

séquencage en métagénomique : I'entérotype Enterococcus.
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Entérotype Escherichia

39.94% Bifidobacterium longum
32.00% Escherichia coli

15.27% Enterococcus casseliflavus
9.89% Enterococcus faecalis

0.94% Clostridium neonatale
0.73% Clostridium butyricum
0.37% Enterococcus avium

0.30% Clostridium perfringens
0.26% Staphylococcus epidermidis
0.20% Clostridioides difficile
0.06% Staphylococcus hominis
0.01% Haemophilus parainfluenzae
0.01% Corynebacterium amycolatum
4.00e-003% Aeriscardovia aeriphila

ER00PNNECOCNEDDE

Métagénomique Shotgun

49.05% Escherichia-Shigella
27.56% Bifidobacterium
16.96% Enterococcus
5.78% Clostridium sensu stricto 1
0.24% Peptoclostridium
0.15% Haemophilus

0.15% Staphylococcus
0.04% Genres inconnus
0.03% Enterobacter

0.01% Bacteroides

0.01% Cronobacter

E0R0EOOOERD

Séquencage 16S

Escherichia coli

Culture aérobic ct
anaérobie

Culture aérobic ct
anaérobie

Escherichia coli

Culture aérobie et
anaérobie

Clostridium butyricum

Culture aérobic et
anaérobic

Culture aérobie et
anaérobie

Figure 45 : Bactéries détectées ou isolées via différentes méthodes au sein du méme échantillon
de l'entérotype 3 enrichi en Escherichia

A/Pourcentage de bactéries détectées dans l'analyse en métagénomique shotgun et en
séquencage de l‘amplicon de '’ARNr 16S pour un échantillon de ['entérotype Escherichia.
B/ Especes bactériennes isolées des feces d'un échantillon de l'entérotype Escherichia.
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La croissance bactérienne et de Candida albicans augmente dans un milieu mixte
par rapport a leurs milieux de croissance respectifs

L'une des premieres difficultés rencontrées lors du développement d’'une communauté
bactérienne synthétique réside dans les besoins nutritionnels variables des différentes
bactéries. Le milieu mGAM (milieu anaérobie Gifu modifié) permet la culture d'une proportion
représentative de bactéries intestinales humaines [262]. Candida albicans ne croit pas dans le
milieu mMGAM mais dans le milieu YM (Yeast Media) qui ne permet pas la croissance des

bactéries.

Nous avons voulu recréer un milieu pouvant permettre la croissance a la fois des bactéries et
des champignons. Pour cela, il a fallu évaluer la cinétique de croissance des trois espéces
bactériennes isolées de |'échantillon de |'entérotype Enterococcus afin de s'assurer d'une
croissance homogeéne de ces trois especes. Les cinétiques de croissance de ces bactéries sont
mesurées dans un milieu mGAM et un milieu mixte contenant 75% de mGAM et 25% de YM
sur 9h en anaérobie avec une prise de densité optique (DO) toutes les heures (Figure 46A).
Aucune différence significative n'est observée pour la croissance entre les trois espéces
bactériennes sur ces 9h pour chaque milieu. Les différences de croissance au sein d'une espece
entre les deux milieux de culture n‘ont pas mis a jour de différences significatives de croissance
pour Staphylococcus epidermidis (p=0.2500) et Enterococcus faecalis (p=0.1094) mais pour
Enterococcus faecium une différence a été constatée avec une croissance moins rapide en
milieu mixte (p=0.0391). La phase stationnaire est atteinte apres environ 7h pour les trois
espéeces bactériennes en milieu 100% mGAM, tandis qu’elle est plus tardive en milieu mixte
(environ 9h de culture). Cependant, une croissance plus importante est observée en milieu
mixte, avec des DO atteignant presque 1,90 pour Staphylococcus epidermidis (p=0.05) et
Enterococcus faecalis (p=0.05) contre une DO de 1,25 environ pour une croissance en milieu

MGAM au bout de 9h.

La croissance de Candida albicans en anaérobie est suivie pendant 33h (Figure 46B). Une
croissance plus lente que pour les trois bactéries isolées de |'entérotype Enterococcus est
observée, avec un plateau commencant a étre atteint au bout d'environ 33h. Il n'y a pas de
différences significatives de croissance de Candida albicans entre le milieu YM et le milieu
mixte. Néanmoins, comme observé précédemment, les DO finales sont plus élevées en milieu

mixte qu’'en milieu YM vers la fin de la croissance.
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Figure 46 : Cinétique de croissance en fonction des milieux mGAM et milieu mixte pour trois
bactéries et milieux YM et mixte pour Candida albicans

A/ Cinétique de croissance des trois especes bactériennes isolées de l'entérotype Enterococcus :
Enterococcus faecalis (violet), Enterococcus faecium (vert) et Staphylococcus epidermidis (orange)
pendant 9h. Les courbes en plein représentent la cinétique des bactéries en milieu mixte et en

pointillés en milieu mMGAM.
B/ Cinétique de croissance de Candida albicans en culture dans le milieu YM (vert) et mixte

(rouge) ;
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Staphylococcus diminue au sein des communautés synthétiques et des féces au
cours du temps

La communauté synthétique recréée est constituée des trois especes majoritaires avec les
mémes pourcentages que dans |'analyse métagénomique : Enterococcus faecalis (94.5%),
Enterococcus faecium (5%) et Staphylococcus epidermidis (0.5%). Nous avons mis en culture les
feces d'origine et comparé la quantité bactérienne au cours des trois jours de croissance afin

d'évaluer la pertinence de notre modele in vitro.

Le premier jour, une plus forte charge bactérienne a été constatée dans les féces en
comparaison aux communautés synthétiques, avec des quantités comprises entre 1.25E10° et
2.2E10° CFU pour les féces et 4.8E10* CFU pour les communautés synthétiques (p=0.0312). Aux
deuxiemes et troisiemes jours, la quantité totale de bactéries dans les féces diminue fortement,
rejoignant celles des communautés synthétiques a environ 4.5E10* CFU. Ainsi, la quantité
bactérienne totale des féces semble tendre vers une stabilisation. Concernant les
communautés synthétiques, la charge bactérienne reste stable dans le temps avec des

quantités bactériennes totales d'environ 4.8E10* CFU a J1, J2 et J3 (Figure 47A).

Par la suite, une analyse des abondances relatives est réalisée au niveau du genre pour
Staphylococcus et Enterococcus au sein des feces et des communautés synthétiques. Le genre
Staphylococcus est présent a 0.4% a J1 pour les feces, contre moins de 0.05% au sein des
communautés synthétiques. Ce pourcentage baisse de moitié a J2 et atteint 0.2% pour les
feces, puis environ 0.03% a J3 tandis que Staphylococcus n'est plus détecté deés le deuxieme
jour dans les communautés synthétiques (Figure 47B). Staphylococcus tend a disparaitre au

profit des Enterococcus.
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Figure 47 : Comparaison du modele communauté synthétique et des feces via la quantification
bactérienne

A/ Quantité bactérienne totale (CFU) de la communauté synthétique (vert) et des feces (orange)
en culture pendant trois jours. Test de Wilcoxon.

B/ Abondance relative d’Enterococcus (violet) et de Staphylococcus epidermidis (orange) durant
les trois jours.
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Impact de Candida albicans et de xénobiotiques sur une communauté
synthétique bactérienne correspondant a un échantillon de I'entérotype
Enterococcus

Une communauté synthétique bactérienne a été exposée a trois xénobiotiques : dompéridone,

bisphénol A (BPA) et bisphénol S (BPS) ainsi qu'a Candida albicans.

La quantité de bactéries pour la communauté synthétique traitée avec domperidone était plus
faible au deuxieme jour par rapport au groupe sans traitement (p=0.004). Cependant, elle était
plus importante pour les groupes traités avec dompéridone au troisieme jour par rapport au
groupe non traité (p=0.004). De fagcon globale, une diminution de la quantité de bactéries du
groupe non traité de J1 a J3 est détectée (p=0.01), mais aucune évolution pour le groupe traité

avec dompéridone n’est observée (Figure 48A).

Aux jours 1 et 2, une quantité plus faible de bactéries dans le groupe exposé au BPS est
détectée par rapport au groupe non traité (p=0.002 et p=0.01 respectivement). Le troisieme
jour, les quantités bactériennes pour le groupe exposé au BPS étaient plus importantes que
celles du groupe non traité (p=0.04). Une augmentation globale de la quantité bactérienne a

été identifiée pour le groupe exposé au BPS du premier au dernier jour (p=0.002) (Figure 48B).

Aucune différence dans la quantité bactérienne n’est retrouvée entre le groupe controle et le
groupe exposé au BPA mais une diminution de la quantité bactérienne entre le premier et le
dernier jour pour le groupe exposé au BPA (p=0.004) qui suit celle du groupe controle est

détectée (Figure 48C).

La co-culture avec Candida albicans n'avait montré aucune différence de quantite bactérienne
entre les deux groupes pour le premier et le deuxieme jour. Cependant, au troisieme jour, le
groupe en co-culture avec Candida albicans contenait une quantité supérieure de bactéries par
rapport au groupe contréle (p=0.01). Aucune différence sur la quantité bactérienne entre le
premier et le dernier jour pour le groupe en co-culture avec Candida albicans n'est détectée

(Figure 48D).

Aucune différence significative n'était retrouvée dans la quantité a J1 de Staphylococcus
epidermidis entre les groupes traités et le contréle. Cependant, cette quantité était Iégerement
plus importante dans les groupes traités au BPS (0.3%) ou en co-culture avec Candida albicans
(0.3%) en comparaison au groupe sans traitement (0.1%) (Figure 48F, H). De méme, elle était

182



diminuée de moitié dans le groupe traité avec BPA (0.05%) (Figure 48G) et avait une
abondance proche de celle du groupe contréle au premier jour pour le groupe avec

dompéridone (Figure 48E).

L'abondance de Staphylococcus epidermidis n'était plus détectée a partir du deuxieme jour
pour la communauté synthétique controle et devenait trés faible au deuxiéme jour (<0.05%)
pour les groupes traités ou en co-culture avec Candida albicans. Elle n'était plus détectée au

troisieme jour.
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Figure 48 : Exposition aux xénobiotiques et co-culture avec Candida albicans sur des
communautés synthétiques

A-D/ Quantité bactérienne totale (CFU) pour les communautés synthétiques traitées au
dompéridone (A), au bisphénol S (B), au bisphénol A (C) et en co-culture avec Candida albicans
(D). E-H : Abondance relative de Staphylococcus epidermidis et Enterococcus dans les
communautés synthétiques traitées au dompéridone (E), au bisphénol S (F), au bisphénol A (G)
et en co-culture avec Candida albicans (H). CS=Communauté synthétique ; DOM=Dompéridone
; BPS=Bisphénol S ; BPA=Bisphénol A.
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3. Discussion

Nous avons pu isoler un grand nombre d'especes détectées en métagénomique shotgun a
partir de trois échantillons congelés de féces d'enfants grands-prématurés d'entérotypes
différents telles qu'Enterobacter hormaechei, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Clostridium perfringens, Clostridium butyricum, Escherichia coli ou Staphylococcus epidermidis.
Les genres détectés en métagénomique shotgun I'étaient également en séquencage de
I'amplicon de I'ARNr 16S. Inversement, de nombreux genres a faibles abondances ont été
détectés en séquencgage de I'amplicon de I'’ARNr 16S mais pas en métagénomique shotgun.
Cependant, deux genres bactériens détectés en séquengage de I'amplicon de ’ARNr 16S mais
pas en métagénomique de |'entérotype Enterococcus ont étés isolés : Klebsiella variicola et
Enterobacter hormaechei. Escherichia, qui est le deuxieme genre bactérien détecté en
séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S de I'entérotype Enterobacter avait la possibilité de

croitre sur le milieu BEA mais nous n’en avons pas isolé.

Nous n'avons pu isoler que l'espece Staphylococcus epidermidis et pas Staphylococcus
haemolyticus pour les entérotypes Enterobacter et Enterococcus mais ces deux genres tres
proches pourraient étre confondus. L'espece Staphylococcus haemolyticus est toutefois
présente dans le microbiote intestinal des prématurés et sur les surfaces des USINs [263]. Il est
donc possible que nous n'ayons pas réussi a isoler Staphylococcus haemolyticus dans le milieu,
car ces deux espéces de Staphylococcus sont mannitol positif [264] et sont de couleur jaune

sur le milieu Chapman sélectif utilisé et ne sont donc pas distinctes.

Nous n'avons pas réussi a isoler des souches de Bifidobacterium. La détection de ce genre par
les deux méthodes de séquengage a des pourcentages importants appuie le fait qu'il devait
étre présent dans le microbiote intestinal de cet enfant. Cependant, la culture et I'isolement
des Bifidobacterium sont difficiles, car elles sont strictement anaérobies [265]. De plus, les
échantillons de feces étaient conservés depuis plusieurs années a -80°C sans agents
conservateurs, conditions non optimales pour I'isolement de souches bactériennes. Enfin, il se

peut que le milieu utilisé ne fit pas assez spécifique.

La croissance des bactéries de I'échantillon de I'entérotype Enterococcus est plus rapide avec
un milieu mixte YM+mGAM qu'avec un milieu mGAM. Candida albicans a une croissance plus

rapide en milieu mixte par rapport au milieu YM. Cela pourrait étre dG a un apport de
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nutriments supplémentaire en raison du mélange de ces deux milieux. Le milieu YM contient
de l'extrait de malt, absent du milieu mGAM pouvant apporter du maltose aux genres
Enterococcus et Streptococcus via la maltose phosphotransférase [266] tandis que le milieu
MGAM pourrait apporter de la vitamine K1 et du tryptophane a Candida albicans, non retrouvé

dans le milieu YM.

Les communautés synthétiques sont des consortiums de deux ou plusieurs espéces
microbiennes connues dans des conditions définies, mais peuvent ne pas refléter la réelle
complexité et diversité du microbiote [267]. Les souches utilisées peuvent ne pas étre
représentatives de la diversité du microbiote intestinal. C'est pour cela que nous avons voulu
réaliser cette communauté a partir de bactéries isolées et avec des ratios au plus proche de ce
qui est observé en métagénomique shotgun. Les communautés synthétiques sont
généralement cultivées dans des environnements de laboratoire controlés, ce qui peut différer
des conditions réelles et rendant plus complexe le maintien a long terme des communautés

synthétiques.

Lors des analyses de qPCR, les espéces Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium n’ont pas
pu étre distinguées car nous n'avons pas réussi a obtenir des amorces assez spécifiques pour

les discriminer.

Cependant, nous avons pu remarquer que Staphylococcus n'était, assez rapidement, plus
détecté dans les feces, les communautés synthétiques et les communautés synthétiques
exposées aux xénobiotiques ou en co-culture avec Candida albicans. Nous avions vu que
chaque bactérie poussait correctement dans le milieu mGAM et qu'il ne s'agissait donc pas
d’'une sélection du milieu mais potentiellement d'une compétition entre especes étant donné
que la quantité de Staphylococcus de départ est tres faible. Le genre Enterococcus faecalis a un
potentiel inhibiteur sur une espece de Staphylococcus [268]. De plus, la quantité de départ de
Staphylococcus est assez variable en début d'expérience. Le faible pourcentage de cette
bactérie au sein de la communauté synthétique est compliqué a mettre en place et nécessiterait
une mise au point. Toutefois, le pourcentage de Staphylococcus dans les feces au jour 1
correspond bien au pourcentage retrouvé en métagénomique globale. On ne peut pas
conclure que la disparition de Staphylococcus soit due a I'impact des xénobiotiques et a la
présence de Candida albicans sachant que les groupes contréles voient également ce genre

diminuer. Cependant, la disparition de Staphylococcus est plus lente pour les groupes en co-
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culture avec Candida albicans et exposés au BPS mais ces deux groupes au J1 avaient plus de
2 fois plus de Staphylococcus que le groupe controle donc la diminution de Staphylococcus plus
lente peut étre due a la quantité plus importante du début. Cependant, les groupes exposés
aux BPA et au dompéridone au J1 avaient environ la méme quantité de Staphylococcus avec
une plus lente disparition de ce genre au J2 donc potentiellement di a la présence de ces

xénobiotiques. D'autres études sont toutefois nécessaires pour confirmer ces observations.

Avec I'exposition a la dompéridone et Candida albicans la quantité bactérienne ne change pas
au cours du temps. En revanche, la quantité bactérienne diminue dans le groupe contréle au
cours du temps. La dompéridone et Candida albicans pourraient maintenir une stabilisation de
la culture. Il est toutefois montré que la dompéridone influence le microbiote intestinal en

diminuant la prolifération bactérienne [269].

Le bisphénol S impacte la quantité bactérienne dés le premier jour avec une diminution de la
quantité bactérienne a l'inverse de bisphénol A qui n'a pas d'impact. Le BPS augmente la
quantité bactérienne au cours du temps et chaque jour par rapport au groupe controle en
augmentant la quantité d'Enterococcus. Ces résultats suggeérent potentiellement une
adaptation d'Enterococcus a ce stress par le biais de pompes d'efflux, de transporteurs ou d'une
dégradation des xénobiotiques [270]. Le BPS est connu pour avoir un impact sur le microbiote
intestinal du poisson-zebre en faisant disparaitre certaines especes [271]. Le bisphénol A n'a
pas d'impact différent du groupe contrdle, mais est connu pour induire une dysbiose du

microbiote intestinal [272].
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4. Conclusion

La métagénomique shotgun est plus fiable au niveau de I'espéce [273] et nos résultats
montraient une plus grande similitude entre les bactéries détectées en métagénomique
shotgun et les bactéries isolées plutdt qu'avec les bactéries détectées en séquencage de
I'amplicon de I’ARNr 16S. Le séquencage de I'amplicon de I'’ARNr 16S indiquait également des
genres en tres faible quantité ni retrouvés dans la métagénomique shotgun ni dans l'isolement

des bactéries.

Le BPS aurait un impact plus fort sur le microbiote intestinal que le BPA, il est donc important
de comprendre son impact sur le microbiote intestinal. Remplacer le BPA par le BPS dans la

formation du plastique n‘améliorerait pas I'impact du plastique sur le microbiote intestinal.

188



DISCUSSION

L'étude du microbiote intestinal des enfants nés grands prématurés revét une importance
considérable dans le domaine de la santé infantile. En raison de leur naissance prématurée, ces
nourrissons ont un systeme immunitaire et un développement intestinal encore immature, ce
qui peut les rendre vulnérables a diverses complications de santé a court et long terme. Le
microbiote intestinal en début de vie joue un réle crucial dans le développement du systéme
immunitaire, la digestion, I'absorption des nutriments et méme la régulation de l'inflammation.
En étudiant une cohorte de 73 enfants nés grands prématurés, nous avons entrepris d'explorer

la relation entre le microbiote intestinal et I'h6te chez ces nourrissons.

Etudier ce lien entre le microbiote intestinal et I'hdte a travers I'analyse des féces présente
plusieurs avantages. Tout d'abord, les féces fournissent un échantillon non invasif et facilement
accessible pour évaluer la composition du microbiote intestinal. Etant donné la fragilité de la
santé chez les enfants grands prématurés, cela revét une importance considérable. Les feces
permettent d'obtenir des informations sur la diversité et la composition bactérienne ainsi que
les interactions et les dynamiques entre les microorganismes présents dans le tractus gastro-
intestinal. Elles refletent donc les interactions entre le microbiote et I'note, car elles contiennent
des métabolites sécrétés par les cellules intestinales et les microorganismes. L'analyse des feces
offre donc une fenétre sur la communication complexe entre le microbiote et I'hote,
permettant de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents impliqués dans la régulation

du métabolisme, de I'immunité et méme du développement cérébral.

Une étude récente menée en 2021 a mis en évidence que le métabolome fécal était davantage
corrélé au microbiote intestinal a I'age de 6 semaines qu'a I'age de 1 an, suggérant un effet
temporel variable. Cette étude a identifié un nombre plus élevé de métabolites bien prédits a
6 semaines qu'a 1 an grace a une analyse de prédiction fonctionnelle du métabolisme des
communautés microbiennes [274]. Ces résultats soulignent I'importance d'étudier
précocement l'interaction entre le métabolome fécal et le microbiote intestinal chez les
nourrissons afin d'éviter les biais liés a la nutrition, qui peut également influencer la présence
de métabolites variés. Cependant, au bout de 24 semaines, le microbiote se rétablit et les traces
de facteurs tels que le mode d'accouchement s'atténuent. Le méconium, premiere feces des

enfants, n'est pas toujours représentatif du métabolisme et de la composition bactérienne chez
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les enfants. Il est formé principalement a partir de sécrétions foetales et de liquide amniotique
ingéré par le foetus. Les principaux métabolites présents dans le méconium sont soit produits
par le foetus lui-méme, soit issus d'un transfert placentaire [275]. Il peut donc refléter les
conditions in utero plutét que I'établissement complet du microbiote intestinal postnatal et
peut étre influencé par le régime alimentaire de la mere pendant la grossesse. Bien que I'étude
du méconium puisse offrir des apergus intéressants sur le développement précoce du
microbiote intestinal, il ne doit pas étre considéré comme représentatif du métabolisme et de
la composition bactérienne a long terme chez les enfants. Les échantillons de féces collectés
par la suite peuvent fournir une image plus compléte et dynamique du microbiote et de son
réle dans la santé humaine. C'est pour cela que nous avons voulu analyser le microbiote
intestinal des enfants grands prématurés a 1 mois de vie qui était le premier prélevement de

feces dont nous disposions apres le méconium.

Nous avons souhaité appliquer une approche multi-omique en combinant des informations
provenant de différentes méthodes telles que la métabolomique, la métagénomique et la
transcriptomique. L'avantage de cette approche est qu'elle permet une compréhension plus
compléte des échantillons biologiques avec une intégration de données qui peut conduire a
une validation croisée plus robuste des résultats en identifiant des corrélations et des relations
entre les différentes molécules et les processus biologiques. L'approche multi-omique nous a
permis de répondre a nos objectifs 1 et 2 c'est-a-dire d’étudier la mise en place du dialogue
microbiote intestinal-hote et la réponse de I’h6te. Nous avons pu mettre a jour des modeles
sur l'impact des facteurs/conditions lors de la naissance sur le microbiote intestinal et son

implication dans le métabolisme a 1 mois des enfants nés grands prématurés.

Enfin, des différences entre les résultats des analyses séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S,
de métagénomique shotgun et d'isolement bactérien au sein du méme échantillon ont étés
observées. Ces constatations soulignent la complexité de la détermination précise de la
composition du microbiote, en particulier pour les bactéries peu abondantes. De plus, la
métagénomique globale peut fournir une identification fiable jusqu‘au niveau de I'espece [273]
ce qui est rarement le cas pour le séquengage du gene codant I'’ARNr de I'amplicon de I'’ARNr
16S. De plus, les résultats de I'analyse du séquencage de I'amplicon de I'ARNr 16S peuvent
varier en fonction des bases de données utilisées. Dans I'ensemble, nos résultats indiquaient
une meilleure concordance entre les bactéries détectées par la métagénomique globale et

celles isolées des feces, par rapport a celles identifiées par le séquencage de I'amplicon de
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I'ARNr 16S. Les bactéries du microbiote essentiellement anaérobies sont également
difficilement cultivables c’est pourquoi les analyses de séquencage sont prédominantes. Il est
donc crucial de tenir compte de ces biais de techniques lors de I'analyse de la composition du
microbiote intestinal. Cependant, en combinant ces différentes méthodes, nous avons pu
obtenir des informations concernant la composition et la fonctionnalité du microbiote
intestinal des enfants nés grands prématurés a I'age de 1 mois. Il est a noter que nous avons
réussi a isoler un grand nombre de bactéries a partir de feces congelées depuis plusieurs
années, sans conservation au glycérol. Dans ce contexte, il convient toutefois de considérer
que la diversité bactérienne pourrait avoir évolué par rapport a des échantillons de féeces

fraiches.

Au sein de notre sous-cohorte, les 73 enfants nés grands prématurés a 1 mois étaient répartis
en trois clusters. Le Cluster A était composé des enfants de |'entérotype Escherichia. Le Cluster
B était composé des enfants des entérotypes Clostridium et Enterobacter/Klebsiella et le Cluster
C était composé des enfants des entérotypes Staphylococcus et Enterococcus ainsi que de
I'entérotype comprenant les enfants avec une tres faible charge bactérienne. Le Cluster A est
considéré comme le plus mature d a I'age plus avancé des enfants le composant et le Cluster
C comme le plus immature [28]. Des études ont montré que le microbiote intestinal des enfants
prematures était différent de celui d’enfants nés a terme avec une abondance plus importante
des Enterococcus, Enterobacter ou Staphylococcus mais a notre connaissance, peu d'études se
sont intéressées aux variables/facteurs expliquant la formation des entérotypes et leurs

conséquences métaboliques.

L’age gestationnel avancé, le poids plus élevé et une naissance par voie basse induisent,
chez les grands prématurés de cette cohorte, un microbiote intestinal majoritairement
composé d'Escherichia a 1 mois. L'étude de Rozé et al décrit ces facteurs de naissance comme
favorables pour faire partie du Cluster A [28]. L'age gestationnel avancé induit une plus forte
probabilité d'accouchement par voie basse avec en conséquence un poids plus élevé [276,277].
Lors d'une naissance par voie basse, le nouveau-né entre en contact direct avec le microbiote
vaginal et fécal de la mere, facilitant ainsi une premiere colonisation appropriée avec des

bactéries différentes de celles observées lors d'une naissance par césarienne. Une étude
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indique que chez les enfants nés par voie basse, 74,39% du microbiote précoce chez les
nourrissons est issu de souches microbiennes maternelles contre seulement 12,56% chez les
enfants nés par césarienne [59]. Le genre Escherichia fait partie des bactéries potentiellement
acquises a la naissance par un accouchement par voie basse [59]. Une alimentation au lait
maternel au cours des premiers jours de vie va induire une présence majoritaire d'Escherichia
dans le microbiote intestinal des enfants a 1 mois. Cette alimentation introduit des
oligosaccharides spécifiques du lait maternel (HMOs) que le nouveau-né ne peut pas utiliser
comme nutriments, mais qui agissent comme prébiotiques pour Bifidobacterium, un élément
majeur du microbiote intestinal des nourrissons nés a terme, mais également Escherichia via
notamment le 2'-Fucosyllactose (2'FL) [278]. De plus, I'établissement d'un transit intestinal
régulier dés la premiere semaine de vie influe sur le microbiote intestinal des nourrissons a 1
mois, favorisant une augmentation notable d'Escherichia a cet age. Contrairement aux
conclusions de Rozé et al [28], nous n'avons pas observé de corrélation entre la pratique du
peau a peau et la composition du microbiote intestinal a 1 mois. Cependant, en sélectionnant
les enfants de notre cohorte, nous avons constaté que le pourcentage d'enfants ayant eu des
sessions de peau a peau dans le Cluster C était similaire a celui du Cluster A, ce qui différait de

ce qui avait été observé dans |'étude de Rozé et al [28].

Ainsi, une variété de facteurs pendant la premiere semaine de vie exerce une influence
significative sur le microbiote intestinal entrainant une abondance d'Escherichia a 1 mois chez
les nourrissons nés grands prématurés. Cette interaction complexe peut engendrer un profil

métabolique intestinal particulier dans cette population.

Leur production d'énergie par le biais du métabolisme du cycle de I'acide tricarboxylique
(TCA) semblait plus efficace notamment, car Escherichia est positivement corrélé avec le
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD), qui est un facteur limitant pour le cycle du TCA. Le
genre Escherichia peut produire du NAD [279] et le gene eucaryote nampt impliqué dans la

voie de production du NAD de I'h6te est plus exprimé dans le Cluster A.

La production d’histamine était plus importante chez les enfants du Cluster A. Le genre
Escherichia peut produire de I'histamine dans le microbiote intestinal grace a leur activité
d'histidine décarboxylase [280,281]. L'histamine est un acide gamma-aminobutyrique (GABA),

essentiels aux processus neurodéveloppementaux et a la neurophysiologie [128].
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La production d'indole et de ses dérivés sera plus élevée dans ce cluster, notamment grace a
la capacité d'Escherichia a cataboliser le tryptophane en indolelactate par exemple [241]. De
plus, le métabolite indoxyl-3-sulfate, dérivé de l'indole, sera présent en quantité supérieure
chez les enfants ayant connu un transit intestinal régulier dés la premiere semaine de vie et
ceux du Cluster A. Ce métabolite est reconnu pour ses bienfaits sur la maturation du tractus
digestif et les fonctions cérébrales. Escherichia, abondamment présent au début de la vie, est
un producteur d'indole [241] ce qui en fait un bon primo-colonisateur pour le développement
du métabolisme du tryptophane. Les métabolites de la voie de catabolisme du tryptophane
par la kynurénine sont également plus abondants. La régulation de la voie de la kynurénine
est importante tout au long de la vie, mais surtout pendant les périodes sensibles du
développement neurologique précoce [282]. Elle est importante dans la modulation du

cerveau en développement.

De maniére similaire a I'indoxyl-3-sulfate, le triméthylamine-N-oxyde (TMAO) est présent en
quantité plus élevée chez les enfants ayant connu un transit régulier dés la premiere semaine
de vie ainsi que chez ceux du Cluster A. Le métabolisme de la carnitine, incluant la formation
de TMAQO, est plus prononcé dans le Cluster A. Cette dégradation est médiée par les enzymes
cntA/B, présentes chez Escherichia [232,233]. Le TMAO est associé aux troubles cognitifs et aux
dysfonctionnements mitochondriaux [283]. Son role dans le microbiote intestinal des nouveau-

nés n'est pas encore complétement élucidé.

Un effet de ce microbiote sur la réponse de I'hdte est observé. La calprotectine ainsi que la
cathélicidine, sont davantage exprimées chez les enfants du Cluster A. La présence accrue de
calprotectine fécale a 3 mois est positivement associée avec les capacités motrices, les
compétences socio-émotionnelles et le langage mesuré a 2 ans par I'échelle de Bayley [257].
Cependant, il n'y a pas d'influence de l'augmentation de la calprotectine sur la santé
neurologique des adultes atteints de maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI)
[258] ce qui suggere que l'effet bénéfique sur la santé neurologique est spécifique au
développement infantile et ne persiste pas a I'age adulte. Il est possible que cette
augmentation physiologique de I'immunité médiée par la calprotectine soit nécessaire pour le

développement de l'individu en croissance.

Enfin, nos résultats concordent avec ceux de Rozé et al [28], démontrant I'influence bénéfique

de lI'abondance d'Escherichia dans le microbiote intestinal a I'age de 1 mois des enfants nés
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grands prématurés sur le développement neurologique global évalué par un score d'ASQ a 2
ans. Ceci pourrait étre attribué au métabolisme spécifique de ce genre bactérien, lequel semble

jouer un role dans le développement neurologique.

Une forte corrélation négative est observée entre Escherichia et Staphylococcus dans le
microbiote intestinal des nourrissons nés grands prématurés a I'age d'un mois. Cette relation
inverse entre Staphylococcus et Escherichia pourrait étre attribuée a une activité antibiotique

exercée par Escherichia sur Staphylococcus par le biais des ilots pks [284].

De plus, les enfants appartenant au Cluster C ont connu des conditions de naissance inverse
avec celles du Cluster A. En effet, les enfants affichant une proportion accrue de Staphylococcus
dans leur microbiote intestinal a I'age d'un mois présentent un age gestationnel le plus
précoce et sont plus susceptibles d'étre nés par césarienne. Ces observations confirment les
conclusions préalablement établies par Roze et al [28]. L'age gestationnel plus précoce est lié
avec une plus forte probabilité de naissance par césarienne [277]. Contrairement aux enfants
nés par voie basse, les nourrissons nés par césarienne entrent en contact des leur naissance
avec la peau du personnel soignant et de leurs parents. Les communautés bactériennes
présentes dans le microbiote intestinal de ces nourrissons sont comparables a celles présentes
sur la peau de leur mére et dominées par Staphylococcus [59]. De plus, la diversité bactérienne
du microbiote a la naissance chez les enfants nés par césarienne est moindre que chez ceux
nés par voie basse, mais semble se rétablir a I'age d'un mois [59]. Effectivement, nous avons
observé une diminution de la diversité bactérienne chez les enfants du Cluster C, mais pas chez
les enfants nés par césarienne a 1 mois. Staphylococcus epidermidis est I'espece que nous avons
pu isoler des échantillons de feces de la cohorte. C'est effectivement une bactérie commensale

de la peau retrouvée dans le microbiote intestinal des enfants nés par césarienne [285].

Aucun lien n'a été établi entre I'abondance de Staphylococcus dans le microbiote intestinal des
grands prématurés a I'age d'un mois et leur poids de naissance ou leur mode de nutrition.
Cependant, une étude suggere que Staphylococcus est présent dans le lait maternel [286]
méme si ce genre ne consomme pas d'HMO [278]. La qualité du transit a 1 semaine de vie n'est
pas associée a la présence de Staphylococcus dans le microbiote intestinal a 1 mois tandis que
Roze et al [28] avait démontré une diminution du risque d'appartenance a l'entérotype

Staphylococcus avec un transit régulier.
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Ainsi, lI'age gestationnel précoce conduisant souvent a un mode d'accouchement par
césarienne induit une quantité plus abondante de Staphylococcus dans le microbiote intestinal
des nourrissons nés grands prématurés a 1 mois. De la méme facon qu'Escherichia,
Staphylococcus a 1 mois va induire un profil métabolique intestinal particulier au sein du Cluster
C. En raison de l'opposition de leurs genres majoritaires dans le microbiote intestinal a 1 mois
et des facteurs périnataux desquels ils découlent, les Clusters A et C vont avoir un métabolisme

différent a 1 mois de vie.

Une altération de I'absorption des lipides et de la vitamine D a été observée a la fois dans
ce cluster et dans le groupe d'age gestationnel le plus précoce, ce qui se manifeste notamment
par une libération accrue de ces éléments dans les feces. On constate une corrélation positive
entre la présence de Staphylococcus et les acides biliaires secondaires dans les feces, ce qui
suggere une fuite de ces acides biliaires. Staphylococcus est reconnu pour étre associé a un
profil de mauvaise absorption des lipides et il est établi que les enfants prématurés ont une
capacité d'absorption des lipides et des vitamines plus limitée par rapport aux enfants nés a
terme [213,239]. Cette mauvaise absorption semble également étre associée avec I'age le plus
précoce, facteur qui joue un role déterminant pour la prédominance de Staphylococcus dans le
microbiote a 1 mois de vie. Ces lipides peuvent étre transportés vers le cerveau ou ils sont
réutilisés comme précurseur pour la biosynthése de novo des lipides cérébraux [287]. La
vitamine D est associée a la fonction cognitive, influence le développement du cerveau et des

neurones et peut moduler les réponses immunitaires de I'hote [288].

Une altération du métabolisme du TCA a éte identifiée avec des corrélations positives entre
Staphylococcus et les métabolites de début de cycle du TCA. Cela pourrait étre attribué a une
production réduite de NAD, un cofacteur essentiel dans ce processus. Le Cluster C présente la
quantité la plus faible de NAD entre les clusters. Ce composé peut étre généré a la fois par des
bactéries et par I'organisme hoéte. Le gene nampt, responsable d'une production de NAD chez
I'hnOte, est moins exprimé dans ce cluster et Staphylococcus n'est pas détecté comme

producteur de NAD inversement a Escherichia.

Une augmentation de la tryptamine dans les féces du Cluster C est détectée. La tryptamine
peut inhiber la voie de la kynurénine ayant un impact bénéfique sur le développement

neurologique [282]. La détection de ce métabolite dans les feces revét une importance cruciale,
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car elle reflete sa production au sein du microbiote intestinal, contrairement a la tryptamine

présente dans le sang qui n'est pas influencée par la production du microbiote intestinal [289].

Le Cluster C est également composé d’Enterococcus en genre majoritaire. Il est retrouvé dans
le microbiote intestinal des enfants a 1 mois ayant eu une nutrition parentérale a la

naissance.

Le dernier entérotype compris dans le Cluster C est I'entérotype dépourvu de bactéries
détectables (Entérotype 6). Nous n‘avons pas pu déterminer de liens avec les facteurs
périnataux. Cependant, nos observations ont démontré que I'absence de bactéries détectables
dans le microbiote intestinal a 1 mois conduit a une réduction de l'expression de la
calprotectine au début de la vie pouvant entrainer une altération de I'immunité physiologique.
L'expression de la calprotectine et de la cathélicidine ne semble pas impactée par la présence

de Staphylococcus et d'Enterococcus ainsi que par I'appartenance des enfants au Cluster C.

Dans cette cohorte d’enfants nés grands prématurés nous n‘avons pas pu démontrer un impact
significatif sur 'ASQ a 2 ans des entérotypes Staphylococcus, Enterococcus et de I'entérotype 6
mais Roze et al [28] avaient pu montrer un impact néfaste de ces entérotypes sur I'ASQ, la
mortalité et la morbidité conformément a I'association décrite entre un age gestationnel bas

et un retard de développement neurologique dans la cohorte EPIPAGE 2 [28].

Le genre Klebsiella, I'un de ceux predominant dans le Cluster B, n'avait aucun lien avec les

variables périnatales ni avec le métabolisme a I'age d'un mois.

D'autre part, le genre Enterobacter, également préedominant dans le Cluster B, est observé en
plus grande abondance dans le microbiote des nourrissons agés d'un mois lorsqu'ils ont été

nourris par voie parentérale.

Ne pas avoir eu d’antibiothérapie secondaire chez les grands prématurés de cette cohorte
était associé a un microbiote intestinal majoritairement composé de Clostridium a 1 mois. Ces
enfants avec un microbiote enrichi en Clostridium sont également retrouvés dans le Cluster B.
Ce genre, ainsi qu'Escherichia et Faecalibacterium, est également trouvé en plus grande
abondance chez les enfants ayant eu un transit régulier au cours de la premiére semaine. |l
serait intéressant d'analyser I'évolution des microbiotes entre les deux groupes en fonction du

transit des la premiere semaine, voire dés le méconium, afin de déterminer si la composition
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évolue de maniere distincte entre les deux groupes et si cette différence s'estompe avec le

temps.

Les espéces de Clostridium que nous avons pu isoler des feces d'enfants de la cohorte sont
Clostridium perfringens et Clostridium butyricum. Cette derniere pourrait inhiber certaines
bactéries pathogenes [181]. Ces deux especes sont connues comme productrices de p-crésol
[290,291] que nous retrouvons en abondance plus importante dans le métabolome fécal des
enfants nés a 1 mois de l'entérotype Clostridium. Une quantité importante de p-crésol
modifierait le métabolisme cérébral de la dopamine et exacerberait les troubles neurologiques

chez les souris [292].

De plus, cette bactérie semble avoir un impact sur le métabolisme du tryptophane a travers la
voie des ligands AhR. Il y a une plus forte abondance de ligands AhR dans le microbiote
intestinal des enfants du Cluster B. Certaines especes de Clostridium peuvent cataboliser le
tryptophane en indolelactate [241] retrouvé en plus grande abondance dans les Clusters A et
B. Clostridium et Escherichia peuvent également cataboliser le tryptophane en indoleactetate
[241] retrouvé en plus grande abondance dans le Cluster B. Les ligands AhR contribuent a
I'activation d'IL-22, au contréle des lymphocytes T, a la diminution de la perméabilité intestinale
et au renouvellement épithélial [293,294]. La signalisation AhR joue un réle dans I'axe intestin-
cerveau grace a divers mécanismes, notamment l'activation de I'AhR dans les cellules du
systeme nerveux central par des métabolites microbiens, ainsi que la modulation, médiée par

I'AhR, des cellules immunitaires qui migrent vers le systéme nerveux central [293].

Dans cette cohorte d'enfants grands prématurés nous n‘avons pas pu démontrer un impact
significatif sur '’ASQ a 2 ans des entérotypes composant le Cluster B. Roze et al [28] n'ont pas
pu démontrer d'impact de ces entérotypes sur I’ASQ. Ce cluster est assez hétérogene au niveau

du devenir des enfants grands prématurés de la cohorte.

Nous avons examiné |'impact des variables périnatales sur le microbiote intestinal a I'dge d'un
mois et le microbiote intestinal a cet age semble fournir des indications sur son métabolisme
microbien ainsi que sur le développement neurologique global a I'age de 2 ans. Il est clair que
les modifications du microbiote en début de vie ont des répercussions importantes sur le
développement neurologique de I'enfant. D'autres facteurs non documentés dans les variables

périnatales de la cohorte EPIPAGE2 pourraient également influencer le microbiote et ses
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interactions avec I'hOte et c'est pour cela nous avons cherché a comprendre I'effet de certains
xénobiotiques, auxquels les enfants prématurés pourraient étre exposés, et de Candida
albicans (champignon majoritaire dans le microbiote intestinal des enfants prématurés) sur le
microbiote intestinal. Lors d'un projet de stage de Master 2, nous avons entrepris une étude
ciblée sur plusieurs xénobiotiques, notamment la dompéridone (un antiémétique administré
aux meres pour stimuler la lactation), le bisphénol A (BPA) et le bisphénol S (BPS), ce dernier
étant présent dans le matériel médical en plastique tel que les couveuses et les sondes. Nous
avions constaté la présence de la dompéridone dans les feces de certains enfants prématurés

de notre cohorte.

En utilisant des communautés synthétiques recréant le microbiote intestinal d'un enfant du
Cluster C, nous avons obtenu des résultats préliminaires sur I'impact de ces xénobiotiques sur
le microbiote intestinal. Par exemple, la dompéridone et Candida albicans semblent stabiliser
la quantité totale de bactéries dans ces communautés synthétiques. Paradoxalement, le BPA
n'a pas eu d'effet sur les bactéries de la communauté synthétique, contrairement au BPS qui a
entrainé une augmentation de la quantité bactérienne au fil du temps. Il est a noter que le BPA
est en cours de remplacement dans les produits en plastique en raison de sa toxicité potentielle
par le BPS. Cependant, nos résultats préliminaires indiquent une influence potentiellement plus
importante du BPS que du BPA sur le microbiote intestinal. Des études supplémentaires sont

nécessaires pour parvenir a des conclusions définitives sur cet impact.

Cette étude présente des limites. Nous avons examiné I'impact de ces xénobiotiques a une
seule dose et sur une seule communauté synthétique, ce qui ne représente qu'un seul individu
de la cohorte. Pour obtenir des résultats plus robustes, il serait nécessaire de tester différentes
concentrations de ces xénobiotiques sur différentes communautés synthétiques ou méme
directement sur diverses souches bactériennes isolées a partir des échantillons de feces. De
plus, une étude plus étendue dans le temps serait bénéfique pour évaluer I'évolution des effets
des xénobiotiques. Il serait également intéressant d'explorer la co-culture bactérienne avec
Candida albicans en présence de ces xénobiotiques. Cela pourrait nous fournir des
informations plus précises sur les interactions complexes entre les microorganismes et les

xénobiotiques, ainsi que sur leurs effets combinés sur le microbiote intestinal.
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Il est pertinent de noter que cette thése comporte quelques limitations. La sélection des
échantillons basée sur des variables périnatales pourrait influencer les résultats obtenus.
L'analyse du microbiote d'un seul échantillon a 1 mois de vie ne montre pas I'évolution et la
dynamique du microbiote intestinal des enfants. Pour obtenir une vue plus complete, il serait
intéressant d'étudier cette dynamique au sein de chaque cluster. Cependant, malgré ces
limitations, I'étude a réussi a mettre en évidence des différences métaboliques au sein de
chaque cluster en utilisant des échantillons non invasifs tels que les feces. Les biomarqueurs
potentiels pour le développement neurologique global a I'age de 2 ans pourraient étre
déterminés a partir des échantillons de feces. Une voie intéressante pour approfondir la
compréhension de ces différences métaboliques serait d'examiner I'expression des
transporteurs de la tryptamine et des lipides, par exemple. Cela pourrait aider a confirmer si
une augmentation de leur excrétion dans les feces est due a un manque d'absorption ou a une

production accrue.

Pour la suite de ce projet, il serait important d'étendre |'analyse en isolant davantage de
souches bactériennes a partir des échantillons de feces. Tester les hypothéses relatives au
métabolisme sur des modeles cellulaires d'entérocytes matures (HT29, Caco2...) ou immatures
(CCD 841 CoN) ou sur des modeéles in vivo pourrait permettre de déterminer comment et dans
quelle mesure les différences métaboliques pourraient influencer la maturation du systeme
digestif et, en conséquence, le développement neurologique global. Cette perspective ouvre
la voie a de nouvelles études approfondies qui pourraient aider a élucider les liens entre le
microbiote intestinal en début de vie, le métabolisme bactérien et les résultats neurologiques

a plus long terme et la réponse de I'héte.
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CONCLUSION

L'identification de trois clusters distincts au sein de la sous-cohorte a révélé des profils
microbiens spécifiques associés a chaque groupe. Cela met en lumiére la nécessité de
comprendre les mécanismes sous-jacents a la formation de ces entérotypes et leurs

implications pour la santé des nourrissons prématurés.

Cette étude a mis en évidence plusieurs facteurs de la premiere semaine de vie influencant la
composition et le métabolisme du microbiote intestinal chez les enfants nés grands-
prématurés a I'age de 1 mois ainsi que I'impact sur le neurodéveloppement global. Nous avons
observé une mise en place du dialogue microbiote-héte différente en fonction de chaque
cluster via une méthode non invasive (feces). Les métabolismes microbiens de la carnitine, du
cycle du TCA, du tryptophane, du p-crésol, de I'histidine et des acides biliaires secondaires
different en fonction de la composition du microbiote intestinal est sont associés a des
bactéries/clusters. Le Cluster A, considéré comme le plus mature, présente un métabolisme
bactérien qui semble avoir des effets bénéfiques sur le développement neurologique (Figure
49). En revanche, le Cluster C, représentant le groupe le moins mature, est associé a un
métabolisme bactérien ayant potentiellement des impacts négatifs sur le neurodéveloppement
(Figure 49). Le Cluster B montre une plus grande hétérogénéité dans son métabolisme en
relation avec le neurodéveloppement. De plus, nous avons pu montrer, via I'expression de la
calprotectine, une réponse de I'hote a la composition du microbiote. Cette étude pourrait
permettre de moduler le microbiote intestinal pour optimiser le neurodéveloppement des
enfants nés prématurés. Par exemple, un enfant né par césarienne pourrait étre exposé via la
nutrition, a des souches d'Escherichia ou encore, un microbiote trés pauvre en bactéries a 1
mois pourrait étre supplémenté par des bactéries probiotiques pour permettre une meilleure

maturation de I'immunité physiologique via la calprotectine.

Cependant, il est essentiel de continuer a approfondir ces observations et a clarifier les
mécanismes précis par lesquels les bactéries et leurs métabolites interagissent avec le systeme

nerveux en développement.

Cette étude a également permis de formuler des hypotheses sur les effets potentiels de la
dompéridone, du bisphénol A et S, ainsi que de la co-culture avec Candida albicans sur les

communautés microbiennes synthétiques. Bien que ces résultats préliminaires suggerent des
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interactions complexes entre ces xénobiotiques et les communautés microbiennes, des études
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer et approfondir ces observations. Les
conclusions tirées de ces hypotheses pourraient potentiellement fournir des informations
précieuses sur les effets des expositions environnementales et médicamenteuses sur le

microbiote intestinal des enfants prématurés.
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