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1 Résumé 

La digoxine est un cardiotonique largement employé pour contrôler les symptômes de 

l'insuffisance cardiaque et de la fibrillation auriculaire. Il est connu depuis les années 1980 que 

le métabolite principal de la digoxine, la dihydrodigoxine, est produit exclusivement par le 

microbiome intestinal (métabolisme de premier passage) et plus précisément la bactérie 

Eggerthella lenta. Aux États-Unis, c'est 14% des participants à une étude qui excrétaient 40% 

et plus de la dose sous la forme de ce métabolite rapidement éliminable et ayant perdu son 

affinité pour sa cible. De plus, chaque année, la digoxine est le médicament qui engendre le plus 

d'hospitalisations pour effets secondaires toxiques. Les effets secondaires très problématiques 

de la digoxine sont souvent déclenchés par l'ajout d'antibiotiques (surtout les macrolides) à la 

prescription de digoxine. La théorie explorée ici explique les évènements de toxicité chez les 

patients métabolisateurs. Ces derniers ont une dose quotidienne de maintien de digoxine plus 

élevée pour compenser l'action de la bactérie et, lorsque ces patients reçoivent un antibiotique 

pour une infection non reliée à leur condition cardiaque, l'arrêt du métabolisme par le 

microbiome engendre une augmentation de la biodisponibilité de la digoxine. Si la concentration 

plasmatique du médicament augmente trop, les effets secondaires peuvent aller jusqu'à causer 

la mort. Dans le présent projet, nous avons vérifié la sensibilité de E. lenta à deux antibiotiques 

de la famille des céphalosporines de seconde génération, in vivo et in vitro. Pour les 18 

volontaires qui ont été exposés à 2x500mg de céfprozil durant une semaine, il y a une tendance 

à la baisse de l'abondance de la bactérie d'intérêt (par 58,3% par rapport au niveau initial), mais 

pas de significativité au niveau des tests statistiques. Pour les échantillons complets de 

microbiome fécal, mis en culture avec et sans antibiotiques, il y a une différence statistiquement 

significative avec une valeur-p de 0,0457, alors que la croissance de E. lenta a été impactée 

négativement par l'ajout de céfprozil au milieu de culture. Les résultats valident une prémisse 

importante pour la démonstration du rôle du microbiome dans la pharmacocinétique de la 

digoxine et la gestion clinique du médicament cardiotonique. 

Mots-clés : Microbiome, Eggerthella lenta, Eubacterium lentum, Next-Generation 

Sequencing (NGS), Whole Genome Shotgun (WGS), Bioinformatique, Pharmacologie, 

Pharmacocinétique, Médecine personnalisée, Cardiologie, Insuffisance Cardiaque 
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2 Abstract 

Digoxin is a widely used cardiotonic drug in the management of heart failure and atrial 

fibrillation. It has been known since the early 1980's that the main metabolite of digoxin, 

dihydrodigoxin, is synthesized by the gut microbiome during first pass metabolism and is 

exclusively produced by the bacteria Eggerthella lenta. In a clinical study done in the U.S.A., 

there were 14% of high metabolizers, for whom over 40% of the oral digoxin dose is 

transformed to the inactive metabolite and rapidly eliminated. Digoxin toxicity is the leading 

cause of hospitalization from medication's secondary effects. The toxicity events are often 

associated with the addition of an antibiotic (mostly from the macrolides class) to the patient's 

drugs regiments. The theory explored in this project could help explain the toxicity events in 

metabolizers. These patients have a higher daily digoxin maintenance dose to counteract the 

effects of the microbiome and are then prescribed antibiotics for an infection unrelated to their 

heart condition. The antibiotic alters E. lenta negatively, which cannot metabolize digoxin 

anymore and therefore augments the bioavailability of the cardiotonic. If the plasmatic 

concentration reaches dangerous levels (over 2ng/ml of plasma), the patients face adverse 

effects that include death. In the present project, we evaluated the susceptibility of E. lenta to 

two second generation cephalosporins, in vivo and in vitro.  With the 18 healthy volunteers that 

were exposed to 2x500mg of cefprozil daily for 7 days, we observed a diminution of the 

abundance of the bacteria of interest by 58,3% from the initial levels. This change did not 

however produce statistically significant tests results. For the complete fecal microbiome that 

were cultivated in vitro, with or without cefprozil, the difference between the two conditions 

resulted in a statistically significant p-value of 0.0457, confirming the sensitivity of E. lenta to 

this cephalosporin. These results validate an important premise for the demonstration of the 

importance of the gut microbiome in the pharmacokinetics of digoxin and the clinical 

management of the drug to avoid toxicity events in clinical practice. 

 

Keywords : Microbiome, Eggerthella lenta, Eubacterium lentum, Next-Generation 

Sequencing (NGS), Whole Genome Shotgun (WGS), Bioinformatics, Pharmacology, 

Pharmacokinetics, Personnalised Medecine, Cardiology, Heart Failure 
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10 Introduction 

Avec les progrès exponentiels des technologies de séquençage de nouvelle génération 

(NGS en anglais), il est aujourd'hui possible de caractériser une communauté microbienne mixte 

et y quantifier les espèces bactériennes, fongiques, archébactériennes, protistes et même les 

virus. Le principal avantage que ces technologies offrent aujourd'hui est celui de pouvoir 

identifier toutes ces espèces sans avoir recours à des méthodes de culture, principal outil de 

microbiologie classique. En effet, avant l'essor massif des technologies de séquençage et la 

baisse drastique des coûts de séquençage (prix par base séquencée), il fallait faire proliférer les 

microorganismes échantillonnés in vitro afin de les observer visuellement et/ou caractériser 

leurs capacités métaboliques. Ainsi, la microbiologie classique était fortement limitée, alors que 

certaines publications récentes estiment que 85% à 99% des espèces bactériennes ne peuvent 

pas être cultivées en laboratoire (1). En plus d’estimer la présence de toutes les bactéries 

présentes, même celles inconnues, les technologies NGS permettent de prendre une "photo" de 

ce qui est en train de sa passer à un moment précis dans une communauté de microbiome.  

 

La métagénomique est l'étude génomique des microbiomes, soit l'ensemble des 

microorganismes qui partagent un environnement donné. Elle s'appuie majoritairement sur 2 

technologies, soit le séquençage du gène ribosomique codant pour la sous-unité 16S et la 

technique du Whole Genome Shotgun (WGS). La technique du séquençage 16S est utilisée 

depuis le début des années 1990 (2) et permet de détecter des bactéries sans les cultiver et même 

sans les connaître préalablement. En 2008, une équipe de recherche a séquencé des amplicons 

16S qu’ils ont estimé appartenir à 215 nouvelles espèces bactériennes, dont 15 appartiennent à 

des nouveaux genres théoriques, dans les échantillons de microbiomes humains (3). Toutefois, 

la technique 16S comporte certaines limitations, par exemple le fait que certains organismes 

n'ont pas une région 16S homologue à celle des bactéries, rendant par exemple les virus 

totalement invisibles à cette technique. À l’inverse, la technique de séquençage WGS est basée 

sur le fractionnement aléatoire de tous les génomes échantillonnés et le séquençage de ces 

fragments génomiques. Au lieu d’amplifier seulement un gène comme l’ARNr, tous les 

éléments génomiques des bactéries sont amplifiés, puis séquencés. Le WGS permet de 
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reconstruire les séquences et même de reconstituer les génomes complets de nouveaux 

microorganismes. Nous y reviendrons dans la section revue de littérature. 

 

Les premières campagnes de séquençage métagénomique ont démontré que la majorité 

des bactéries du microbiome intestinal humain sont très peu, voir totalement inconnues. Grâce 

à la culturomique, que certaines qualifient de renaissance de la culture en microbiologie, l’on 

répertorie maintenant 2 671 espèces bactériennes dont 23% ont été cultivées au moins à partir 

d’un échantillon humain (4). Beaucoup des techniques de culture ont été empruntées au domaine 

de l’écologie environnementale (5) et les techniques d’identification bactérienne à haut débit 

avec la spectrométrie de masse (MALDI-TOF) permettent d’identifier les nouvelles espèces 

rapidement (6,7). Malgré ces progrès, il reste clair qu’il y a encore beaucoup de chemin à faire 

pour commencer à bien comprendre l’énorme diversité des microorganismes avec qui nous 

cohabitons au quotidien.  

 

Bref, le développement des nouvelles technologies de séquençage a permis l'émergence 

d'une nouvelle branche de la microbiomique qui est à l'intersection du monde bactérien et de la 

médecine personnalisée (pharmacogénomique) qui a été baptisée pharmacomicrobiomique. 

Cette discipline regroupe plusieurs domaines de la santé, alors que le microbiome peut 

transformer les médicaments ingérés (perte d'efficacité ou métabolites secondaires toxiques qui 

peuvent être prédits) ou encore, le microbiome est la cible des médicaments. Dans ces cas, c'est 

en modifiant le comportement / composition des communautés bactériennes que le médicament 

produit son effet et par exemple, selon plusieurs étude récentes, c'est le cas avec la metformine 

(8–10). Dans le cas du présent projet, nous cherchons à valider un fondement important d'une 

théorie qui tient en compte l'importance d'une bactérie intestinale commune, Eggerthella (E.) 

lenta, dans la pharmacocinétique d'un médicament cardiotonique très largement utilisé, la 

digoxine.  
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La bactérie E. lenta a été identifiée comme responsable de la production du métabolite 

principal de la digoxine depuis le début des années 1980 (11), en réduisant le cardiotonique vers 

sa forme inactive, la dihydrodigoxine. Chez 14% des Américains participant à une étude, c'est 

40% et plus de la dose orale de digoxine qui est transformée et marquée pour l'élimination avant 

même l'entrée en circulation du médicament (12) et les bactéries du groupe coriobactéries sont 

présentes chez 90% des adultes en santé dans le monde (13). Le présent projet cherche à pousser 

les hypothèses pharmacomicrobiomiques plus loin en s'interrogeant sur le rôle du microbiome 

intestinal dans les cas de toxicité à la digoxine observés en clinique suivant l'administration 

d'antibiotiques (surtout ceux de la classe des macrolides).  

 

La digoxine est le médicament qui est responsable pour le plus d'hospitalisations chaque 

année pour ses effets secondaires (14) et quelques raisons expliquent ce constat, dont le fait que 

la digoxine a un index thérapeutique très étroit (récemment révisé à la baisse, de 0,5 ng/ml à 0,9 

ng/ml de plasma (15)). De plus, les effets secondaires du cardiotonique incluent des nausées, 

des tremblements, des troubles de vision et des arythmies pouvant causer la mort. La littérature 

scientifique est d'accord sur l'importance de E. lenta dans la pharmacocinétique de la digoxine, 

surtout lors du métabolisme de premier passage. Dans le présent projet, nous cherchons à vérifier 

si cette bactérie peut avoir un rôle explicatif dans les cas de toxicité qui sont observés en clinique 

suivant l'ajout d'antibiotiques aux prescriptions des patients qui utilisent la digoxine 

quotidiennement pour contrôler leur insuffisance cardiaque ou leur fibrillation auriculaire.  

 

La théorie explorée repose sur les bases théoriques suivantes: Premièrement, les patients 

qui sont des métabolisateurs forts de la digoxine ont une dose de maintien quotidienne ajustée à 

la hausse pour atteindre la concentration plasmatique désirée. Ensuite, un patient sous thérapie 

à la digoxine contracte une infection non reliée à sa condition cardiaque et se voit prescrire des 

antibiotiques. En troisième lieu, l'antibiotique affecte la survie de la bactérie métabolisatrice E. 

lenta dans le microbiome intestinal. Cette perte d'abondance de la bactérie d'intérêt mène à une 

baisse drastique du métabolisme de premier passage de la digoxine, dont la biodisponibilité 

augmente et s'accumule dans le sang jusqu'à des niveaux problématiques.  
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Ainsi, le présent projet vise à démontrer la sensibilité de la bactérie Eggerthella lenta 

face à deux antibiotiques de la famille des céphalosporines de seconde génération, à savoir la 

céfoxitine et le céfprozil. Le projet de bioinformatique présenté s'intéresse à prouver cette 

sensibilité dans deux jeux de données de microbiomes intestinaux exposés à la céfoxitine in 

vivo, in situ dans l'intestin de volontaires sains. Le second jeu de données a été réalisé avec des 

aliquots de microbiome fécal complet mis en culture in vitro et exposés (ou non) au céfprozil.  

 

Le volet réalisé avec les volontaires sains avait été mis en place pour évaluer l'effet du 

céfprozil sur le microbiome intestinal sain et voir comment ce dernier peut récupérer après l'arrêt 

de la prise de l'antibiotique. Après une collecte initiale de matière fécale au jour de l'enrôlement 

dans l'étude, les volontaires ont pris 2x500mg de céfprozil quotidiennement pour 7 jours, puis 

un autre échantillon de microbiome fécal a été recueilli. Un troisième échantillon a aussi été 

récupéré après une période de retour à la normale de 90 jours, mais ce n'est pas l'intérêt principal 

du présent projet. Les antibiotiques de la famille des céphalosporines ont été sélectionnés parce 

qu’ils sont réputés comme faibles perturbateurs du système digestif. Ce choix e été fait pour 

minimiser les effets secondaires pour les participants sains de l’étude clinique.  

 

Les données de séquençage sont de type WGS (Whole Genome Shotgun) réalisés en 

chimie V3 sur la plateforme Illumina et les données brutes au format .fastq contiennent des 

séquences de 101 paires de bases, séquencés en paires complémentaires. Pour quantifier la 

bactérie d'intérêt, nous avons utilisé une technique d'attribution de groupes taxonomiques 

opérationnels (closed-reference OTU picking), c'est-à-dire que nous avons aligné toutes les 

séquences contre une base de données de génomes de microbiome intestinal humain, composée 

de 5 141 génomes rassemblés et curés manuellement. Les lectures de PCR de qualité suffisante 

(91pb/101pb) et qui possèdent un partenaire de séquençage de qualité aussi attribué au même 

génome ont été comptabilisés et ce nombre rapporté sur le nombre total de lectures de PCR 

provenant du même échantillon. Avec les 24 patients échantillonnés à trois points dans le temps 

(total de 72 échantillons au total) et une moyenne de 15 Gb de fichiers fastq (profondeur de 

séquençage relativement élevée), portant le total à 1 Tb de séquences bactériennes.  
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Pour ce qui est des tests de croissance de microbiomes fécaux complets mis en culture 

in vitro, nous avons opté pour moins de profondeur de séquençage, ce qui a allégé les résultats 

de séquençage et leur traitement. Les 24 échantillons collectés au jour initial de collecte et les 

24 échantillons récoltés après une semaine d'exposition (total 48 échantillons) ont été cultivés 

dans 4 conditions, ce qui a fait un total de 192 échantillons (48 x 4). Avec une moyenne de 2,5 

Gb par échantillon séquencé, cela porte le total des données brutes à près de 0.5 Tb. Les quatre 

conditions de culture sont un agencement des deux paramètres suivants: culture aérobie / 

anaérobique et culture avec / sans céfoxitine dans le milieu de culture. Ainsi, pour chaque 

échantillon mis en culture (provenant soit du jour initial de collecte ou du jour 7; soit cultivé 

aérobie / anaérobique, il existe un échantillon cultivé avec céfoxitine et son contrôle négatif 

cultivé sans antibiotique. L'abondance de Eggerthella lenta a été calculée de la même façon que 

pour les échantillons provenant des volontaires sains, décrite au paragraphe précédent. Nous 

avons finalement seulement considéré les échantillons provenant de la première collecte (donc 

non préalablement exposés au cefprozil) et cultivés en condition anaérobique (parce que cela 

réplique mieux le milieu intestinal) pour faire les tests statistiques. 

 



 

 

11 Revue de la littérature scientifique 

11.1 Les microbiotes et les microbiomes 

11.1.1 Le microbiome intestinal  

Le terme microbiome réfère à l’ensemble des gènes de la communauté de 

microorganismes présente dans un environnement, par exemple l’intestin humain; le 

microbiome c’est l’ensemble des génomes. Le terme microbiote réfère à l’ensemble des 

microorganismes (archea, bactéries, microeucaryotes et virus) qui partagent un habitat, par 

exemple l’intestin d’un mammifère. Fonctionnellement, l'ensemble de ces microorganismes 

sera souvent référé à comme 'bactéries', alors que ce dernier groupe est en nombre supérieur par 

deux à trois ordres de magnitude par rapport aux autres cellules de microorganismes (16). Chez 

l’humain, les estimés récents dénombrent environ 3.8x1013 cellules bactériennes (17) soit 

environ 1.3 fois plus de bactéries que les cellules humaines (loin du ratio 10:1 souvent cité). Des 

chercheurs blaguent même sur le fait que ce ratio peut même charger en faveur de cellules 

eucaryotes… après un tour à la salle de bain. Il n'en reste pas moins que le microbiome est 

composé de plus de 3.3 millions de gènes uniques (18), ce qui éclipse les quelques 20 000 gènes 

humains par un facteur d'au moins 150 fois.  

 

Les origines exactes des termes microbiome et microbiote ne sont pas claires et sont 

généralement attribuées, à tort, à une publication de 2001 de Joshua Lederberg, un 

microbiologiste récipiendaire d'un prix Nobel (19). Le terme microbiote était déjà en usage pour 

désigner les microorganismes d'une manière similaire à son usage actuel, alors que le terme 

microbiome désignait les organismes (pas seulement les bactéries) et leur environnement ayant 

des limites raisonnablement claires. Il a longtemps été pensé que les bactéries qui habitent le 

tube digestif (microbiome intestinal) produisent des vitamines et dégradent les molécules trop 

complexes pour l’hôte, sans plus. Il est clair aujourd’hui que le réseau d’interactions entre le 

microbiome et son hôte humain est d’autant plus complexe et plusieurs considèrent maintenant 

le microbiome comme "l’organe oublié" (20,21). Des chercheurs s'intéressent à son implication 
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avec le développement du système immunitaire et les maladies auto-immunes, le diabète de type 

II, la santé intestinale (ex. syndrome du côlon irritable), la santé mentale (ex. la dépression), la 

régulation du comportement et aussi, important à ce projet, les interactions avec les 

médicaments.  

 

Tous les organes qui interagissent avec l'environnement, comme la peau, les oreilles, 

l'utérus, le nez, les poumons et l'intestin possèdent des groupes de bactéries qui y trouvent refuge 

et y vivent, majoritairement d'une manière commensale. Ces environnements ne sont pas 

nécessairement délimités de manière claire et les protocoles d'échantillonnage exploratoires 

recueillent des spécimens pour déterminer, par exemple, la diversité entre des sites comme 

l'avant-bras et l'aisselle. Ces études démontrent que chacun des sites, même si parfois mal défini 

dans l'espace, a des communautés bactériennes qui lui sont propres et il est clair que 

l'environnement où les bactéries sont les plus nombreuses et diversifiées est celui de l'intestin.  

 

11.1.2 Des bactéries jusqu'aux microbiomes  

Il y a de cela 300 ans, un fils d'artisan de paniers hollandais allait révolutionner la 

biologie en y greffant une nouvelle branche, la microbiologie. Armé de divers microscopes de 

sa propre fabrication, Antonie van Leeuwenhoek est le premier à observer les protozoaires, qu'il 

nomme alors 'animalcules' en 1677. La découverte de la vie unicellulaire est tellement 

surprenante à l'époque qu'elle laisse même ses correspondants de la Société royale de Londres 

sceptiques au point de douter de leur existence. Toutefois, la rigueur de la démarche scientifique 

du hollandais confirmera la véracité et l'importance de ses découvertes. Ses microscopes à 

lentille simple, plus puissants que les microscopes composés de l'époque, lui ont permis de 

magnifier le contenu de gouttes d'eau jusqu'à ~500x et tiennent dans la paume de la main. En 

fait, cette figure de magnification de 500x (22) est approximative parce qu'estimée par rapport 

aux observations faites par le hollandais. Du total de 322 microscopes répertoriés à l'époque 

(total estimé à plus de 500 microscopes), il n'en reste plus qu'une dizaine réputés authentiques 

et le plus puissant produit une magnification de 200x (23). Parmi plusieurs groupes de 

microorganismes que Leeuwenhoek répertorie le premier, il observe aussi les bactéries, malgré 



 

8 

leur taille minime. Il faudra attendre quelques 150 ans avant que les microscopes composés 

développés par un professeur de l'université Tulane en Louisiane ne permettent de faire des 

meilleures observations du monde microscopique.  

 

Faisant preuve d'un esprit scientifique remarquable, Leeuwenhoek va observer toute 

sortes de structures naturelles avec une grande rigueur, comme les stries des muscles, les 

spermatozoïdes, les vacuoles des cellules, etc. Il observera même ses propres microbiomes 

oraux et fécaux et son intuition scientifique l'amènera même à comparer les microbiomes fécaux 

de personnes en santé avec ceux de patients atteints de maladies. Toutefois, avec la technologie 

limitée de l'époque, il est difficile de tirer des conclusions élaborées et reproductibles sur ces 

unicellulaires fraichement découverts. Certains des contemporains de Leeuwenhoek spéculent 

que ces 'animalcules' pourraient causer des maladies, mais le Hollandais restera sceptique. 

Plusieurs médecines traditionnelles s'intéressent d'une manière approfondie à l'importance de la 

digestion dans la santé humaine et le microbiome fécal est très certainement le proxy le plus 

accessible pour l'observation de ce qui se passe dans le tube digestif. Bref, avec le savoir 

moderne qui est en train de se développer autour des unicellulaires omniprésents dans notre 

environnement et nos corps, il apparait clair que Leeuwenhoek a eu des intuitions scientifiques 

des plus pertinentes.  

 

Les microscopes développés à Tulane par le professeur chimiste J. Lawrence Smith vers 

1850 (24) ont permis le développement de la bactériologie moderne, une sous-branche de la 

microbiologie, en popularisant des microscopes composés beaucoup plus simples d'utilisation 

que ceux de Leeuwenhoek. La popularisation de la microscopie va permette à la communauté 

scientifique de mettre à la poubelle des théories mal fondées comme celle de la "génération 

spontanée". À cet effet, les travaux de Louis pasteur en France permettent de confirmer la 

"théorie des germes" et de mettre en lumière l'importance de la vie microscopique dans le 

développement de maladies comme la rage. On lui crédite d'ailleurs le premier vaccin 

prophylactique pour prévenir ce virus. Vers le milieu des années 1880, son contemporain 
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germanique Robert Koch pousse encore plus loin l'établissement des microorganismes dans 

l'étiologie des maladies humaines avec ses 4 postulats désormais célèbres. Ils vont ainsi: 

1. Le microorganisme doit être présent en abondance dans tous les organismes 

souffrant de la maladie, mais absent des organismes sains. 

2. Ce microorganisme doit pouvoir être isolé et croître en milieu de culture pure. 

3. Le microorganisme cultivé doit déclencher la même maladie chez un animal de 

laboratoire sensible. 

4. Le microorganisme doit être à nouveau isolé du nouvel organisme hôte rendu 

malade puis identifié comme étant identique à l'agent infectieux original. 

 

Ainsi, Koch isole les unicellulaires suspects dans les prélèvements des patients atteints 

de maladies, les observe au microscope, les isole, les cultive, puis les inocule à des animaux 

pour confirmer leur pouvoir pathogène. Cette approche méticuleuse lui a permis d'identifier hors 

de tout doute les bactéries causales des pathologies de l'anthrax, de la tuberculose et du choléra. 

Ses travaux sur la tuberculose lui valent d'ailleurs un prix nobel en 1905. Toutefois, pour 

chacune des étapes de cette méthode, il existe des agents biologiques pathogènes connus 

aujourd'hui qui vont éluder à la détection. Par exemple par faute d'être cultivable dans des 

conditions standard, comme c'est le cas avec tous les virus et la majorité des bactéries, beaucoup 

d'agents pathogènes pourraient passer inaperçus parce qu'ils ne se multiplieront pas in vitro.  

 

Les progrès accomplis en pathologie humaine grâce aux travaux de Koch sont 

indéniables et leur rigueur a permis d'identifier les agents causaux de nombreuses autres 

maladies. Toutefois, la recherche actuelle sur le microbiome démontre que le portrait n'est pas 

aussi simple. En effet, un des grands fléaux de la médecine moderne ne correspond pas du tout 

au premier postulat de Koch, et la pathologie en question est celle de l'infection par Clostridum 

Difficile. Ce bacille est résistant aux antibiotiques et il cause des diarrhées potentiellement 

mortelles, surtout en tant qu'infection nosocomiale. La raison de sa non-conformité avec le 

premier postulat se trouve dans la nature quasi-ubiquitaire de C. Difficile, alors que la majorité 
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des humains sains sont déjà entrés en contact et seront encore en contact avec la bactérie au 

cours de leur vie et que dans bien des cas, ils seront colonisés à long terme. Une étude récente a 

étudié le rôle des enfants comme réservoirs potentiels de C. Difficile et la prévalence de la 

bactérie est de 45%, avec 13% de porteurs de la souche toxigénique (25) avant même de quitter 

l'hôpital à la naissance. Ainsi la présence de C. Difficile n'est pas synonyme d'une infection par 

C. Difficile. De plus, lorsque l'on consulte les archives de génomes bactériens complètement 

séquencés sur des archives publiques comme "Nucleotide" du NCBI, une très forte proportion 

des noms latins attribués aux espèces bactériennes réfèrent à la maladie qu'elles peuvent causer, 

à l'épidémie durant laquelle elle a été isolé ou le nom du chercheur qui a risqué sa vie en allant 

recueillir des échantillons de l'agent causal de l'épidémie.  

 

Devant cette réalité, plusieurs chercheurs questionnent l'intérêt de concentrer la 

recherche uniquement sur le potentiel pathogène des unicellulaires et de plutôt s'intéresser à 

l'ensemble des microorganismes en présence. Trop souvent, la science a une attitude 

réductionniste qui pousse à classifier les microorganismes en pathogènes ou inintéressants. 

L'attitude est tout à fait justifiable considérant la panoplie de facteurs qui peuvent influencer 

l'aboutissement des recherches avec du matériel biologique. Toutefois, il apparait aujourd'hui 

de plus en plus évident que nous ne pourrons pas comprendre entièrement les bactéries si l'on 

étudie que celles qui sont potentiellement pathogènes et c'est pour cette raison que beaucoup des 

fondements de la recherche sur le microbiome emprunte des termes, des concepts et des 

techniques qui ont d'abord été développés dans le cadre de travaux en écologie des 

communautés. Un autre concept qui fait émergence actuellement est celui de la dysbiose, une 

condition de débalancement des groupes de microorganismes en présence, pour expliquer le 

développement de certaines pathologies. Par exemple des études récentes sur maladies 

inflammatoires chroniques intestinales (MICI ou IBD en anglais) parlent du débalancement des 

groupes microbiens en présence pour expliquer le développement de la maladie, plutôt que de 

tenter d'isoler un seul taxon pathogène (26,27).  
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Heureusement, une multitude de progrès technologiques permettent aujourd'hui d'étudier 

les microorganismes sans avoir à les observer visuellement et sans avoir à les cultiver in vitro, 

les deux premières conditions des postulats de Koch. Par exemple, dès 1975 Anhalt et Fenselau 

ont publié une technique indépendante de culture pour l'identification de bactéries, 

reconnaissant les forts biais et les embûches techniques qui accompagnent inévitablement les 

techniques de culture in vitro. La technique nécessite de lyophiliser les bactéries et de les 

analyser avec la spectrométrie de masse, sans avoir à les cultiver in vitro ou à amplifier leur 

matériel génétique. Leur technique n'a pas connu la popularité qu'on aurait pu prévoir, 

probablement parce qu'elle nécessitait d'isoler une grosse quantité de l'échantillon à identifier et 

qu'elle ne permet pas d'identifier des bactéries préalablement inconnues. Heureusement, les 

progrès des techniques de biologie moléculaire, notamment le clonage par PCR (réaction de 

polymérase en chaine), permettent depuis 20 ans de décoder directement le contenu des génomes 

des bactéries (28,29). L'avènement des techniques de séquençage à haut débit modernes 

permettent maintenant de déterminer virtuellement toutes les séquences de toutes les bactéries 

présentes dans un échantillon, toujours sans avoir à cultiver les microorganismes présents et 

évitant ainsi de biaiser les données obtenues.  

 

11.1.3 Les grands consortiums de recherche  

Le terme microbiome réfère à l’ensemble des gènes de la communauté de 

microorganismes présente dans un environnement donné, par exemple l’intestin humain; le 

microbiome c’est l’ensemble des génomes. Le terme microbiote réfère aux microorganismes 

(archea, bactéries, microeucaryotes et virus) qui partagent un habitat, par exemple l’intestin d’un 

mammifère. Fonctionnellement, ces microorganismes seront référés à comme 'bactéries', alors 

que ce dernier groupe est en nombre supérieur par deux à trois ordres de magnitude aux autres 

cellules de microorganismes (16). Chez l’humain, les estimés récents dénombrent environ 

3.8x1013 cellules bactériennes (17) soit environ 1.3 fois plus de bactéries que les cellules 

humaines (loin du ratio 10:1 souvent cité). Toutefois, il vaut de mentionner que le microbiome 

est composé de plus de 3.3 millions de gènes uniques (18), ce qui éclipse les environ 20 000 

gènes humains par un facteur d'au moins 100 fois.  
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En 2008 aux États-Unis, le Projet microbiote humain (Ou HMP pour Human 

Microbiome Project en anglais) a été lancé par le NIH (National Institute of Health) avec un 

financement de 115 millions $ (US) et le projet a pris fin en 2012. Ayant comme premier objectif 

de séquencer et caractériser les génomes des microbiotes retrouvés dans les différents 

microbiomes d'humains sains, le projet a aussi fait voir le jour à plus de 190 publications dont 

certaines sur les microbiomes liés à des états pathologiques. Les participants de l'étude ont été 

prélevés à différents sites, comme la bouche, la plante des pieds, le postérieur, les aisselles, le 

vagin, l'intérieur du tractus intestinal et, comme illustré sur la Figure 1-a, beaucoup 

d'échantillons de selles. Les données générées par le consortium HMP sont disponibles au 

public, à leur état brut et dans diverses représentations graphiques et autres traitements 

bioinformatiques, comme l'assignation taxonomique. Ils ont ainsi généré plusieurs figures, 

comme la figure Figure 1-b, qui permettent de visualiser efficacement ce qui constitue un 

microbiome normal, par site de prélèvement. Leur interface web interactive nouvellement 

redessinée (https://portal.hmpdacc.org/) offre un accès attrayant vers une panoplie de types de 

données, comme les fastq bruts de plus de 6 363 échantillons de matière fécale, 1 224 provenant 

de la fosse nasale, 4 406 provenant de la muqueuse buccale, etc. pour un total de plus de 30 000 

échantillons disponibles publiquement pour téléchargement. Ils ont aussi inclus une liste de 2 

200 génomes bactériens de référence et plus d'une vingtaine d'outils informatiques ainsi que les 

explications détaillées pour permettre d'analyser les données dans le cadre d'études 

métagénomiques.  

  

 



 

13 

 
Figure 1. A. Échantillons intégrés au HMP, triés par provenance corporelle. B. Groupes majoritaires moyens selon les sites 
corporels de provenance des échantillons.  

 

Ces données permettent de faire des observations intéressantes, par exemple que les 

mêmes espèces peuvent se retrouver à différents sites sur le corps, mais leurs proportions 

respectives qui varient dramatiquement. L'humain offre une grande diversité de niches 

écologiques, comparativement à l'environnement riche en nutriments et chaud de l'intestin, la 

peau de l'avant-bras ressemble à un désert pauvre en eau et en nutriments et exposé aux 

radiations UV. Aussi, les bactéries du genre Lactobacillus (largement utilisées en fermentation 

des aliments, la transformation des produits du lait et pour leur caractère dit probiotique) se 

retrouvent peu dans les selles, alors qu'incapable de s'établir dans le tractus digestif, mais est la 

population très largement majoritaire de la flore vaginale saine. Pour caractériser ces 

différences, une étude de 2016 s'est intéressé à l'hétérogénéité des groupes bactériens au long 

du tube digestif de souris de laboratoire et les groupes dominants changent de manière 

significative entre les différentes parties qui composent le tractus digestif, de la bouche au côlon 

(30). Deux choses ressortent comme très intéressantes par rapport au petit intestin, la première 

est que c'est le seul site de microbiome de mammifère où le groupe microbien dominant est celui 

des mycoplasmataceae, un groupe de bactéries (contrairement à ce que le suffixe du nom 

pourrait suggérer). De plus, ce groupe redevient un groupe très minoritaire du microbiome à 

partir de la transition vers le gros intestin et reste une portion presque négligeable dans les 

échantillons de selles des souris.  
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Figure 1. A. Échantillons intégrés au HMP, triés par provenance corporelle. B. Groupes majoritaires moyens selon les sites 
corporels de provenance des échantillons.  

 

Ces données permettent de faire des observations intéressantes, par exemple que les 

mêmes espèces ou communautés peuvent se retrouver à différents sites sur le corps, mais leurs 

proportions respectives qui varient dramatiquement. L'humain offre une grande diversité de 

niches écologiques, comparativement à l'environnement riche en nutriments et chaud de 

l'intestin, la peau de l'avant-bras ressemble à un désert pauvre en eau et en nutriments et exposé 

aux radiations UV. Aussi, les bactéries du genre Lactobacillus (largement utilisées en 

fermentation des aliments, la transformation des produits du lait et pour leur caractère dit 

probiotique) se retrouvent peu dans les selles, alors qu'incapable de s'établir dans le tractus 

digestif, mais est la population très largement majoritaire de la flore vaginale saine. Pour 

caractériser ces différences, une étude de 2016 s'est intéressé à l'hétérogénéité des groupes 

bactériens au long du tube digestif de souris de laboratoire et les groupes dominants changent 

de manière significative entre les différentes parties qui composent le tractus digestif, de la 

bouche au côlon (26). Deux choses ressortent comme très intéressantes par rapport au petit 

intestin, la première est que c'est le seul site de microbiome de mammifère où le groupe 

microbien dominant est celui des mycoplasmataceae, un groupe de bactéries (contrairement à 

ce que le suffixe du nom pourrait suggérer). De plus, ce groupe redevient un groupe très 

minoritaire du microbiome à partir de la transition vers le gros intestin et reste une portion 

presque négligeable dans les échantillons de selles des souris.  

 
 

A.   B. 
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Figure 2. Hétérogénéité de la composition du microbiome dans le tractus digestif murin. Tiré de (30) 

 

L'étude de l'hétérogénéité de la composition des microbiomes lors du transit intestinal 

signifie aussi que les échantillons de selles ne sont peut-être pas le meilleur proxy pour l'étude 

des phénomènes impliquant le microbiome intestinal, même si cette étude est basée sur des 

souris. Heureusement pour l'avancement de la science du microbiome, des méthodes de 

prélèvements beaucoup moins invasives que les cathéters ont été développées, comme les 

caméras sans fil avalables (31–33) et de ces capsules, un nouveau genre de capsules 

d'échantillonnage permet de recueillir le contenu de l'intestin au lieu désiré (34).  

 

Avec des dates concomitantes et un budget similaire, la Commission Européenne et son 

septième programme-cadre ont permis de créer le MetaHIT, (pour Metagenomic of the Human 

Intestinal Tract) avec une enveloppe budgétaire de 11,4 millions d'euros. Le projet a été lancé 

officiellement en 2008 et a pris fin en 2012, à l'instar de son équivalent américain et comme son 

nom l'indique, le projet MetaHIT concentre ses recherches sur un seul microbiome, celui du 

tube digestif humain. Bien que plusieurs publications se recoupent avec celles du HMP, la 

mission que le consortium s'est donnée est aussi différente, avec comme objectif central d'établir 

des liens entre les gènes du microbiome, en état de santé et en état de pathologie. Cet objectif a 

comme visée principale de caractériser le rôle du microbiome dans l'étiologie de l'IBD et de 

 

12 

 

Figure 2. Hétérogénéité de la composition du microbiome dans le tractus digestif murin. Tiré de (26) 
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signifie aussi que les échantillons de selles ne sont peut-être pas le meilleur proxy pour l'étude 

des phénomènes impliquant le microbiome intestinal, même si cette étude est basée sur des 

souris. Heureusement pour l'avancement de la science du microbiome, des méthodes de 

prélèvements beaucoup moins invasives que les cathéters ont été développées, comme les 

caméras sans fil avalables (27–29) et de ces capsules, un nouveau genre de capsules 

d'échantillonnage permet de recueillir le contenu de l'intestin au lieu désiré (30).  

 

Avec des dates concomitantes et un budget similaire, la Commission Européenne et son 

septième programme-cadre ont permis de créer le MetaHIT, (pour Metagenomic of the Human 

Intestinal Tract) avec une enveloppe budgétaire de 11,4 millions d'euros. Le projet a été lancé 

officiellement en 2008 et a pris fin en 2012, a l'instar de son équivalent américain et comme son 

nom l'indique, le projet MetaHIT concentre ses recherches sur un seul microbiome, celui du 

tube digestif humain. Bien que plusieurs publications se recoupent avec celles du HMP, la 

mission que le consortium s'est donnée est aussi différente, avec comme objectif central d'établir 

des liens entre les gènes du microbiome, en état de santé et en état de pathologie. Cet objectif a 

comme visée principale de caractériser le rôle du microbiome dans l'étiologie de l'IBD et de 
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l'obésité, deux désordres en forte croissance en Europe. Toutefois, contrairement au HMP qui a 

lancé une nouvelle plateforme web à l'automne 2017, le fil de 'nouvelles' du MetaHIT est peuplé 

d'actualités datant de 2011 et 2012 (site non entretenu depuis).  

 

En plus d'une mission articulée autrement à celle de son homologue américain, le 

consortium MetaHIT a aussi pris une approche différente à l'analyse des données générées. En 

effet, alors que le HMP s'est mandaté de catalogue les taxons microbiens présents (au niveau de 

l'espèce et au niveau des phylums), le groupe européen s'est surtout intéressé à l'aspect génétique 

des séquences retrouvées. Avec les méthodes de métagénomique en criblage aléatoire, il est 

possible de reconstituer virtuellement des longs fragments d'ADN et ensuite de soit: 1. les 

classifier en groupes par similitude de séquence et de les attribuer à des espèces et les taxons 

connus; ou encore 2. s'intéresser à leur contenu génétique, c'est-à-dire de prédire les gènes selon 

les séquences fonctionnelles pour les attribuer à des groupes de fonctions métaboliques connues. 

Les deux approches ne sont pas mutuellement exclusives pour une étude métagénomique 

contemporaine et chaque approche offre un point de vue très révélateur sur les données, mais 

sont toutes deux très exigeantes du point de vue du traitement de données. Une chose qui ressort 

en commun entre plusieurs études et cela peu importe la méthode de traitement des données, 

soit que dans toutes les études comparant un microbiome sain à celui dans un état de dysbiose, 

la diversité est négativement affectée que ce soit au niveau des gènes ou au niveau des espèces 

(35–39). La majorité des études récentes évaluent la diversité du microbiome en termes d'indice 

alpha ou d'autre index de diversité écologique évaluant la diversité des espèces ou des familles 

de microorganismes présents.  

 

Il existe plusieurs définitions du terme 'espèce' et celle la plus souvent citée est 

probablement celle de : "des animaux qui peuvent s'accoupler ensemble et produire une 

descendance viable et fertile proviennent de la même espèce". Toutefois, il est facile de voir 

qu'avec les microorganismes, cette définition est très certainement inappropriée, voire même 

inutile. En effet, non seulement les bactéries se reproduisent par clonage en se dupliquant en 

cellules filles identiques, les bactéries peuvent échanger sections de matériel génétique dans un 
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processus appelé le transfert horizontal de gènes (THG). L'exemple classique de THG est celui 

ou les bactéries s'échangent des gènes de résistance aux antibiotiques avec une structure externe 

appelée pilus sexuel, en référence au fait que c'est la façon qu'ont les bactéries de de trouver des 

partenaires pour faire évoluer leur génome. En fait, les bactéries ont même tendance à être 

réceptives à l'ADN étranger, une capacité appelée 'compétence' en clonage moléculaire. En fait 

même plus encore, les bactéries ont tendance à intégrer toutes sortes d'ADN libre qu'elles 

rencontrent dans l'environnement (40,41), à la recherche de gènes qui pourront augmenter leur 

succès évolutif et au risque d'incorporer des phages qui peuvent les parasiter. Et les bactéries ne 

sont pas les seules à accepter des séquences codantes sans nécessairement connaître 

l'aboutissement d'une telle intégration, comme nous verrons dans le prochain chapitre, plusieurs 

études font ressortir la possibilité que les microorganismes aient eu un rôle direct dans 

l'évolution des génomes des animaux et autres pluricellulaires.  

 

Malgré cette impossibilité de définir sans équivoque ce qui constitue une espèce 

bactérienne, plusieurs souches et espèces bactériennes sont répertoriées et ont des noms connus, 

comme la désormais célèbre bactérie intestinale Escherichia Coli, très utilisée en recherche. En 

effet, il n'existe pas un seul génome officiel pour E. Coli et alors que la majorité des souches 

sont bénigne (une ou plusieurs souches présentes chez 19 de 20 volontaires sains (42)), certaines 

comme la E. Coli O157:H7 causent des fortes diarrhées à cause de sa toxine semblable à la 

shigatoxine et peut même engendrer un syndrome hémolytique et urémique permanent.  

 

Bref, comme il n'existe pas un répertoire complet de toutes les espèces microbiennes et 

leurs déclinaisons, une technique statistique de regroupement a été développée pour faire de la 

taxonomie numérique en écologie environnementale. Concept proposé la première fois en 2005, 

l'OTU (ou Unité Taxonomique Opérationnelle en français) est un type de regroupement qui 

remplace fonctionnellement la notion d'espèce (43) et il s'agit généralement du métrique 

communément utilisé pour quantifier la diversité des organismes présents dans un écosystème. 

En écologie des macroorganismes classique, la quantité d'espèces animales présentes et la 

répartition des individus à l'intérieur des groupes (par exemple, dans un écosystème où une seule 
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espèce représente 90% des individus rencontrés, la diversité sera plus basse) permettent de 

calculer un indice de diversité numérique comme l'indice de Shannon ou l'index de Simpson, 

largement utilisés en écologie et dans l'étude des microbiomes. Pour ce qui est des OTU, la 

définition a quelque peu changé depuis la formulation initiale par Blaxter et al. en 2005 et il 

existe aujourd'hui plusieurs programmes d'analyse avec des algorithmes, comme uclust (44), cd-

hit (45) et WGSQuikr (46). Le chercheur détermine un seuil de similarité de séquences 

génétiques, généralement 97% ou 95%, qui sera le seuil minimal pour regrouper des séquences 

en un groupe appelé OTU.   

 

En 2011 dans une publication dans la revue Nature a fait beaucoup réagir, le renommé 

scientifique du microbiome Peer Bork a proposé une façon de réduire la complexité des données 

générées dans les études sur le microbiome en classifiant les participants aux études selon leur 

groupe bactérien majoritaire. Cette proposition est très certainement attirante, alors qu'il est 

difficile d'interpréter les résultats de séquençage de microbiome, minimalement pour la raison 

que chacun a un microbiome unique. L'interprétation des données de séquençage de génomes 

complet est tellement complexe qu'il est courant de voir les comparaisons des patients 

échantillonnés comparés par des graphiques 'd'analyse de composantes principales'. Ce type de 

représentation statistique est utilisé avec les données de hautes dimensions pour les simplifier, 

mais ces graphiques sont presqu'impossibles à interpréter de manière concrète, alors que les 

axes ne représentent pas des valeurs numériques matérielles simples. Bref, le fait d'attribuer un 

échantillon à un groupe permet par exemple de stratifier les analyses et augmente ainsi les 

chances de générer des résultats interprétables, malgré la complexité des données.  

 

Le concept des trois entérotypes a séduit la communauté scientifique et même fait jaser 

les médias conventionnels. Les trois entérotypes proposés initialement sont caractérisés par le 

phylum dominant : bacteroïdes, prevotella et ruminococcus, selon les bactéries qui domine le 

microbiome fécal échantillonné. L'entérotype bactéroïdes est dominant chez les occidentaux 

(47) et est associé à la consommation de gras saturés et de protéines animales, alors que 

l'entérotype prevotella est prévalent ailleurs. Ce dernier est associé à des diètes riches en 
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carbohydrates et en sucres, alors qu'il est aussi plus observé chez les végétariens (48). Pour ce 

qui est de l'entérotype ruminococcus, il est plus rare et, par exemple, l'étude de Gorvitovskaia et 

al. parue en 2016 l'a même regroupé avec l'enterotype bactéroïde, en argumentant que la 

distinction entre les deux groupes n'est pas si clairement définie (47).  

 

Depuis la proposition du concept en 2011, le terme entérotype s'est fait une place dans 

plusieurs publications scientifiques, mais ne fait pas l'unanimité. Les critiques s'articulent 

principalement autour de la robustesse des regroupements des patients en groupes, alors que 

plusieurs chercheurs estiment que la diversité des microbiomes intestinaux observés est un 

gradient des groupes principaux et des groupes associés (49,50). De plus, certains suggèrent 

que, par différents mécanismes associés au TGH, l'habilité des gènes à se propager dans 

l'environnement à partir de multiples sources vers les bacétries communes du tractus digestif 

compliquent et affaiblissent le paradigme entérotype-fonctions métaboliques (51). 

 

Malgré le débat autour de l'utilité et même autour de l'existence des entérotypes, 

plusieurs travaux aussi récents que 2018 l'utilisent dans l'analyse de leurs données, que ce soit 

en écologie (52–54) ou en santé humaine et animale (55–61). Considérant la controverse autour 

du concept d'entérotypes, certains chercheurs discutent aussi du concept d'entérogradients et 

beaucoup se servent des ratios entre les deux groupes qui dominent généralement le microbiome 

fécal, soit le ratio de firmicutes sur les bactéroïdetes. Ainsi, le ratio F/B a été corrélé avec l'indice 

de masse corporelle chez les participants (62,63), ou avec l'activation immunitaire chez les 

souris (64) et que d'autres ont suivi l'évolution des entérotypes inférés grâce à un calcul dérivé 

du ratio F/B (65,66). Il vaut de noter que l'analyse des données de séquençage est tellement 

complexe qu'il est très courant de voir des publications où les patients sont comparés sur des 

représentations graphiques de type "analyse de composante principale", une représentation où 

les axes ne sont pas des variables quantifiables numériquement et sont difficile à interpréter. 

Certaines études s'intéressent à l'établissement d'un microbiome central ('core microbiome' en 

anglais) et de distinguer de ce qui est une composante stable du microbiome versus une 

composante transitoire du microbiome (67–69). 
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11.1.4 La symbiose égoïste 

Il n'existe pas de d'eucaryotes sans procaryotes. Que ce soit le plus simple des 

pluricellulaires, comme des éponges et les cnidaires, tous les animaux ont un microbiome (70–

72) et même les colonies d'algues proto-pluricellulaires comme volvox ont des endosymbiontes 

bactériens (73) (i.e. microbiomes), une réalité que nos yeux macroscopiques ont tendance à nous 

faire oublier alors qu'aucun œil nu n'a la capacité de nous faire plonger seul dans ce monde de 

mystères. L'association est tellement vieille et inévitable que des hydres (cnidaires souvent 

appelées anémones; animaux diploblastiques très simples qui sont la phase de vie sessile des 

méduses) produisent leurs propres neuropeptides pour contrôler le développement des espèces 

bactériennes qui l'assistent dans la digestion de ses aliments (74). Les premiers ancêtres des 

protozoaires retrouvés dans des fossiles ont 3,47 milliards d'années (75) et auraient pu émerger 

aussi tôt que quelques centaines de millions d'années après la solidification du magma de la 

terre. Les eucaryotes attendront un autre 2 milliards d'années pour commencer à émerger et se 

diversifier et les eumétazoaires ('animaux vrais', spécialisation cellulaire complète comme chez 

les vertébrés) (76,77). Bref, malgré le fait que notre point de vue de conscience d'animal 

complexe peut nous amener à concevoir que nous vivons sur la terre des animaux, la biomasse 

des plantes et des animaux combinés est estimée comme équivalente à celle des procaryotes 

(78). Cela veut dire que, collectivement les procaryotes unicellulaires sont aussi massifs que 

tous les troupeaux d'éléphants, d'humains et de bovins combinés à la masse de tous les arbres et 

plantes des forêts boréales et tropicales. Bref, un argumentaire pourrait être entretenu que nous 

vivons encore sur la terre des procaryotes et cela même sans considérer tous les descendants 

encore relativement indépendants qui habitent les cellules eucaryotes, à savoir les mitochondries 

et les plastides photosynthétiques absolument essentiels à toute la vie pluricellulaire sur terre. Il 

n’existe pas d’estimation de la biomasse des plastides et mitochondries, mais il va sans dire que 

la formule « unicellulaire » a prouvé son efficacité, autant par son ubiquité que son nombre. 
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À la lumière de ces observations, certains auteurs ont proposé de percevoir les animaux 

complexes comme étant composés des holobiontes dont le génome collectif de l'eucaryote hôte 

et de ses communautés microbiennes constitue l'hologénome. Ce concept est rapidement devenu 

populaire dans les domaines proches de l'écologie et de la lutte biologique (79–83), alors que le 

concept d'holobionte proposé inclut les cellules de l'hôte métazoaire (animal), les bactéries et 

autres unicellulaires ainsi que les virus. La première proposition du concept en 2008 par Zilber-

Rosenberg et Rosenberg s'appuie sur l'ubiquité du partenariat hôte-microorganisme, de la 

transmissibilité du partenariat et de l'influence du partenariat sur la survie des partis impliqués 

(84) et considère les microbes et l'hôte comme une seule unité intégrée.  

 

Malgré la réalité des interactions décrites par le concept d'holobionte, ce dernier reçoit 

beaucoup de critiques. En effet, alors que certains défenseurs du concept veulent considérer les 

gènes de l'hôte et les gènes du microbiome sur un pied d'égalité, d'autres chercheurs soulignent 

les limitations d'une telle approche. Par exemple, des espèces proches pourraient avoir des 

microbiomes semblables sans les avoir hérités, mais plutôt en les ayant acquis de sources 

environnementales lors d'évènements non reliés. Cela va de pair avec l'absence de fidélité dans 

les relations symbiotiques hôte-microbiome, alors que chacun des partis impliqués interagissent 

avec l'autre seulement pour sa propre survie. De plus, il est très possible que les réactions de 

l'hôte soient régies par les même mécanismes lorsqu'en présence de microorganismes qu'en 

présence de facteurs abiotiques (85–87). Bien que les membres des microbiotes rendent des 

services indéniables et souvent essentiels à leurs hôtes respectifs, la relation n'est pas basée sur 

l'altruisme ou la volonté de participer à un tout plus grand, mais bien comme le font toutes les 

formes de vie sur terre, les microbiotes utilisent les ressources d'une niche écologique pour leur 

survie. 

 

Sans se prononcer davantage de la réalité de l'holobionte comme unité de base de 

l'évolution, il reste clair que les hôtes eucaryotes interagissent avec les passagers de leur 

microbiomes et que ces interactions peuvent influencer le succès évolutif de tous les partis 

impliqués. Les traces de ces interactions complexes sont observables encore aujourd'hui dans le 
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code génétique humain. Par exemple, l'arrivée de bactéries pathogènes a récemment laissé des 

traces dans l'héritage génétique des européens. En effet, récemment plusieurs recherches sont 

faites sur la mutation CCR-5 delta32 parce que cette dernière protège les individus porteurs 

homozygotes contre l'infection au VIH (virus d'immunodéficience humain). Chez les caucasiens 

originaires d'Europe, la mutation hétérozygotes est retrouvée chez 10% de la population, avec 

1% des européens homozygotes au site de variation. Comparativement, la mutation apparue de 

novo il y a 700 ans environ est virtuellement absente chez les populations hors-Europe (88). Le 

fait que la mutation soit aussi répandue aujourd'hui est le fruit d'une pression de sélection sur 

les organismes hôtes (dans ce cas-ci les habitants de l'Europe autour des années 1300) qui a 

sélectionné pour les individus moins susceptibles à un pathogène, fort probablement le bacille 

de la peste noire, Yersinia pestis, qui a ravagé l'Europe autour de cette époque (épidémie majeure 

en 1347) (89,90). 

 

À l'inverse, les organismes supérieurs travaillent aussi à moduler leurs partenaires 

microbiens. Par exemple, le lait maternel humain contient des oligosaccharides qui ne peuvent 

pas être dégradés en constituants simples par le système digestif du nourrisson. La présence de 

ces sucres complexes a longtemps laissé les chercheurs perplexes, alors que le corps de la mère 

doit les synthétiser à grand frais énergétiques et que cette énergie ne peut pas être récupérée par 

la progéniture. La raison de la présence de ces sucres complexes serait en fait reliée au 

microbiome, alors que les bactéries du type Lactobacilles et Bifidobactéries, deux probiotiques 

largement étudiées et reconnues pour leur effet bénéfique sur la santé et le système digestif. La 

présence et composition normale du cocktail d'oligosaccharides du lait maternel est nécessaire 

au bon établissement du microbiome dans les premiers moments de la vie en promouvant les 

bactéries mutualistes et en prévenant la croissance des pathogènes (91–94). C'est donc un 

exemple ou l'organisme hôte s'est adapté au microbiome en intégrant des voies métaboliques 

pour entretenir un partenariat avec des groupes particuliers de microorganismes.  

 

Il est fréquent de voir des conférences scientifiques ou des documents écrits sur le 

système immunitaire où les organes lymphatiques sont tous énumérés à l'exception des plaques 
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de Peyer. Ce qui est d'autant plus étonnant considérant le fait que c'est l'organe lymphoïde qui 

contient le plus de cellules lymphatiques (95), étant un centre où les cellules immunitaires se 

reproduisent en continu. Cela témoigne de l'importance de pouvoir réguler la prolifération 

bactérienne, sans quoi l'hôte est hautement vulnérable aux bactéries opportunistes et pathogènes. 

De plus, le système immunitaire est 'éduqué' par les bactéries du microbiome lors du 

développement, pour que les bactéries commensales soient tolérées, mais que les pathogènes 

soient surveillées de près (96–98). Cette éducation du système immunitaire est aussi importante 

dans l'étiologie des maladies auto-immunes (99,100).  

 

 

11.2 Approches bio-informatique pour l'étude du microbiome 

11.2.1 Types d'études métagénomiques – ADN ribosomique 16S  

Le terme métagénomique inclut toutes les études de microbiome qui ciblent l'ensemble 

des microbiotes présente dans l'environnement étudié, que ce soit dans un échantillon de sol, un 

échantillon d'eau de lac, un frottis de peau, ou dans le cas présent un échantillon de matière 

fécale. Le terme fait référence au fait que l'on ne cherche pas à connaître un seul génome, mais 

un ensemble de génomes, soit ceux de toutes les bactéries, archaebactéries, champignons, 

protozoaire, et souvent aussi les virus. En fait les virus font toujours partie du microbiome, mais 

ils ne sont pas détectables par toutes les méthodes comme nous le verrons.  

 

La méthode la plus répandue et qui a permis la première de générer des jeux de données 

de métagnomique est celle dite 16S, en référence à l'approche de clonage ciblé visant à amplifier 

le gène codant pour la sous-unité 16S du ribosome, un ARN fonctionnel. Cette région est ciblée 

parce qu'elle encode une composante essentielle à la synthèse protéique, donc essentielle à toute 

vie cellulaire et est par conséquent hautement conservée à travers différents groupes 

d'unicellulaires. Ainsi, avec des amorces d'ADN une PCR (Polymerase Chain Reaction, la 

méthode à la base des séquençages, servant à amplifier le matériel génétique) est réalisée pour 
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générer des amplicons qui seront séquencés par la méthode Sanger ou d'autres technologies plus 

récentes de séquençage. Il existe différents critères de similarité pour classifier les espèces 

ensemble et souvent on considère qu'une homologie de séquence de 97% signifie que deux 

séquences appartiennent à la même espèce, ou plus précisément au même OTU (décrits plus 

tôt). Le nombre de copies attribué par les algorithmes informatiques à chaque espèce permet de 

faire une quantification relative de chaque groupe taxonomique par rapport au total, que ce soit 

au niveau de l'espèce, du genre ou de la famille, par rapport au total des espèces présentes. Une 

des analyses standard consiste à produire le rapport des OTU majoritaires (top OTUs table), qui 

informe sur les espèces majoritaires et permet de calculer facilement la diversité alpha ou 

d'autres indices de diversité écologique.  

 

Comme le séquençage 16S a joué un rôle prépondérant dans l'étude métagénomique et 

qu'il continue à le faire, il existe une panoplie de logiciels et de pipelines d'analyses pour traiter 

ces données. Beaucoup de ces logiciels sont sous licences libres et même disponibles sur des 

serveurs faciles d'utilisation comme MG-RAST (101), qui offre même la possibilité de faire le 

téléchargement et le traitement des données sur leurs serveurs. D'autres outils permettent 

d'inférer diverses propriétés du microbiome à partir des data de 16S, comme par exemple le 

logiciel PICRUST (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of 

Unobserved States) qui permet d'établir un profil fonctionnel prédictif des communautés 

microbiennes. L'algorithme d'inférence des fonctions métaboliques a été développé grâce aux 

jeux de données du HMP, le grand consortium de recherche cité plus tôt. Le logiciel a été 

développé par Morgan Langille et son équipe à l'université canadienne de Dalhousie et fait partie 

d'une suite de logiciels globalement appelés 'BioBakery'. Développés pas un réseau de 

collaborateurs, la suite de logiciel comprend le très populaire MetaPhlAn (utilisé pour 

l'assignation taxonomique des WGS, terme défini dans la prochaine section) et l'anecdote veut 

que ce soit la conjointe d'un des chercheurs qui soit à l'origine du thème des pâtisseries (gâteaux, 

tartes et autres) pour les noms donnés aux différents outils informatiques regroupés dans le 

projet BioBakery (ex. ShortBRED, PPANINI, WAAFLE, CCREPE, MicroPITA, etc.). 
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La technique de séquençage 16S est tellement robuste et simple d'exécution qu'elle est 

même utilisée pour faire de la phylogénie et de l'identification d'animaux supérieurs. En effet, 

des chercheurs amplifient des parties de gènes mitochondriaux et, selon la très largement 

acceptée théorie de l'endosymbiose (102–105), les mitochondries dérivent de bactéries du type 

rickettsiaceae qui encore aujourd'hui ont un génome indépendant de celui de la cellule eucaryote 

qui l'héberge. Bien qu'incomplet, ce génome contient encore ses propres gènes ribosomaux et 

ces ARNr sont ceux ciblés, surtout dans les régions 12S et 16S, pour faire l'identification et la 

phylogénie de vertébrés et d'insectes (106–110).  

 

Le choix des amorces peut aussi affecter le résultat du séquençage des gènes 

ribosomiques, alors qu'il a longtemps été nécessaire de considérer quelle section du gène l'on 

souhaitait amplifier. En effet, à l'intérieur du gène il y a à l'intérieur du gène ribosomal des 

régions génétiquement stables, entrecoupées de régions hypervariables. Ces dernières ont été 

étiquetées de V1 à V9 et plusieurs publications, dont certaines récentes, parlent de l'importance 

du choix des amorces (111) pour optimiser les régions variables à séquencer (ex. cibler la région 

V4-V6) pour choisir des amorces dites universelles (112) et optimiser la sensibilité de l'analyse. 

Le gène ARNr 16S est encodé dans une région d'un peu plus de 1 500 nucléotides et 

contrairement à ce que suggère la publication de 2016 tout juste citée, d'autres chercheurs 

présentent des amorces (Bac8f et UN1541r) qui amplifient l'entièreté de la région (113). Mais 

la majorité des technologies de séquençage de seconde génération ne produisent que des lectures 

de 200 pb +/- 50 et le séquençage de 1500 pb reste un défi de taille. Ces considérations 

techniques relatives à l'utilisation de la PCR et du traitement des données sont donc à la 

discrétion des expérimentateurs. Toutefois, il existe quelques limitations intrinsèques à la 

technique du séquençage des ARN ribosomaux 16S. Dans un premier temps, comme les virus 

détournent la machinerie de synthèse protéique des cellules qu'ils envahissent, ils ne possèdent 

pas d'ARNr et passent donc sous les radars de la détection par les méthodes d'amplicons 16S. Il 

existe des sources de biais pour lesquels il existe des outils informatiques pour les contrer, 

comme le fait que le nombre de copies du gène 16S varie selon les espèces, alors la corrélation 

nombre de copies 16S comparé au nombre de génomes de l'espèce n'est pas 1:1 et il est important 

d'ajuster les calculs d'abondance relative en conséquence (114–117). L'outil CopyRighter a été 
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développé à cet usage (117). Par contre, une autre source de biais qui n'est prise en compte est 

la distance entre les gènes 16S et l'origine de réplication des bactéries quantifiées, alors qu'un 

gène 16S à proximité du site d'initiation du dédoublement du génome bactérien sera logiquement 

sur-représenté par rapport à son vrai nombre de copies. L’établissement de bases de données 

complètes pour contrôler pour ces billets est, à toutes fins pratiques, impossibles avec les 

technologies actuelles.  

 

11.2.2 Types d'études métagénomiques – WGS  

La technique du séquençage 16S a longtemps été la seule option pour faire de la 

métagénomique et a permis de caractériser un grand nombre d'écosystèmes de diverses origines. 

Depuis le développement à grande échelle des technologies de séquençage à haut débit, celles 

dites de seconde ou de nouvelle génération, une autre méthode a changé le monde de la 

métagénomique, c'est le Whole Genome Sequencing (ou Shotgun), WGS. Dans cette technique, 

l'ADN du microbiome est extrait et amplifié dans sa totalité, contrairement à l'approche ciblée 

de la technique 16S. Le terme Shotgun (lit. fusil à pompe, projectile chevrotine) réfère à la 

fragmentation aléatoire de tous les génomes bactériens présents et la génération d'amplicons de 

manière non ciblée. Ces amplicons amplifiés par PCR proviennent de tous les génomes présents, 

dans leur entièreté et sans région particulière de départ ou de fin. Une génération non-aléatoire 

des fragments (par exemple en utilisant des enzymes de restriction spécifiques) induirait un fort 

biais et n'est pas souhaitable. La fragmentation est donc réalisée par des méthodes de 

cisaillement mécaniques comme la sonication ou par force hydrodynamique (et parfois des 

enzymes de restriction non spécifiques). Il est courant de chercher à générer des amplicons de 

quelques centaines de paires de bases, par exemple une campagne canadienne de séquençage 

WGS de Mycobacterium tuberculosis a préparé sa librairie avec des fragments de taille moyenne 

de 800 bp (600 bp à 1000 bp) (118) dans une publication comparant les techniques de 

préparation de librairies. 
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Figure 3. Schématisation de la technique de séquençage de Whole Genome Shotgun (WGS) et de l’assemblage des séquences 
(119) 

 

L'avantage principal de la technique de WGS est qu'elle permet informatiquement de 

reconstituer des longs fragments. Ces longs fragments assemblés correspondent souvent à des 

génomes presqu’entiers et donc des voies métaboliques et gènes de résistance retrouvés dans 

chaque espèce. Les petits fragments générés dans la librairie sont séquencés par des techniques 

à haut débit sur des puces à ADN, à partir des extrémités des amplicons. La taille des fragments 

générés dans la librairie dépend de la technique et des paramètres choisis pour le cisaillement 

aléatoire des génomes bactériens. A majorité des plateformes de séquençage lisent chacun des 

deux bouts des fragments générés, c'est la technique en extrémités-couplées (en anglais 'paired-

end') de séquençage, c'est-à-dire que les amplicons sont couplés à des adaptateurs (séquences 

d'ADN artificielles avec des séquences connues) qui permettent de les fixer sur la puce de 

séquençage. Les deux extrémités seront lues en étapes successives par l'automate de séquençage 

et les séquences nucléotidiques seront associées à des pointages de qualité, pour chaque base 

séquencée, dans un fichier brut de type fastq. Ces fichiers bruts sont des fichiers en texte brut à 

formatage minimal qui font généralement 2,5 GB par microbiome séquencé et qui peuvent être 

séquencés beaucoup plus en profondeur et, par exemple dans le jeu de données du présent projet, 

jusqu'à 15 GB en moyenne par échantillon.  
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Figure 3. Schématisation de la technique de séquençage de Whole Genome Shotgun (WGS) et de l’assemblage des séquences 
(115) 

 

L'avantage principal de la technique de WGS est qu'elle permet informatiquement de 

reconstituer des longs fragments. Ces longs fragments assemblés correspondent souvent à des 

génomes presqu’entiers et donc des voies métaboliques et gènes de résistance retrouvés dans 

chaque espèce. Les petits fragments générés dans la librairie sont séquencés par des techniques 

à haut débit sur des puces à ADN, à partir des extrémités des amplicons. La taille des fragments 

générés dans la librairie dépend de la technique et des paramètres choisis pour le cisaillement 

aléatoire des génomes bactériens. A majorité des plateformes de séquençage lisent chacun des 

deux bouts des fragments générés, c'est la technique en extrémités-couplées (en anglais 'paired-

end') de séquençage, c'est-à-dire que les amplicons sont couplés à des adaptateurs (séquences 

d'ADN artificielles avec des séquences connues) qui permettent de les fixer sur la puce de 

séquençage. Les deux extrémités seront lues en étapes successives par l'automate de séquençage 

et les séquences nucléotidiques seront associées à des pointages de qualité, pour chaque base 

séquencée, dans un fichier brut de type fastq. Ces fichiers bruts sont des fichiers en texte brut à 

formatage minimal qui font généralement 2,5 GB par microbiome séquencé et qui peuvent être 

séquencés beaucoup plus en profondeur et, par exemple dans le jeu de données du présent projet, 

jusqu'à 15 GB en moyenne par échantillon.  
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Par rapport à la technique du séquençage ciblé du 16S, la technique de WGS est plus 

dispendieuse à réaliser à cause du coût des réactifs et des automates impliqués. De plus, la 

gestion des données nécessite des infrastructures informatiques avancées, comme des grappes 

de calcul et des 'super-ordinateurs', alors que chaque étape de traitement des données génère 

aussi des fichiers de grande taille qui atteignent rapidement plusieurs terabytes (TB) de fichiers 

numériques. Malgré cela, le WGS est une technique très intéressante qui gagne de plus en plus 

en popularité. Une des raisons est qu'en plus de donner de l'information encore plus précise sur 

la souche bactérienne observée, elle permet aussi d'établir un portrait fonctionnel du 

microbiome. En d'autres termes, en plus de savoir qui est retrouvé dans l'échantillon, le WGS 

permet de savoir ce qu'elles sont en train de faire. Par exemple, en plus de déterminer qu'une 

bactérie de l'espèce Escherichia coli, le WGS permet de déterminer son statut de résistance aux 

antibiotiques dans un seul test (120) dans un contexte clinique.  

 

Les études WGS permettent donc de déterminer l'abondance relative des différentes 

espèce bactériennes retrouvées dans un échantillon et l'obtention des séquences relativement 

complètes permet de déterminer quels gènes elles contiennent et donc quelles voies 

métaboliques elles peuvent encoder. Les études de métatranscriptomique poussent l'analyse 

fonctionnelle plus loin en utilisant les techniques de RNAseq (séquençage d'ARN) pour 

déterminer quels gènes sont activement transcrits. La majorité des RNAseq, qui à l'instar des 

WGS, sélectionnent aléatoirement les séquences nucléotidiques à amplifier et séquencer, se 

retrouvent avec de très hautes proportions d'ARNr, qui sont des ARN fonctionnels essentiels à 

la synthèse protéique. En fait, c'est généralement 90% des ARN ainsi isolés qui sont des ARNr, 

ce qui rend l'analyse des transcrits peu abondants plus difficile. Des techniques d'enrichissement 

permettent de sélectionner pour les ARNm, messagers précurseurs des protéines ou encore pour 

les petits ARN interférant impliqués dans la régulation de l'expression génétique.  

 

La métatranscriptomique permet d'établir le niveau d'activité des gènes présents et de 

dresser un profil fonctionnel plus complet que les WGS. Toutefois, tous les biologistes 

moléculaires vous le diront, l'ARN est une molécule beaucoup moins stable que l’ADN et donc 
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beaucoup plus susceptible aux biais induits par la préparation des échantillons. Les trousses de 

réactifs offertes par les compagnies de biotechnologies redoublent d'ingéniosité pour 

circonvenir à ce problème inhérent aux études d'ARN et des études démontrent la robustesse 

des méthodes de travail. Autrement, une étude a aussi comparé les résultats de WGS et de 

métatranscriptomique pour trouver que la majorité des génomes bactériens sont transcrits à des 

taux similaires et relativement fixes chez des communautés bactériennes bien adaptées à leur 

environnement (121). Cela veut aussi dire que l'abondance du gène retrouvé sous forme d’ADN 

est un bon indicateur du niveau d'activité des voies métaboliques qui y sont reliées, ou dans 

d'autres termes, il est possible de déterminer sous conditions normales, les voies métaboliques 

fonctionnelles actives en utilisant les données des campagnes de collecte de données WGS. La 

métatranscriptomique demeure un instrument puissant pour observer les réactions rapides des 

microbiotes à des conditions environnementales changeantes.  

 

11.2.3 Bases de données publiques 

Généralement, après avoir assemblé des séquences génomiques à partir des amplicons 

de WGS ou après avoir regroupé les gènes 16S en OTU, l'étape suivante consiste en l'attribution 

de ces séquences à des groupes taxonomiques connus. Il existe plusieurs bases de données qui 

répertorient les bactéries connues avec les annotations fonctionnelles et les informations 

phylogénétiques. Il existe des bases de données spécialisées pour les génomes complets 

assemblés, pour les données de WGS brutes ainsi que pour les séquences d'ADN ribosomal 16S 

attribuées à des espèces bactériennes connues.  

 

Pour les jeux de données de séquençage ciblé 16S, il existe de nombreux outils 

informatiques permettant de faire la classification des groupes taxonomiques de façon 

automatisée avec des interfaces graphiques pour usagers. Les interfaces graphiques permettent 

aux usagers peu expérimentés de lancer les analyses bioinformatiques par des clics de souris et 

plusieurs groupes de recherche offrent même des plateformes en ligne, qui offrent la possibilité 

de téléverser les données expérimentales vers leurs serveurs (122). Les analyses sont réalisées 

et les résultats interprétables pour les humains sont retournés, sous la forme d'arbres 
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phylogénétiques, profils d'abondance, analyses de composantes principales (PCA, PCoA, 

MDA…), analyses de diversité alpha et beta, etc. Les algorithmes implémentés dans les suites 

logicielles sont des sujets de recherche actuelle, alors qu'il existe une multitude de façon de 

comparer les séquences, comme les algorithmes 'classiques' de classification phylogénétique qui 

comparent les séquences génétiques par ces principes comme l'horloge moléculaire (123), la 

vraisemblance maximale (124–126), l'élagage et regreffe de sous-arbre (127), etc. Ces 

techniques de classification de séquences ne sont toutefois pas implémentées spécifiquement 

pour la comparaison de séquences de 16S, alors que d'autres programmes comme '16S classifier' 

tient en compte les régions hypervariables décrites plus tôt (128), ou encore un Modèles de 

Markov Caché (anglais: HMM), qui se base sur les probabilités de transition d'état pour 

regrouper les séquences 16S (129).  

 

Donc, les outils informatiques offerts peuvent surtout, soit regrouper les séquences en 

arborescences de voisins les plus probables (phylogénie moléculaire) et/ou les attribuer à des 

taxons microbiens connus. Pour ce qui est de la phylogénétique, la comparaison de séquences 

peut se faire relativement facilement et ne requiert que les résultats de séquençage et un 

algorithme de classification. Pour ce qui est de l'attribution taxonomique, toutes les suites de 

logiciel doivent utiliser une base de données pour attribuer les séquences à des espèces ou taxons 

plus larges. Beaucoup de ces outils le font sans effort pour l'utilisateur, avec une base de données 

intégrée dans la suite de logiciels et l'attribution est ainsi faite automatiquement. D'autres 

utilisateurs peuvent préférer de télécharger une base de données seule et de faire l'étape 

d'attribution taxonomique 'manuellement' comme étape dans leur flot de travail informatique. 

Ainsi, il existe plusieurs bases de données disponibles en ligne et entretenues par des groupes 

de recherche un peu partout dans le monde, comme la populaire Greengenes database (130), la 

Ribosomal Database Project (RDP ou la Base de Données Ribosomale) (131) et SILVA (132). 

Chacune de ces bases de données contiennent des séquences ribosomiques annotées selon leur 

microorganisme d'origine et sont offertes en conjonction avec des outils bioinformatiques pour 

les différentes étapes du processus d'analyse de données 16S. 
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Un autre outil intéressant de bioinformatique est la plateforme Qiime (pour Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology) et est plus un lieu d’échange qu’un logiciel d’analyse à 

proprement parler. Cet outil implémente d’une manière standardisée plusieurs logiciels 

populaires (comme dada2, deblur, vsearch, MAFFT, Emperor - PCoA, PICRUST, etc.) et 

simplifie donc considérablement leur utilisation, surtout dans un contexte de pipeline, qui 

nécessite une succession (souvent très longue) de logiciels de diverses origines. Les visées des 

développeurs consistent en l’utilisation simplifiée de logiciels en sources libres dans une 

plateforme extensible (capable d’intégrer des nouveaux outils) par les efforts de la communauté 

d’utilisateurs et de développeurs. La plateforme assure aussi la traçabilité des procédures 

informatiques (les étapes exécutées) pour augmenter la reproductibilité des résultats et fournit 

les sources des logiciels utilisés (pour donner le crédit aux auteurs). La majorité des outils et 

pipelines sont axés vers le séquençage d’amplicon 16S et certains plugiciels (plugins) sont en 

développement pour les jeux de données WGS.  

 

Les plugiciels de Qiime n’utilisent pas les OTU décrits plus tôt dans le chapitre, mais 

plutôt les ASV (Amplicon Sequence Variants or Exact Sequence Variant). Au lieu de faire des 

groupes basés sur une similitude de séquence de 95% ou 97% comme les OTU, les algorithmes 

d’ASV (exemple dada2 ou deblur) comptabilisent seulement des séquences identiques et 

enlèvent les séquences retrouvées en trop petits nombres dans une étape appelée le 'denoising' 

(généralement l’étapes la plus exigeante informatiquement de tout le pipeline). Les séquences 

peu abondantes sont considérées comme des erreurs de séquençage et exclues des analyses. 

Plusieurs publications récentes rapportent une meilleure efficacité des ASV par rapport aux 

OTU (129–132). Dans des étapes ultérieures du pipeline principal, d’autres plugins de Qiime 

permettent d’attribuer les ASV a des groupes taxonomiques connus (souvent avec une précision 

jusqu’à l’espèce) et de générer une table d’abondance des groupes taxonomiques avec une 

grande précision (et les ASV attribués au même taxon sont regroupées à cette étape). Toutefois, 

les analyses de diversité (alpha et beta) et les analyses multivariées (PCoA) sont réalisées sur 

les tables d’abondance des ASV. 
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Pour ce qui est des jeux de données de séquençage aléatoire en profondeur (WGS), il 

existe deux directions générales de traitement des données. En effet, on peut soit assembler les 

plus longues séquences possibles pour reconstituer les versions les plus complètes des génomes 

bactériens séquencés, dans une approche dite d'assemblage de novo ou encore comparer les 

séquences retrouvées à des génomes bactériens complets et connus dans une approche dite 

d'assignation des OTUs en référence fermée (en anglais, closed-reference OTU picking).  

 

La technique d'assemblage de novo possède l'avantage de permettre de découvrir des 

nouvelles espèces microbiennes et virales jusqu'à lors inconnues, mais se trouve à être très 

exigeante au niveau informatique. La technique requiert de comparer les séquences 

(généralement assez courtes, souvent une centaine de paires de bases environ) pour retrouver 

les enjambements les plus probables entre leurs extrémités. L'algorithme d'assemblage construit 

alors un réseau d'interactions des séquences brutes sous la forme d'un graphique De Bruijn et 

les séquences reconstituent ainsi des portions larges d'information génomique. Les fragments 

ainsi assemblés virtuellement à partir de leur régions contiguës sont appelés des contigs (en 

anglais et en français) et la qualité de l'assemblage est souvent jugée supérieure si les contigs 

sont d'une longueur importante. Un métrique très utilisé à cette fin est celui du N50, qui est une 

médiane pondérée (l’algorithme accorde légèrement plus de poids aux longs contigs), selon le 

calcul que 50% des contigs sont plus grands ou égaux à cette valeur. Plus le N50 est élevé, plus 

les contigs assemblés sont longs, ce qui est généralement un signe de qualité pour le jeu de 

données, ou minimalement d’une profondeur de séquençage suffisante pour avoir une 

couverture élevée. Toutefois, il est difficile de comparer les jeux de données entre eux parce que 

la taille de l'assemblage doit être égal pour que la comparaison tienne.  

 

Donc, l'algorithme d'assemblage de novo reconstruit les plus longues séquences 

possibles à partir des chromosomes bactériens provenant de l'échantillon de microbiome. Avec 

une très grande profondeur de séquençage, l'on pourrait dire que les longs contigs sont des 

génomes bactériens, mais il reste toujours une incertitude et il est prudent de ne pas faire ce lien 

1 pour 1. Le terme "profondeur de séquençage" réfère à la quantité de fragments qui, une fois 
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superposés à la référence, s'entrecoupent pour produire plusieurs lectures chevauchant la même 

région, confirmant les bases séquencées. Concrètement, une plus grande profondeur de 

séquençage est obtenue en générant une librairie de séquençage plus large et en séquençant plus 

de fragments pour le même échantillon.  

 

Sachant qu'il est fréquent que les données générées par les campagnes de WGS 

contiennent plusieurs dizaines de millions de fragments par échantillon de microbiome, il n'est 

pas surprenant que l'assemblage de novo soit très demandant au niveau informatique. Les 

séquences d'ADN ainsi reconstituées peuvent ensuite être analysées pour y détecter les 

séquences codantes et ainsi prédire les fonctions métaboliques que les bactéries du microbiome 

échantillonné. Il existe plusieurs projets qui entretiennent des bases de données, comme le HMP 

(décrit plus tôt) qui offre plusieurs jeux de données de WGS, le IMG de JGI (pour, en anglais 

'Integrated Microbial Genomes and Microbiomes' du projet 'Joint Genome Institute') et le 

HPMC (traduit, Communautés Pan-Microbiennes Humaines). Leur mission est de favoriser 

l'échange de jeux de données et l'annotation des génomes et gènes associés. Pour la génétique 

humaine, il existe une base de données qui est la référence 'en or' pour l'annotation fonctionnelle 

et l'établissement des voies métaboliques actives qui se nomme KEGG (en anglais Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes). Le projet IMG et le projet HPMC ont constitué et 

entretiennent des collections de génomes microbiens, mais il n'existe pas l'équivalent pour 

l'annotation fonctionnelle. L'annotation fonctionnelle des génomes bactériens donc est réalisée 

avec la base de données de KEGG, qui contient les gènes et voies métaboliques eucaryotes.  

 

Indépendamment des difficultés relatives à l'étude de l'ARN dans les systèmes 

biologiques, l'application de ces stratégies à l'étude du microbiome amène des nouvelles 

considérations, comme le fait que les bactéries produisent des ARNm (ARN messagers, codant 

pour les protéines) qui ne contiennent pas de queue poly-A, contrairement à ceux des cellules 

eucaryotes. Cette différence oblige à adapter la méthodologie de travail en laboratoire, alors que 

beaucoup de plateformes de séquençage d'ARNm utilisent cette propriété des ARNm eucaryotes 

pour amorcer le séquençage. L'analyse des données de métatranscriptomique apporte aussi 
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plusieurs autres considérations, par exemple, il n'y a pas encore de flot de travail standardisé 

pour ce type d'expériences à cause des spécifications techniques de chaque protocole de 

séquençage de RNAseq (133). Ainsi, beaucoup des outils proposés ne sont pas des plateformes 

intégrées avec une interface graphique pour l'utilisateur, mais plutôt des suites de programmes 

dont il faut ajuster manuellement les étapes pour assurer un déroulement sans heurt du flot de 

travail. De plus, un outil d'analyse de données de métatranscriptomique doit non seulement 

inclure les sous-programmes nécessaires au traitement des données issues de différents 

protocoles, mais aussi être efficace au niveau de la gestion de la mémoire informatique et du 

temps d'exécution. Il est fréquent de voir des sections de code qui nécessitent plus de 24 heures 

à 48 heures d’exécution ininterrompue.  

 

En 2016, deux logiciels ont été lancés pour permettre aux utilisateurs moins 

expérimentés en bioinformatique d'analyser leur données de métatranscriptomique, soit 

MetaTrans (133) et SAMSA (134), qui permettent de traduire les données brutes de séquençage 

en sommaires numériques et graphiques interprétables. Toutefois, ces suites de logiciel 

nécessitent des ordinateurs puissants et une configuration informatique particulière. D'autres 

projets comme COMAN (135) offre une interface web qui permet de téléverser les données 

d'expérimentations vers leur serveur dédié qui est capable de conduire les analyses grâce à une 

base de donnée et des algorithmes développés sur place. Les résultats des analyses peuvent 

ensuite, sans trop d'efforts, être récupérées par l'utilisateur.  

 

11.3  Pharmacomicrobiomique 

11.3.1 Le microbiome comme effecteur pharmacologique 

Il est reconnu depuis un certain temps que les fibres alimentaires réduisent le taux de 

cholestérol sanguin et le risque de maladies cardiovasculaires (15,136–144), réduisent 

l'absorption des métaux lourds ingérés (145–147) ainsi que le risque de maladies infectieuses 

(148,149). Toutefois, au-delà des corrélations très claires, les mécanismes derrière les 

améliorations de santé observées en présence de fibres alimentaires restent nébuleux et plusieurs 
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théories ont été proposées au fil des années. Une étude récente met en lumière le mécanisme par 

lequel certaines bactéries protègent l’hôte contre les pathogènes en créant la couche de mucus 

dans un mécanisme dépendant des fibres alimentaires (150). Le maintien de l’intégrité de ce 

revêtement est garant de santé, agissant comme la première ligne de défense du tube digestif. 

Ce serait par cette interaction que la bactérie Akkermansia muciniphila est bénéfique pour la 

santé de l'hôte humain. Cette dernière est aussi clairement corrélée avec un état de santé 

supérieur, mais cette interaction ne semble pas passer par des métabolites ou autre voies 

classiques bien connues.  

 

 

Figure 4. Le rôle de Akkermansia Mucinphilia dans le maintien de l'intégrité de la barrière de mucus intestinale. Tiré de (151). 

 

Le médicament antidiabétique metformine regagne en popularité depuis quelques années 

pour son action diminuant le glucose sanguin et ses effets secondaires presque inexistants 

permettant de l'utiliser en prévention du déclenchement du diabète. Il est aujourd'hui le 

médicament le plus couramment prescrit pour prévenir le diabète de type 2. Des études ont 

démontré les effets de la metformine sur les effecteurs classiques de la régulation du glucose, 
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comme l'AMPK, mais les liens ne sont pas établis hors de tout doute (152,153). D'autres 

chercheurs pensent plutôt que l'action du médicament s'opère dans l'intestin et non pas dans la 

circulation (10,154,155). Un microbiome modifié qui métabolise les aliments différemment 

pourrait en effet bien expliquer l'absorption réduite du glucose au niveau de l'intestin. Il faut 

toujours garder en tête de s'assurer que ces associations ne sont pas que corrélatives, mais bien 

causales. Dans tous les cas, plusieurs études démontrent une efficacité de traitement associée à 

une modification de la composition du microbiome (9,156,157) et d'autres suggèrent même de 

combiner la metformine à des modulateurs connus du microbiome pour augmenter l'efficacité 

de la thérapie hypoglycémiante (8). Les changements de microbiome sont généralement 

associés à une modulation à la hausse de la population de Akkermansia Mucinphilia (158,159), 

la bactérie associée à la couche de mucus citée plus tôt. Dans ces articles, on retrouve aussi 

quelques indices du rôle probable du microbiome dans le mécanisme d'action de la metformine, 

comme le fait que le médicament est moins efficace lorsqu'administré en intraveineuse que per 

os.  

 

Dans le cas de pathologies cutanées atypiques comme l'eczéma et le psoriasis, le 

microbiome observé par métagénomique est différent de celui d'une peau normale. Cela permet 

aujourd'hui de mieux caractériser l'étiologie de ces maladies encore mal comprises et ainsi de 

permettre un meilleur diagnostique basé non seulement sur les symptômes, mais aussi sur les 

populations bactériennes qui peuvent être en cause. De plus, une meilleure compréhension du 

microbiome et de ses implications permettra sans doute de développer des nouvelles stratégies 

de traitement, comme d'utiliser des probiotiques (bactéries commensales actives), qui pourraient 

rétablir l'équilibre et la diversité associée à un microbiome sain. Dans l'avenue de la médecine 

personnalisée, une équipe a publié un article où ils poussent le pouvoir pronostic des tests 

métagénomiques pour assister dans le choix de médicament à prescrire (160).  

 

11.3.2 Interactions avec les xénobiotiques (mécanismes directs et indirects) 

Les médicaments administrés per os (P.O. i.e. par voie orale) sont sujets à plusieurs 

étapes de transformation avant d'accéder à la circulation sanguine systémique, à savoir les 
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processus du métabolisme de premier passage. En pharmacologie, beaucoup de l'attention est 

portée sur les effets métaboliques des enzymes endogènes présentes surtout dans le foie (ex. 

CYP2D6, CYP2C19, UGT1A1, etc.), avec les polymorphismes génétiques des différentes 

enzymes déjà bien étudiés pour leurs effets sur la pharmacocinétique des médicaments. Les 

effets de métabolisme de premier passage des cytochromes associés à la paroi intestinale 

(surtout le CYP3A4) sont aussi reconnus. Depuis quelques années, de plus en plus de chercheurs 

s'intéressent à la branche naissante de la pharmacomicrobiomique, soit l'effet des enzymes 

produites par les microbiotes sur le devenir des médicaments ou la pharmacologie du 

microbiome.  

 

En plus de l'effet du microbiome sur les médicaments lors du métabolisme de premier 

passage, plusieurs médicaments sont conjugués à la bile (qui permet l'émulsion des gras 

alimentaires à l'entrée du duodénum) et sont retournés dans le système digestif par la vésicule 

biliaire. Ainsi, même en utilisant la voie intraveineuse, il est possible que les médicaments soient 

exposés à l'activité métabolique complexe du microbiome intestinal (161,162). Aussi, dans le 

cas du métabolisme de premier passage, ce sont les produits enzymatiques du microbiome 

intestinal qui agissent sur les médicaments administrés per os, mais il n'est pas déraisonnable de 

concevoir que les médicaments en application topique sont aussi transformés par des bactéries 

du microbiome de la peau ou du vagin par exemple, ou encore qu'un traitement soit efficace en 

modifiant le microbiome du tissu ciblé. Bref, de plus en plus d'études démontrent l'importance 

de prendre en compte les bactéries et leurs voies métaboliques actives pour le développement 

moderne de la médecine personnalisée et des nouveaux médicaments.  
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Figure 5. Principales classes d'interactions entre le microbiome et les xénobiotiques (et autres médicaments). Tiré de (163) 

 

Les mécanismes par lesquels un microbiome modifie la pharmacologie de certains 

médicaments et autres xénobiotiques sont classifiés en deux grandes catégories, soit les 

interactions directes et les interactions indirectes, come illustré à la Figure 5. Les interactions 

directes (fig. 5-a.) sont celles où un médicament est métabolisé par les enzymes bactériennes de 

manière directe ou encore lorsque les populations bactériennes sont directement modulées par 

l'action du xénobiotique. La transformation des médicaments directement par les enzymes 

bactériennes peut avoir plusieurs effets, comme l'activation d'une prodrogue en son métabolite 

actif, l'inactivation d'un médicament actif ou encore la transformation d'un xénobiotique en un 

métabolite toxique. La quatrième classe d'interaction qualifiée de directe (fig. 5-a.) est celle par 

laquelle la substance exogène perturbe la croissance et la survie des microbiotes, induisant ainsi 

une pression de sélection sur les bactéries présentes. Un exemple de ce type d'interaction serait 

la sélection des espèces bactériennes résistantes aux antibiotiques par l'exposition fréquente du 

Figure 1. Mechanisms linking the gut microbiota and xenobiotic metabolism
A. The gut microbiota can directly metabolize xenobiotics into active, inactive, or toxic 
metabolites. Xenobiotics may also shape the composition of the gut microbiota through 
antimicrobial activity or selective growth. The gut microbiota can indirectly influence 
xenobiotics through the modulation of host pathways for metabolism and transport. B. The 
gut microbiota can also influence xenobiotic metabolisms as a component of first-pass 
metabolism. Prior to entering systemic circulation and reaching the target tissue, orally 
ingested compounds are subject to metabolism in the intestine and liver, lowering the 
eventual systemic drug concentration. The gut microbiota may metabolize compounds prior 
to absorption, after efflux from the intestinal epithelium, or following biliary excretion from 
the liver.
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microbiome à des antibiotiques, par exemple chez les animaux de ferme régulièrement 

supplémentés aux antibiotiques pour accélérer leur croissance.  

 

En aparté, l’utilisation d’antibiotiques dans le domaine agroalimentaire est 

préoccupante. En plus d’accumulation de gènes de résistance dans les bactéries qui peuplent les 

animaux (164), même l’épandage de fumier constitue une source de contamination 

environnementale considérable aux bactéries résistantes (165,166) et la contamination aux 

gènes de résistance s’observe à large échelle dans les estuaires (167). En fait, l’utilisation 

médicale à grande échelle des antibiotiques est une problématique environnementale (168,169) 

et certains pensent que les stations d’épuration des eaux usées pourraient servir de haut lieu 

d’accumulation et d’échanges de gènes de résistance (170)  

 

Les antibiotiques sont sans contredits les médicaments qui ont le plus révolutionné la 

médecine moderne en sauvant un nombre incalculable de vies. Toutefois, même lorsqu’ils sont 

utilisés convenablement, les antibiotiques entrainent généralement des dysbioses du 

microbiome qui sont souvent associées à un transit perturbé (ex. diarrhées) dans 5% à 30+% des 

cas (171,172) et l’utilisation des antibiotiques est un facteur de risque pour la bactérie C. difficile 

(173). Dans tous les cas, l’utilisation d’antibiotiques réduit la diversité taxonomique des 

microbiomes (174,175) et entrainent l’accumulation de gènes de résistance (176) et des espèces 

qui les portent, comme les Enterobacteriaceae (177).  

 

En pharmacomicrobiomique, les interactions indirectes (fig. 5-b.) sont celles par 

lesquelles les métabolites produits ou altérés par le microbiome influencent le métabolisme 

endogène de l'hôte humain. Par exemple avec le modèle murin, les souris dépourvues de 

microbiotes ont plus de 100 gènes métabolisateurs exprimés différentiellement dans leurs foies 

(surtout les CYP) par rapport à leur congénères élevées normalement, démontrant l'effet du 

microbiome sur le métabolisme de l'animal (178). Les animaux qui n'ont pas de microbiome 

normal voient leurs voies de métabolisation amplifiées et sont, par exemple, plus efficaces à 

métaboliser le phénobarbital (anesthésiant largement utilisé en laboratoire avec les souris). Il 
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existe plusieurs autres exemples de ce type d'interactions, comme celui du TMAO que nous 

verrons plus en détail dans une prochaine section.  

 

11.3.3 Interactions directes  

Le premier type d'interaction directe est celui où une prodrogue (médicament sous sa 

forme inactive) qui est transformé en métabolite actif. C'est le cas avec la sulfasalazine, un 

médicament de première ligne dans le traitement de l'arthrite rhumatoïde aussi utilisé dans le 

traitement des colites ulcéreuses et de la Maladie de Crohn. La sulfasalazine est métabolisée en 

sulfapyridine par les bactéries du microbiome et c'est d'ailleurs la concentration plasmatique de 

ce métabolite actif qui est monitoré dans le sang des patients sous thérapie. C'est aussi un 

exemple du quatrième type d'interaction, alors que le médicament a été conçu artificiellement 

pour être dégradé dans l'intestin en acide 5-aminosalicylic (5-ASA), un anti-inflammatoire et en 

sulfapyridine cité plus tôt, un antibiotique. Cet exemple illustre de deux types d'interactions 

alors que c'est une interaction directe du microbiome qui hydrolyse une prodrogue en un 

antibiotique qui agit directement sur le microbiome.  

 

Le deuxième type d'interaction est celui où un médicament est transformé d'une forme 

active vers un métabolite inactif. C'est le type d'interaction qui s'observe avec le méthotrexate 

(MTX), un médicament largement utilisé en chimiothérapie pour traiter plusieurs types de 

cancers et, avec des dosages significativement réduits, utilisé pour traiter certaines maladies 

auto-immunes. La diminution de la biodisponibilité du MTX n'est pas une préoccupation 

majeure, alors qu'à des doses élevées, le métabolisme microbien n'affecte pas une grosse partie 

de la dose administrée et que, lorsqu'utilisé pour le traitement des maladies auto-immunes, le 

médicament est bien toléré et son index thérapeutique est donc assez large. L'interaction est 

largement étudiée pour ses implications au niveau de la médecine de précision, alors que ce ne 

sont pas tous les patients qui réagissent aux traitements (179). La composition initiale du 

microbiome peut prédire l’efficacité du Mtx. Un autre exemple largement étudié de ce second 

type d'interaction est celui de la diminution de la biodisponibilité de la digoxine, où les bactéries 

peuvent métaboliser plus de 50% de la dose administrée P.O., ce qui est problématique parce 
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que l'index thérapeutique de cet anti-arithmétique est très faible (0.5 ng/ml à 2 ng/ml). Nous 

revendrons beaucoup plus en détail sur cette interaction pharmacomicrobiomique dans le 

chapitre principal.  

 

Le troisième type d'interaction directe est celui de la transformation de xénobiotiques 

inactifs en métabolites toxiques (pour l’hôte) par le métabolisme enzymatique des bactéries. 

Pour cet exemple, proposons l'étude du composé organique mélamine, qui est très riche en azote 

qui avait été au cœur d'une controverse en Chine en 2008 alors que des dizaines de milliers 

d'enfants et de nourrissons se sont retrouvés à l'hôpital (dont quatre sont décédés). La mélamine 

a été utilisée pour falsifier les tests de contenu protéique du lait et elle est métabolisée par les 

bactéries comme Klebsiella terrigena pour former un métabolite toxique, l'aide cyanurique. Ce 

dernier se repolymérise dans les reins en se combinant à la mélamine et les composés y forment 

des pierres aux reins qui mène à l'insuffisance rénale grave pouvant mener à la mort (180).  

 

11.3.4 Interactions indirectes – cas tu TMAO 

Un exemple d'interaction indirecte entre les xénobiotiques et le microbiome est celui du 

TMAO (Triméthylamine N-oxyde). Les bactéries métabolisent des nutriments introduits dans 

l'alimentation, comme la choline, et forment le TMA (Triméthylamine), qui agit comme une 

hormone endocrine une fois en circulation.   

 

Il existe une corrélation claire entre les taux circulants de TMAO (Triméthylamine N-

oxyde) et les risque de maladies cardiovasculaires, particulièrement l'athérosclérose. Le TMAO 

est produit par l'oxydation endogène du TMA (Triméthylamine), un métabolite dérivé de la 

dégradation des nutriments alimentaires comme la choline et la L-carnitine. Ce qui est 

intéressant par rapport au TMA, c'est qu'il est exclusivement produit par les bactéries du 

microbiome intestinal et aucunement par l'hôte animal. Dans plusieurs modèles animaux et 

études cliniques les niveaux de TMAO corrèlent aussi fortement avec des traits liés à l'obésité 

et le diabète de type 2. 
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La conversion du TMA en TMAO est attribuable à l'enzyme flavine monooxygénase 3 

(FMO3), qui est par la même occasion un joueur majeur dans le métabolisme du cholestérol. 

Les souris transgéniques n'exprimant pas (KO-) FMO3 qui se sont fait nourrir des diètes riches 

en cholestérol sont caractérisées par une excrétion augmentée de cholestérol dans les fèces, 

accompagnée d'une accumulation du TMA sanguin, mais pas du TMAO. Toutefois, l'excrétion 

accrue du cholestérol est accompagnée d'une diminution des taux hépatiques de LXR (les 

récepteurs des oxystérols ou liver X receptors). La baisse de LXR résulte en l'inflammation du 

foie et le stress du réticulum endoplasmique, des effets secondaires très importants. 

 

D'une manière intéressante, certains humains possèdent naturellement une mutation 

inactivant FMO3, mais ils sont affectés d'une condition singulière nommée triméthylaminuré 

(TMAU), aussi connu sous le nom de "fish odor syndrome" (syndrome de l'odeur de poisson). 

En effet, comme c'est le cas pour le modèle de souris KO-FMO3, le TMA s'accumule en 

circulation. Toutefois, cette dernière molécule est célèbre pour l’une de ses particularités: son 

odeur puissante de chair de poisson vieillissante. En effet, le TMAO est abondant chez les 

animaux aquatiques et les bactéries présentes sur les produits de la mer dégradent le TMAO 

(inodore) vers le TMA (181,182).  

 

Comme mentionné plus tôt, il est de plus en plus accepté que le microbiome intestinal a 

une influence majeure sur l'hôte mammifère, que ce soit au niveau comportemental ou encore 

sur le niveau du métabolisme énergétique. Le TMA produit par les microbiotes pourrait agir à 

titre d'hormone endocrine lorsqu'elle rejoint la circulation par la veine portale hépatique. Cette 

hypothèse s'appuie initialement sur l'observation que les niveaux de TMA atteignent leur 

sommet deux heures suivant l'ingestion d'un repas. Le TMA est un agoniste puissant du 

récepteur encodé par le gène TAAR5 (trace amine-associated receptor 5). Cette protéine, ainsi 

que la majorité des membres de la famille TAAR, est fortement exprimée au niveau de 

l'épithélium nasal et plusieurs spéculent que le TMA pourrait agir comme phéromone chez les 

souris. Un lien intéressant peut être fait avec les études récentes où il a été démontré que la diète 
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influence les préférences sexuelles des mouches drosophiles pour les individus qui consomment 

la même diète (183,184). En plus de ce rôle de récepteur olfactif, la protéine TAAR5 est 

exprimée dans la majorité des tissus et pourrait servir de régulateur métabolique. 

 

À l’instar de la protéine Taar5, le récepteur ADRB1 (beta-1 adrenergic receptor ou β1 

adrenoreceptor) est un récepteur couplé à la protéine G. ADRB1 est régulé à la hausse par 

l'injection de TMA ou de TMAO et une telle injection induit la phosphorylation d'une variété 

de kinases effectrices clés, majoritairement dans la cascade de signalisation du PKA. 

 

Dans tous les cas, comme détaillé plus tôt, l'étape de conversion du TMA vers le TMAO 

ne constitue pas une cible pharmacologique intéressante à cause de la toxicité hépatique 

encourue et de la potentielle odeur corporelle. Toutefois, l'inhibition de la production du TMA 

par les bactéries du microbiome est sous investigation. L'analogue de la choline DMB (3,3-

dimethyl-1-butanol) est apte à inhiber la conversion de la choline en TMA dans un mécanisme 

qui ne dépend pas des espèces bactériennes présentes. Dans les études menées sur des souris de 

laboratoire, il a démontré une capacité à réduire le poids corporel des animaux, alors qu'un 

analogue du DMB, le CCO8 a protégé les souris dépourvues de (KO-) ghreline contre l'obésité, 

dans un contexte de sur-alimentation. 

 

11.4 La digoxine et le microbiome intestinal 

11.4.1 La digoxine dans le traitement de l'insuffisance cardiaque (IC) et de la 

fibrillation auriculaire (FA) 

La digoxine est un des plus anciens médicaments de la pharmacopée de l'Europe 

moderne, avec plus de 200 ans d'utilisation depuis sa description et son extraction à partir de la 

plante digitalis purpurea (grande digitale) par le britannique William Withering (185). Le terme 

digoxine réfère au principe actif, un cardioglycoside (à l'instar du Ouabain) qui est maintenant 

extrait à partir des feuilles de la digitalis lantana (digitale laineuse) et vendue majoritairement 
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sous le nom de lanoxin. La digoxine a été très largement prescrite et occupe même un pan 

important de l'imaginaire culturel, alors que le médicament est cité comme arme du crime dans 

plusieurs fictions. La digoxine a aussi été impliquée dans une série de meurtres à l'hôpital pour 

enfants malades de Toronto au début des années 1980, une affaire sordide qui reste irrésolue à 

l'heure actuelle. Bref, les effets secondaires des doses trop élevées de digoxine peuvent avoir 

des conséquences sérieuses sur la santé. D’une manière folklorique aussi, plusieurs études 

pointent aussi vers la possibilité que les traitements à la digoxine aient pu avoir un impact 

important sur certaines œuvres du célèbre peintre hollandais Vincent Van Gogh. Cette 

hypothèse est basée sur le fait que le peintre recevait de la digoxine comme traitement pour 

l'épilepsie, que deux de ses toiles présentent son médecin avec de la digitale dans les mains et 

que l'un des principaux effets secondaires de la digoxine est une vision floue tirant sur le jaune, 

possiblement un comme le fameux tableau 'nuit étoilée' (186,187).  

 

La digoxine est efficace pour améliorer les symptômes de d'insuffisance cardiaque (IC) 

parce que c'est un inotrope positif. Cela signifie que le cardioglycoside augmente la force des 

battements cardiaques en augmentant la contractilité des fibres musculaires. La digoxine est 

aussi utilisée pour traiter la fibrillation auriculaire (FA), l'arythmie cardiaque la plus fréquente 

qui affecte les oreillettes cardiaques avec un rythme trop élevé. Pour cette raison, la digoxine 

est employée pour son effet chronotrope négatif, c’est-à-dire qu'elle ralentit la fréquence des 

pulsations cardiaques.  La cible moléculaire de la digoxine est la pompe ATPase Na+/K+, dont 

elle inhibe l'action. Cela a pour conséquence de faire augmenter la concentration du sodium 

(Na+) intracellulaire dans les cardiomyocytes, ce qui provoque une augmentation subséquente 

du calcium intracellulaire, augmentant ainsi la contractilité du muscle cardiaque. La digoxine 

diminue la fréquence cardiaque (chronotrope négatif), empêche la conduction du stimulus 

électrique (dromotrophe négatif) et promeut l'excitabilité myocardique (bathmotrophe positif) 

(188). Ces améliorations cliniques claires de la digoxine en ont fait un médicament très 

populaire pour le traitement de l'IC et de la FA. Toutefois certains rappelleront que cette mise 

en marché a été faite avant la mise en place des essais double randomisés contemporains.  
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Étant donné que l'action de la digoxine passe par un effet sur les ions potassium et 

calcium, certaines conditions de débalancements électrolytiques rendent la prescription de la 

digoxine peu recommandée. En effet, pour les patients en situation d'hypokaliémie et les patients 

en situation d'hypercalcémie, les cardioglycosides ne sont pas recommandés, car leur action sur 

les cardiomyocites est altérée (189). Aussi, la toxicité à la digoxine est souvent accompagnée 

d'une augmentation des ions potassium, menant à l'hyperkaliémie (190,191), mais contrairement 

à ce que les directives médicales courantes peuvent suggérer, ces cas d'hyperkaliémie ne 

devraient pas être traités avec l'apport d'ions calcium (192).  

 

La digoxine n'est pas le seul cardioglycoside présent dans la digitale laineuse et l'autre 

principe actif le plus utilisé en cardiologie est la digitoxine. Cette dernière a été isolée beaucoup 

plus tard que la digoxine, vers 1875. Leur action pharmacodynamique (action moléculaire) est 

très similaire et les molécules sont chimiquement très semblables aussi (voir Figure 6). 

Toutefois, la digitoxine est plus stable et la pharmacocinétique (ADME - Absorption 

Distribution Métabolisme et Excrétion) est très différente, alors que la digoxine est très 

majoritairement excrétée inchangée par les reins comparativement à la digitoxine qui est 

éliminée par l'action du foie, ce qui rend cette dernière plus indiquée pour l'utilisation avec les 

patients qui ont une fonction rénale basse ou erratique. Possiblement à cause de son nom qui 

ressemble à un nom qu'on aurait pu donner à une toxine de l'ère digitale, la digitoxine n'a jamais 

été aussi populaire que la digoxine dans l'utilisation en cardiologie, malgré ses propriétés 

pharmacocinétiques légèrement supérieures. Une étude américaine datant de 2000 sur les taux 

d'hospitalisation de patients de 60 ans et plus traités soit avec l'un ou l'autre des cardioglycosides 

a démontré un risque trois fois moins élevé de toxicité pour les patients utilisant la digitoxine 

(193).  
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Figure 6. Structures chimiques des cardioglycosides principaux de la digitale laineuse (digitalis lentana). A. structure de la 
digoxine B. Structure de la digitoxine.  

 

11.4.2 L’utilisation contemporaine de la digoxine  

L'intoxication à la digoxine est la réaction adverse à un médicament la plus fréquemment 

rencontrée en clinique (14). Les effets délétères les plus courants de l'intoxication à la digitalis 

sont les nausées, vomissements, l'anorexie, des symptômes neurologiques et des arythmies 

pouvant causer la mort (194). Dans une étude de 2016 sur l'utilisation de la digoxine en pédiatrie, 

les nausées affectaient 36,4% et la tachycardie 29,5% des enfants traités (195). Comme 

mentionné plus tôt, la digoxine a une très longue histoire d'utilisation médicale, mais ce n'est 

que dans les années 1980 qu'elle est vraiment entré en usage pour traiter l'insuffisance cardiaque 

et améliorer le rythme sinusal, suite à la publication de trois études cliniques qui ont démontré 

une amélioration de la tolérance à l'exercice et une amélioration des symptômes de l'IC 

congestive (196).  

 

La digoxine a continué à être très largement prescrite et utilisée jusqu'à la parution en 

1997 d'une étude randomisée en double aveugle où la digoxine a été comparée à un placebo. 

L'étude du Digitalis Investigation Group (DIG) a démontré que la digoxine ne réduisait pas la 

mortalité dans la cohorte de 6800 patients par rapport à un placebo (197), ce qui a amené 

plusieurs à questionner l'intérêt de ce médicament qui est encore classé dans la liste des 

médicaments essentiels par l'agence mondial de la santé. En fait, l'étude a démontré que la 

digoxine réduit le taux d'hospitalisation, mais ne réduit pas la mortalité globale pour les usagers. 

Un article en italien paru en 2017 y va même d'un titre plus tranché se traduisant comme-ci: "La 

digoxine, un médicament à envoyer aux poubelles?" (198). Bref, il est clair qu'un médecin qui 
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voudrait prescrire le cardioglycoside doit redoubler d'attention pour prévenir les effets 

secondaires indésirables.  

 

À l'inverse des articles tout juste cités, une étude de 2013 a stratifié les résultats de la cohorte de 

DIG et ils ont démontré que chez les patients atteints d'IC avec un haut risque (tel que défini 

selon les critères de l'association de cardiologie de New-York, NYHA) voyaient une 

amélioration non seulement du risque d'hospitalisation sur le suivi de deux ans, mais aussi une 

amélioration au niveau du risque de décès (199). Aujourd'hui au Canada, les pharmaciens et 

médecins n'utilisent plus la digoxine comme médicament de première ligne à cause de 

l'étroitesse de son index thérapeutique, mais l'utilisent encore pour traiter les patients qui restent 

symptomatiques malgré l'utilisation de bloqueurs-beta (ß-blocker), avec un diurétique de l'anse 

rénale et un inhibiteur de l’Enzyme de Conversion de l’Angiotensine (ACEi). Avec les études 

démontrant le potentiel néfaste de la digoxine, certaines études ont été faites pour voir l'effet de 

l'arrêt de la médication et plusieurs ont conclu qu'il était nécessaire de poursuivre la médication 

afin de traiter l'IC et la FA (200–202). Il vaut de noter que la majorité de ces études ont été 

réalisées avant l'utilisation large des bêta-bloquants et des ACEi, mais que les médecins 

préfèrent généralement continuer à prescrire la digoxine aux patients qui l'utilisent déjà 

régulièrement pour ne pas risquer la décompensation du cœur. Avec ces études, la société 

américaine de l'IC recommande maintenant des doses maximales de digoxine dans un intervalle 

beaucoup plus étroit, c’est-à-dire qu'au lieu de l'ancienne recommandation de concentration dans 

le sérum de 0.5-2.0 ng/ml de plasma et maintenant un intervalle de 0.5-0.9 ng/ml (203–205). En 

fait, même dans l'étude DIG (Digitalis Investigation Group) citée plus tôt comme la première 

source d'inquiétude par rapport à l'utilisation de la digoxine, un sous-groupe avec les patients 

dont la concentration de digoxine dans le sérum à l’intérieur de la valeur inférieure de cet 

intervalle avaient une amélioration nette au niveau de la survie et des risques d'hospitalisation. 

Ainsi, la digoxine semble bien avoir des effets positifs sur la santé des patients atteints d'IC et 

de FA, mais ces effets peuvent être contrebalancés par les effets toxiques aux concentrations 

plus élevées. Dans le cas des cardioglycosides, il est même fréquent que le terme 'index 

thérapeutique' soit remplacé par le 'ratio niveau thérapeutique – niveau toxique', qui est très bas 

pour la digoxine.  
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Avec son index thérapeutique très étroit, la digoxine est reconnue pour pouvoir 

augmenter à des niveaux toxiques suite à l'interaction avec de nombreux médicaments, comme 

les Anti-inflammatoire non stéroïdiens, les ACEi, les antagonistes du récepteur II de 

l'angiotensine, la ciclosporine, ainsi que les antibiotiques macrolides et certains médicaments 

pour le cœur (spécialement l'amiodarone) (206). Les interactions avec les médicaments 

cardiaques comme l'amiodarone peuvent s'expliquer par les effets additifs des deux 

médicaments agissant sur le rythme cardiaque. D'autres interactions délétères, comme celle avec 

les macrolides, sont généralement expliquées par l'inhibition compétitive entre les deux 

molécules, soit l'antibiotique et la digoxine. La P-glycoprotéine 1 (P-gp) a été découverte en 

1976 sur les cellules ovariennes mutantes de hamsters chinois (207) et son activité de 

transporteur transmembranaire a été associée au transport d'une multitude de médicaments, que 

ce soit au niveau de l'absorption intestinale, de l'exclusion cellulaire ou surtout, de l'excrétion 

au niveau rénale. Ainsi, l'interaction entre les macrolides et la digoxine est engendrée par le fait 

que les deux types de médicaments sont excrétés dans les reins pas la P-gp. Selon cette 

explication, la digoxine n'est plus éliminée aussi rapidement qu'à l'équilibre, elle s'accumule et 

entraine de la toxicité.  

 

 

Tableau 1. Résumé des propriétés pharmacocinétiques de la digoxine chez l’humain.  

Paramètres pharmacocinétiques 
de la digoxine Valeur  
Biodisponibilité orale ~70% 
Clairance (CL; élimination) 6 L/h 
Volume de distribution (Vd) 400 L 
Demi-vie (t ½)   40 h 
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11.4.3 L’interaction Eggerthella lenta - digoxine  

Il est connu depuis plus de 35 ans que la bactérie Eggerthella lenta a la capacité de 

métaboliser la digoxine (208). En 1982 lors de cette découverte initiale, ce microbiote était 

encore connu sous le nom de Eubactérium lentum. Le métabolite de transformation principal de 

la digoxine est la dihydrodigoxine, un produit de la réduction du cycle lactone de la partie 

stéroïde du cardioglycoside et il est produit par le microbiote E. lenta, comme illustré à la Figure 

7. Les produits de digoxine réduite (PDR) qui ont une affinité réduite pour leur cible et qui sont 

plus solubles et sont éliminés plus rapidement.  

 

  

Figure 7. Digoxine et son métabolite principal, la dihydrodigoxine (209) 

 

Dans une étude réalisée sur la pharmacocinétique de la digoxine réalisée avec trois sujets 

sains, dont les résultats sont présentés aux Tableau 2 et au Tableau 3, pour les résultats de 

l'endroit de récupération de la digoxine radio-marquée et de ses principaux métabolites. Un point 

intéressant à remarquer dans le Tableau 2 est le fait que, comme mentionné plus tôt, même 

lorsque la digoxine est administrée directement par intraveineuse (IV), une partie importante de 

la dose est retournée dans le tube digestif, en association avec la bile. En effet, on retrouve 

17,1% de la dose dans les selles des participants, ce qui indique la circulation entéro-hépatique 

de la digoxine. Il y a ensuite une réabsorption intestinale du médicament, alors que l'on retrouve 
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11.4.3 L’interaction Eggerthella lenta - digoxine  

Il est connu depuis plus de 35 ans que la bactérie Eggerthella lenta a la capacité de 

métaboliser la digoxine (197). En 1982 lors de cette découverte initiale, ce microbiote était 

encore connu sous le nom de Eubactérium lentum. Le métabolite de transformation principal de 

la digoxine est la dihydrodigoxine, un produit de la réduction du cycle lactone de la partie 

stéroïde du cardioglycoside et il est produit par le microbiote E. lenta, comme illustré à la Figure 

7. Les produits de digoxine réduite (PDR) qui ont une affinité réduite pour leur cible et qui sont 

plus solubles et sont éliminés plus rapidement.  

 

 

Figure 7. Digoxine (A.) et son métabolite principal, la dihydrodigoxine (B.) (198) 

 

Dans une étude réalisée sur la pharmacocinétique de la digoxine réalisée avec trois sujets 

sains, dont les résultats sont présentés aux Tableau 2 et au Tableau 3, pour les résultats de 

l'endroit de récupération de la digoxine radio-marquée et de ses principaux métabolites. Un point 

intéressant à remarquer dans le Tableau 2 est le fait que, comme mentionné plus tôt, même 

lorsque la digoxine est administrée directement par intraveineuse (IV), une partie importante de 

la dose est retournée dans le tube digestif, en association avec la bile. En effet, on retrouve 
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le métabolite dihydrodigoxine dans l'urine, comme présenté au Tableau 3. Cela signifie que la 

digoxine administrée en IV est sujette au métabolisme de premier passage, bien qu'à des niveaux 

plus bas que lorsqu'administrée par voie orale (P.O. per os).  

 

Tableau 2. Tableau sommaire du lieu de récupération de la digoxine administrée à des participants sains 

 Administration intraveineuse  Administration voie orale 

 
Pourcentage 
de la dose (%) Variabilité Pourcentage 

de la dose (%) Variabilité 

Urine 81.3 +/- 2.0 65.7 +/- 1.98 
Selles 17.1 +/- 2.8 31.6 +/- 7.6 

 

Tableau 3. Tableau des principaux métabolites de la digoxine retrouvés dans l'urine après administration à des participants 
sains 

 
Administration 
intraveineuse Administration voie orale 

 
Pourcentage 
de la dose (%) Variabilité (%) Pourcentage 

de la dose (%) Variabilité (%) 

Digoxine 75.6 +/- 3.0 51.5 +/- 11.4 

Dihydrodigoxine 2.8 +/- 1.6 4.5 +/- 3.9 

Digoxigenine 
bisdigitoxoside  1.6 +/- 0.1 1.9 +/- 0.1 

Métabolites 
additionnels 1.5 +/- 0.3 6.8 +/- 4.4 

 

L'autre métabolite en importance est le digoxigenine bisdigitoxide et il est généré par 

l'hydrolyse d'un groupement glucose sur les trois qui sont attachés au cardioglycoside natif. Ce 

type de métabolisme est réalisé pas les enzymes endogènes humaines (210). Le processus peut 

être répété pour former digoxigenine monodigitoxide et la digoxigenine simple, mais ces 

métabolites sont générés en très petite quantité et sont éliminés sans s'accumuler. À chacune des 

étapes de dégradation des groupements glycosides, il peut y avoir formation de métabolites 

conjugués, mais leur concentration est encore plus négligeable. La dihydrodigoxine peut elle 

aussi être métabolisée par les enzymes endogènes, mais encore ici, les proportions sont 
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négligeables. Les métabolites bisdigitoxide et monodigitoxide sont considérés comme 

approximativement aussi cardioactifs que la digoxine (211,212), mais le sous-groupe stéroïde 

seul et ses conjugués polaires sont beaucoup moins actifs. Dans tous les cas, ces métabolites 

issus du métabolisme humain sont rapidement éliminés (213). 

 

11.4.4 Les études publiées depuis 35 ans 

La réduction de la digoxine a été rapporté pour la première fois en 1981 par l'équipe du 

Dr. Lindenbaum (214). Avec son équipe, ils ont rapporté que chez 10% des volontaires sains 

prenant de la digoxine P.O., la digoxine est fortement métabolisée en DRP (Produits Réduits de 

Digoxine, surtout la dihydrodigoxine) et que cette tendance pouvait être partiellement ou 

entièrement arrêtée par l'administration d'érythromycine ou de tétracycline. L'année suivante, 

une autre publication paraissait où ils ont démontré in vivo et in vitro que c'était la bactérie 

Eggerthella lenta (alors appelée Eubactérium Lentum) qui était responsable de cette activité de 

réduction de la digoxine vers les DRPs (dihydrodigoxine et ses dérivés) (208). Sachant que la 

bactérie est normalement présente chez une large proportion des participants aux études, ils ont 

posé la question de déterminer ce qui pouvait faire que les taux de métabolisme étaient différents 

entre les individus. Ils avaient remarqué que, lors que les microbiotes étaient cultivés in vitro, 

le taux de métabolisme était inversement proportionnel à la concentration en arginine 

additionnée au milieu de culture (11), c'est-à-dire que plus la concentration de l'acide aminé était 

augmenté, plus les bactéries se répliquent et moins elles métabolisent la digoxine.  

 

Dans les années qui ont suivies, des études ont été réalisées pour mieux comprendre cette 

interaction médicament-microbiote, mais avec les techniques de biologie moléculaire de 

l'époque une telle étude était difficile. Une étude intéressante est celle où les taux d'inactivation 

de la digoxine ont été comparés par provenance géographique des participants, avec une cohorte 

américaine et une cohorte d'Inde. De leur 95 participants, 67 étaient Américains, 23 d'Inde 

urbaine et 5 d'Inde rurale. Comme présenté à la Figure 8, les Américains ont un taux de 

production de DRPs beaucoup plus élevé, allant jusqu'à plus de 70% de la dose pour un 

participant. Les Indiens vivant en région rurale ont un taux beaucoup plus bas de métabolisme 
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et les Indiens urbains ont des taux intermédiaires entre les deux groupes (12). Les auteurs ont 

établi la corrélation entre la consommation de viande et le taux de transformation de la digoxine 

élevé, ce qui va presque en contradiction avec leur observation précédente de la corrélation 

négative entre le taux d'acide aminé arginine et le taux de réduction de la digoxine. De plus, ces 

recherches n'avaient pas permis d'établir une corrélation entre la présence de E. lenta et le niveau 

de réduction de la digoxine (11,12). 

 

Figure 8. Niveau d'élimination de la digoxine sous forme de DRPs selon la provenance géographique des participants tiré de  
(12) 

 

La raison suspectée pour le manque de corrélation entre la présence/absence de E. lenta 

et le niveau de métabolisme de la digoxine vient du fait que ce ne sont pas toutes les souches de 

la bactérie qui métabolisent la digoxine. En effet, avec l'avancement des technologies de 

séquençage, une équipe a récemment jeté un nouveau regard sur l'inactivation de la digoxine 

par E. lenta. En 2013, ils ont découvert deux gènes cytochromes dans la souche type, la souche 

DSM2243, mais qui était absent de deux autres souches qu'ils ont observées, les souches FAA 

1-3-56 et FAA 1-1-60 (215). Ils ont réussi à démontrer que les souches étaient génétiquement 

différentes et que la souche DSM2243 possédait les flavocytochromes qu'ils ont nommés 
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production de DRPs beaucoup plus élevé, allant jusqu'à plus de 70% de la dose pour un 

participant. Les Indiens vivant en région rurale ont un taux beaucoup plus bas de métabolisme 

et les Indiens urbains ont des taux intermédiaires entre les deux groupes (8). Les auteurs ont 

établi la corrélation entre la consommation de viande et le taux de transformation de la digoxine 

élevé, ce qui va presque en contradiction avec leur observation précédente de la corrélation 

négative entre le taux d'acide aminé arginine et le taux de réduction de la digoxine. De plus, ces 

recherches n'avaient pas permis d'établir une corrélation entre la présence de E. lenta et le niveau 

de réduction de la digoxine (7,8). 

 

 

Figure 8. Niveau d'élimination de la digoxine sous forme de DRPs selon la provenance géographique des participants tiré de  
(8) 

 

La raison suspectée pour le manque de corrélation entre la présence/absence de E. lenta 

et le niveau de métabolisme de la digoxine vient du fait que ce ne sont pas toutes les souches de 

la bactérie qui métabolisent la digoxine. En effet, avec l'avancement des technologies de 

séquençage, une équipe a récemment jeté un nouveau regard sur l'inactivation de la digoxine 

Geographic differences in digoxin inactivation, a metabolic activity ofthe human anaerobic gutflora
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Table 2 Income, education and animalprotein intake as
predictors ofdigoxin metabolism in residents of Vellore

Number of Odds
metabolisers/total (%) radio* p<

Income
.1000 Rs 18/44 (40.9) 6-0 0.001
<1000 Rs 5/52 (9.6)

Education
Postgraduate 15/36 (41.7) 5.1 0-002
Less than postgraduate 8/68 (11.8)

Animal protein intake other
than milk
-6days/week 16/38(42.1) 5.8 0-001
<6 days/week 7/66 (10.6)

Vegatarian status
Strict lactovegetarian 1/8 (12.5) 0-7 NS
Other 22/96 (22.9)

*Likelihood of being a digoxin metaboliser associated with higher v
lower income, greater v lesser education, or differences in animal
protein intake. NS: not significant.

*A

n i
Urban Rural

Americans Indians
Fig. 1 Per cent digoxin reduction products (DRP) in the
urine of67American metabolisers resident in New York
City, 23 urban Indian metabolisers living in Vellore andfive
Indian metabolisers resident in rural villages 24 hours after
an oral 0-25 mg dose ofdigoxin.

DIET AND SOCIOECONOMIC FACTORS IN RURAL
AND URBAN SOUTHERN INDIANS
The mean monthly income of the urban subjects,
1076 (733) Rupees (Rs) was much higher than that of
the villagers, 177 (126) Rs (p<0-0001). There were
also marked differences between the two groups in
education beyond secondary school, frequency of
ingestion of dietary items containing animal protein

Table 1 Differences in income, education, and animal
protein intake between urban and rural Indian subjects

Urban Rural

n/total % n/total % p<

Income .200 Rs/month 90/104 86.5 29/100 29-0 1 x 10-7
Education beyond secondary

school 63/104 60-6 1/100 1-0 1x 10-7
Intake of animal protein other

than milk at least once/week 82/104 78-8 40/100 40-0 1x 10-6
Strict lactovegetarians 8/104 7-7 23/100 23-0 0-005

(eggs, fish, or meat) and the number of strict lacto-
vegetarians in the urban group (Table 1).
The five rural metabolisers did not significantly

differ in diet, income and education from the rural
nonmetabolisers, but the number of metabolisers in
the villages was so small as to preclude meaningful
statistical analysis. Among the urban subjects the
likelihood of being a metaboliser was significantly
greater in those with higher income, postgraduate
education after college, or a reported intake of foods
containing animal protein other than milk at least six
days a week (Table 2; odds ratios greater than 5-0 in
each instance). Strict lactovegetarianism was not
predictive of metabolic status (Table 2). Significant
quantitative correlations were also present in the
urban subjects between % urinary DRP and income,
education and dietary animal protein intake (Table
3). After a multiple linear regression analysis, how-
ever, the only variable that retained a significant
correlation with % DRP was income (r=0.37,
p<0002).

Table 3 Correlations between % urinary DRPand income,
diet, and animal protein intake in 104 subjects from Vellore

Correlation with % DRP

Variable r p

Simple linear regression analysis
Income 0-39 <0-001
Education 0-23 <0-05
Animal protein intake 0-24 <0 05

Multiple linear regression analysis
Income 0-37 <0-002
Education 0.01 NS
Animal protein intake 0.08 NS
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l'opéron CGR (CardioGlycoside Reductase), composé des gènes CGR1 et CGR2. Ils ont stratifié 

avec succès la cohorte en établissant un ratio de l'opéron CGR sur la quantification 16S de toutes 

les souches de E. lenta présentes pour prédire le taux d'inactivation de la digoxine. Avec des 

qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction, une méthode de quantification des ARN 

messagers) ils ont démontré que les gènes de cet opéron sont activés lorsque la bactérie est 

exposée à la digoxine et que cette activité transcriptionnelle est inhibée par les hautes 

concentrations en arginine in vitro.  

 

L'année suivante, ils ont publié une étude où ils décrivaient dans les détails moléculaires 

la structure des produits protéiques des gènes qu'ils avaient identifiés, CGR1 et CGR2. Durant 

le déroulement du présent projet de recherche, le gène CGR1 a été discontinué sur les bases de 

données du NCBI. Le gène CGR2 est celui qui conduit l'activité catalytique est une fumarate 

réductase liant le FAD (Flavine Adénine Dinucléotide, une coenzyme d'oxydo-réduction) et son 

action sur la digoxine est décrite comme 'par promiscuité de substrat' (209). En effet, le substrat 

naturel de cette enzyme est le fumarate, comme son nom l'indique, et l'anneau lactone du 

groupement stéroïde de la digoxine a des similarités structurelles avec ce dernier.  

 

Les études qui ont suivi ont continué dans cette volonté de tenter d'inhiber l'activité 

métabolique que Eggerthella lenta exerce sur la digoxine, par exemple en proposant un plan de 

repas riche en arginine aux patients sous thérapie à la digoxine (216). Un autre point de vue 

pourrait être adopté où l'objectif est de ne pas perturber la bactérie pour garder la biodisponibilité 

de la digoxine stable. Généralement, les patients qui reçoivent de la digoxine sur une base 

quotidienne la reçoivent à long terme. Ainsi, lorsqu'ils doivent prendre des antibiotiques pour 

des infections non reliées à leur condition cardiaque, il est important que leur concentration 

plasmatique de digoxine reste stable pour éviter la toxicité. Cette considération pourrait 

s'appliquer à tous les patients, à savoir d'utiliser un antibiotique qui ne perturbe pas trop la 

bactérie métabolisatrice E. lenta, et tout particulièrement si les patients concernés sont des forts 

producteurs de DRPs. Ainsi, une approche de médecine personnalisée pour patients utilisant la 

digoxine pourrait proposer un séquençage du microbiome fécal pour quantifier les E. lenta 
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métabolisatrices de digoxine ou encore un dosage des DRPs urinaires. Les patients démontrant 

une forte activité de métabolisme par le microbiome pourraient ainsi avoir la recommandation 

d'antibiotiques les moins susceptibles de perturber E. lenta et conserver la biodisponibilité de la 

digoxine stable.  

 

12 Objectifs 

1. Caractériser et quantifier la bactérie E. lenta dans un jeu de données de 

métagénomique intestinale à l’aide d’approches bio-informatiques. 

2. Évaluer le changement de concentration de la bactérie E. lenta chez des volontaires 

sains après 7 jours d’exposition à l’antibiotique céfprozil et à 90 jours suivant 

l’exposition.  

3. Évaluer le changement de concentration de la bactérie E. lenta en culture en fonction 

de l’exposition à l’antibiotique céfoxitine.  

12.1 Dans le contexte de l’interaction pharmacomicrobiomique 

proposée, confirmer que la bactérie E. lenta est susceptible 

aux antibiotiques des jeux de données (céfprozil et céfoxitine). 

 



 

 

 

13 Méthodologie 

13.1 Source des données 

13.1.1 Présentation du jeu de données – expérience avec volontaires (in vivo) 

Le présent projet a été réalisé avec la collaboration du Centre de Recherche en 

Infectiologie (CRI) affilié à l'Université Laval, à Québec. Sous la supervision de Dr. Jacques 

Corbeil, un projet de recherche a été mené avec comme méthodologie l'exposition de bactéries 

du microbiome à des antibiotiques de la famille des céphalosporines de seconde génération, à 

savoir le céfprozil (expérience in vivo; participants humains) et la céfoxitine (expérience in 

vitro). En quelques sortes, le but de leur projet de recherche était d'obtenir un éventail large de 

microbiomes fécaux et de cultures in vitro de ces microbiomes pour développer et confirmer le 

bon fonctionnement d'un outil informatique de pointe, un assembleur de séquences de novo 

(nous reviendrons sur ce type de logiciels au prochain chapitre) et sa suite de logiciels appelés 

Ray Meta (disponible à http://denovoassembler.sourceforge.net/ ). Avec une cohorte de 24 

volontaires sains, ils ont administré du céfprozil à 18 des participants quotidiennement pour une 

durée de 7 jours consécutifs. Trois échantillons de selles ont été récupérés par les participants 

pour analyse de séquençage WGS (Whole Genome Sequencing) au laboratoire, le premier au 

jour initial (J0), le second après la semaine de traitement (J7) et le troisième après une période 

de trois mois de repos (J90). Avec ces données, ils ont publié un article dans lequel ils décrivent 

comment l'état initial du microbiome détermine sa restructuration après l'exposition à 

l'antibiotique, vers un état semblable à celui de la composition initiale du microbiome (217). 

L'exposition à l'antibiotique a été fait à raison de 500mg de céfprozil, deux fois par jour avec 

des comprimés P.O. que les participants ont pris eux-mêmes.  

 

Le jeu de données associé au projet est disponible en ligne dans sa forme brute sur les 

serveurs du ENA (European Nucleotide Archive) sous le nom de projet PRJEB8094 (description 

et liens de téléchargement au https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB8094 ). La description 

technique des données sera couverte plus bas. En plus de la conclusion relativement prévisible 
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citée plus tôt, quelques autres points intéressants sont ressortis suivant l'administration 

d'antibiotiques à des volontaires sains. La plus généralisée est l'augmentation de l'espèce 

Lachnoclostridium bolteae chez 16 des 18 participants exposés à l'antibiotique. Il y a aussi eu 

un sous-groupe de participants, semblables par leur microbiomes à diversité initiale basse et 

d'entérotype bactéroïde, chez qui il y a eu une augmentation marquée du pathogène opportuniste 

Enterobacter cloacae suivant la prise du céfprozil. 

 

13.1.2 Présentation du jeu de données – cultures in vitro 

Dans un second volet d'expérimentations, un deuxième jeu de données (aussi d'une taille 

considérable) a été généré en cultivant les échantillons de matière fécale in vitro dans 4 

différentes conditions. Les données relatives à cette phase du projet n'ont pas été soumises pour 

publication sous forme d'article, mais le design expérimental est très intéressant pour le présent 

projet. Les échantillons de microbiome fécal complet des 24 patients qui ont été collectés au 

jour initial J0 et après l'exposition au céfprozil au J7 ont été mis dans des milieux de culture 

complets. Les conditions de culture varient sur ces deux variables, soit la condition d'oxygène 

(avec oxygène ou sans oxygène) ainsi que l'ajout ou non de l'antibiotique céfoxitine (une autre 

céphalosporine de seconde génération. Ainsi les 48 échantillons (24 participants X 2 collectes) 

ont été mis en culture dans quatre conditions différentes, les paires de combinaisons de condition 

d'oxygène et de présence d'antibiotique, pour un total de 196 échantillons en culture. Les 

bactéries ont été cultivées in vitro pour une durée de 7 jours avant d'être traitées pour le 

séquençage en Whole Genome Sequencing (même technologie que pour les microbiomes 

fécaux dont le traitement a été décrit à la section précédente).  

 

Nos collaborateurs du CRI ont initialement cultivé les échantillons de microbiome sous 

différentes conditions pour faire diverger les communautés bactériennes afin de pouvoir 

analyser un éventail plus large de composition microbiennes. Ces résultats de séquençage ont 

servi à entrainer et à confirmer la qualité des assemblages de novo du logiciel d'analyse 

informatique Ray Meta. Comme nous le verrons plus en détail dans les prochaines sections, la 

bactérie Eggerthella lenta a proliféré de façon significative dans toutes les conditions de culture 
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et a été plus fortement amplifiée dans certaines conditions comparativement à d'autres. 

Considérant les différentes pressions de sélection artificielles auxquelles les microbiomes sont 

soumis dans cette phase d'expérimentations, ce volet a été nommé expériences de 'sélectomique' 

lors de la génération du jeu de données.   

 

13.1.3 Aspect technique des données  

Les échantillons ont été traités selon le protocole développé par le HMP (Human 

Microbiome Project) pour l'uniformisation des techniques de laboratoire et décrit dans la 

publication de Aagaard et al. en 2014 (218). L'ADN a été isolé puis séquencé sur des puces de 

séquençage de nouvelle génération produites par la compagnie Illumina. Les séquençages sur 

les échantillons de l'expérience avec les volontaires ont généré en moyenne 15 Gb par patient 

en format texte brut fastq (avec les 72 échantillons, c'est plus d'un terabyte). Pour les échantillons 

provenant des tests de culture en sélectomique, c'est une moyenne de 2,5 Gb par échantillon 

pour plus de 196 conditions de culture, pour un total d'environ 0.5 terabyte. 

 

Comme décrit dans la publication de Raymond et al. en 2016, les échantillons ont été 

récupérés par les 24 participants selon les explications et avec les trousses fournies et 

acheminées au laboratoire en deux heures ou moins. Le transport a été fait dans un 

environnement anoxique grâce au dispositif GasPak EZ Anaerobe sachet (Becton, Dickinson 

and Company, Sparks, MD, USA). Au laboratoire, les échantillons ont été caractérisés selon 

l'échelle de Bristol, aliquotés dans plusieurs tubes et conservés dans un congélateur à -80 ˚C. 

L'extraction de l'ADN bactérien a été réalisé avec la trousse MO BIO PowerMax Soil DNA 

Extraction Kit (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA), selon les recommandations du 

protocole de HMP, avec les étapes relativement standard de suspension dans un tampon de lyse 

avec des micro-billes, incubation et capture d'ADN et élution, toujours selon les directives de la 

trousse PowerMax (219). La qualité de l'extraction du matériel génétique du microbiome a été 

confirmée par trois techniques, soit l'appareil de spectrophotométrie NanoDrop ND-1000 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), des gels d'agarose et un QuantiFluor ADNdb 

(ADN double brin) (Promega, Madison, WI, USA).  
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Les librairies de séquençage ont été préparées en utilisant la trousse Nextera Sample 

Preparation (Illumina, San Diego, CA, USA) en utilisant 50 ng d'ADN purifié. La qualité de la 

préparation des librairires de séquençage a été confirmée avec l'appareil Agilent Bioanalyzer 

2100 high sensitivity DNA chips (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Le séquençage 

a ensuite été mené avec un séquenceur HiSeq 1000 (Illumina) en utilisant une chimie v3 et des 

lectures en paires de 101 paires de bases (pb). Spécifiquement, cela signifie que les inserts 

(fragments d'ADN) d'une taille médiane de 600 pb ont été séquencée à chaque extrémités vers 

l'intérieur sur 101 pb. Pour certains de ces inserts très courts, les régions séquencées se 

chevauchent au centre, mais pour la majorité des inserts, une région centrale reste non 

séquencée. Ce point est important parce que dans le présent projet d'analyse, seuls les fragments 

lus en paires (du même insert) ont été sélectionner afin d'augmenter la qualité des fragments 

analysés.   

 

13.1.4 Base de données de génomes bactériens 

Pour le présent projet, il est nécessaire d'utiliser une base de données qui inclut le plus 

de génomes bactériens représentatifs des espèces bactériennes qui peuplent normalement le 

microbiome intestinal humain. Cette base de données servira à attribuer tous les fragments 

d'ADN séquencés à l'une ou l'autre espèce bactérienne pour quantifier quelle part des données 

appartient à quelle bactérie. Le plus d'espèces bactériennes présentes, la plus fine sera la 

résolution de cette étape d'alignement de séquences, alors que les séquences apparentées 

pourront être attribuées au bon génome. La base de données utilisée pour ce projet provient aussi 

de nos collaborateurs de l'Université Laval, alors qu'ils avaient regroupé 5 141 génomes 

bactériens dans une base de données pour le développement de leur aligneur, Ray Meta.  

 

Malgré les nombreux projets publics de séquençage, il reste difficile de trouver une 

bonne base de données de génomes bactériens assemblés, identifiés convenablement et 

rassemblés en nombre assez important qu'ils représentent la diversité des espèces bactériennes 
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retrouvées dans l'un ou l'autre des microbiomes étudiés. Il existe de nombreux outils (cités plus 

tôt) pour l'identification et l'annotation des jeux de données de séquençage de la sous-unité 16S 

du ribosome, une technique très largement utilisé depuis plusieurs années. Les techniques de 

WGS gagnent en popularité récemment conséquemment avec le prix de plus en plus abordable 

des technologies de séquençage de nouvelle génération à haut débit. Il existe un bon nombre 

d'outils pour l'assurance qualité et l'inférence de fonctions de gènes sur des jeux de données de 

WGS. Il existe aussi plusieurs jeux de données de WGS de microbiome fécal humain, par 

exemple les données brutes du HMP qui sont disponibles en ligne pour téléchargement. 

Toutefois il n'y a pas de base de données de génomes bactériens assemblés et complets pour 

travailler localement.  

 

13.2 Analyses bioinformatiques d’abondance de E. lenta 

13.2.1 De novo vs. closed-reference OTU picking 

Le principe de la technique de WGS repose sur la fragmentation aléatoire des génomes 

bactériens et permet donc de séquencer des portions d'ADN génomique. Toutefois, ces 

fragments ne représentent pas des génomes complets et leurs positions ne sont pas connues. Il 

existe donc deux façons de traiter des données, soit l'assemblage de novo et la sélection d'unités 

taxonomiques opérationnelles (eng. OTU) en référence fermée (closed-reference OTU picking). 

La première technique constitue un de problèmes classiques de bioinformatique, c'est-à-dire 

l'assemblage de séquences par homologie des extrémités complémentaires. Sachant la direction 

du séquençage, les algorithmes programmés pour cette tâche vont donc examiner la fin d'un brin 

de séquençage et trouver le début d'un autre brin qui a le plus de similarité avec lui. Les brins 

séquencés sont ainsi reliés pour compiler des fragments d'ADN les plus longs possibles dans ce 

qui s'appelle un graphe de de bruijn, soit l'ensemble de ces liens. Les fragments ainsi reconstitués 

représentent les génomes bactériens, partiels ou complets, des bactéries présentes dans 

l'échantillon analysé. Le principal avantage de cette technique est que, sans ajout externe, les 

séquences contiguës (abrégé contigs) représentent des nouvelles séquences, c'est-à-dire que des 

contigs peuvent être des génomes de bactéries jusqu'à lors inconnues. Cela est possible parce 
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qu'il n'y a pas de génome ou de séquences connues a priori par le logiciel. Les contigs ainsi 

générés peuvent ensuite être comparés à des génomes bactériens connus pour les identifier et 

ceux qui restent inconnus sont (généralement) de génomes de nouvelles bactéries. Cette 

technique d'assemblage de novo est particulièrement intéressante lors de l'analyse d'écosystèmes 

peu connus, comme c'est le cas avec les échantillons d'extrêmophiles ou encore avec les 

échantillons du Earth Microbiome Project (EMP - www.earthmicrobiome.org/ ), qui vise à 

identifier des nouveaux microorganismes dans des niches écologiques isolées.  

 

La seconde technique de traitement des données de séquençage WGS est celle dite de 

référence fermée, c'est-à-dire que les lectures de séquençage sont comparées à un ensemble 

fermé de séquences de référence de génomes bactériens. Pour une raison évidente, cette 

technique ne permet pas de découvrir des séquences génomiques de bactéries inconnues, mais 

permet de quantifier efficacement les espèces présentes. Cette technique s'apparente aux 

techniques plus connues de génomique animale, pour lesquelles l'alignement des lectures de 

PCR est fait contre un génome eucaryote connu. La tâche est plus complexe avec le microbiome, 

alors qu'en génétique humaine, le gabarit d'alignement est déjà connu et assez bien caractérisé 

dans son ensemble, alors que le génome humain a été séquencé plusieurs fois dans son entièreté. 

Pour l'alignement de séquences bactériennes en référence fermée, le gabarit sur lequel les 

lectures de PCR sont alignés doit représenter un métagénome, qui provient donc d'une collection 

de génomes et qui ne sera jamais aussi défini que le génome humain. C'est pourquoi il est 

important d'avoir une base de données aussi étendue que possible pour augmenter la possibilité 

d'avoir le génome duquel provient le fragment de PCR et augmenter la résolution fine de cette 

attribution entre des espèces proches. Avec quelques autres avantages, cette technique nécessite 

aussi beaucoup moins de ressources computationnelles que la technique d'alignement de novo. 

Ainsi, la technique d'alignement en référence fermée permet de quantifier les espèces connues 

clairement et efficacement.  

 

Comme nous venons de le voir, le whole genome shotgun (WGS) est une technique qui 

continuera à gagner en popularité, surtout avec la diminution des coûts associés aux techniques 
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de nouvelle génération. Parmi les deux techniques d'analyse de résultats de séquençage de ces 

lectures de PCR courtes, la technique d'assemblage de novo est toute désignée pour permettre 

la découverte de séquences génomiques jusqu'à lors inconnues. À l'inverse, la technique 

d'alignement à une référence fermée permet de quantifier rapidement les espèces déjà 

répertoriées dans un échantillon. C'est pour cette raison que dans la présente étude a, nous 

utilisons la seconde technique pour quantifier le plus précisément possible la bactérie déjà 

connue Eggerthela lenta (son génome est entièrement séquencé depuis plusieurs années) en 

alignant les lectures de PCR sur notre base de données complète de 5 141 génomes bactériens.  

 

13.2.2 Comparaison des aligneurs D'ADN 

Il existe plusieurs ressources de sources différentes quant aux ensembles logiciels pour 

attribuer les lectures de séquençage à des génomes de référence. Plusieurs outils et pipelines ont 

été comparés afin de s'assurer de la performance du présent pipeline. Parmi ceux-ci, nous avons 

comparé les résultats de quantification de E. lenta provenant de Ray Meta (l'outil d'alignement 

de novo développé à l'université Laval), l'aligneur BWA (Burrows-Wheeler Aligner) ainsi que 

deux métriques générés par l'outil RSEM (RNA-Seq by Expectation Maximization). Les 

résultats préliminaires obtenus avec chacune des techniques sont présentés dans les résultats 

supplémentaires.  

 

Le premier outil, Ray Meta, est un aligneur de novo, c'est-à-dire que tous les fragments 

courts de PCR sont comparés et regroupés en séquences plus longues, sans génomes de 

référence pour influencer l'assemblage. Cette technique est donc une façon non biaisée d'étudier 

les génomes présents dans l'échantillon, même s'il s'agit d'un génome jusqu'à lors non répertorié. 

Les génomes ainsi reconstitués ont été redécoupés en k-mers (sous-séquences d'ADN de 21 ou 

31 pb) in silico et chacun de ces fragments a été attribué à une espèce ou un genre. Lorsqu'une 

ambiguïté était observée, le k-mer analysé était attribué à un ordre taxonomique plus élevé 

(exemple, attribué au genre au lieu d'à l'espèce) et une table d'abondance des espèces a ainsi été 

générée (table disponible dans le matériel supplémentaire de (217) Raymond et al. 2016). Les 
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valeurs associées à E. lenta ont été extraites de la table d'abondance et comparées avec les 

valeurs générées avec les autres techniques.  

 

L'aligneur BWA (Burrows-Wheeler Aligner) est un aligneur de lectures de PCR courtes 

contre une référence large comme le génome humain. Développé par le Wellcome Trust Sanger 

Institute, il comprend deux algorithmes adaptés pour les résultats de séquençage Illumina et 

après comparaison de BWA-backtrack et BWA-MEM, nous avons sélectionné le second 

(suivant les résultats préliminaires et les recommandations des développeurs). Le format de 

sortie de BWA est le format SAM (Sequence Alignment/Map), très largement utilisé en 

génomique et manipulable avec le logiciel ouvert SAMtools. 

 

Nous avons aussi testé le pipeline de RSEM (RNA-Seq by Expectation Maximization), 

un pipeline d'alignement de lectures courtes. Cette suite logiciel a été sélectionnée parce que 

c'est un pipeline récent qui implémente Bowtie2, un autre aligneur d'ADN très populaire en 

bioinformatique. Il existe un parallèle entre les abondances des ARN messagers et la 

composition des microbiomes. Comme mentionné plus tôt, les gènes observés en études WGS 

et les ARNm bactériens observés sont hautement corrélés. Les profils d'abondances des copies 

de gènes bactériens sont donc corrélés avec les profils d'abondance des ARNm bactériens. Dans 

les études de métagénomique, les espèces bactériennes varient, mais les analyses fonctionnelles 

(quels gènes sont présents) révèlent des profils généralement conservés. Et un peu comme avec 

les cellules, les gènes les plus rencontrés sont les gènes "d'entretien cellulaire", comme les gènes 

de métabolisme et de synthèse protéique. Bref, comme les technologies de séquençage et les 

profils d'abondance des gènes bactériens séquencés peuvent avoir des similarités avec les 

ARNm, ce pipeline offre un code adapté pour faire une quantification des séquences courtes et 

les attribuer à une banque de séquences de référence. En plus des similitudes entre les deux 

types de données, le pipeline RSEM génère des résultats déjà normalisés et ne demande donc 

aucun traitement supplémentaire des données.  
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Bref, il n'existe pas, au meilleur de notre connaissance, un outil informatique optimisé 

pour quantifier une seule espèce bactérienne à partir de données de métagénomique WGS. En 

effet, la majorité des études déjà publiées sur le microbiome ont été réalisées avec des résultats 

de séquençage ciblé sur l'ARN mitochondrial de la sous-unité 16S. De plus, comme les coûts 

associés au séquençage WGS sont significativement plus élevés que ceux pour une campagne 

de séquençage 16S, la technologie WGS est surtout utilisée pour faire des études fonctionnelles 

des microbiomes, pour étudier les gènes présents et les clusters de gènes biosynthétiques 

(ensembles de gènes dont les extrants ont une importance économique ou de recherche). Lorsque 

l'on cherche à simplement identifier et quantifier les phyla présents, c'est majoritairement la 

technique 16S qui est privilégiée à cause de son faible coût pour le séquençage et le traitement 

des données. En effet, en plus d'être plus onéreux au niveau du laboratoire (réactifs, temps de 

traitement, etc.) les études WGS génèrent des données de taille considérable qui demandent des 

infrastructures informatiques puissantes en conséquence. Les WGS exigent presque de facto 

d'utiliser des super-ordinateurs, par exemple, simplement pour le premier jeu de données, c'est 

plus de 1Tb de séquences brutes (qui ont été doublées lors de la concaténation et autre étapes) 

et des dizaines et des dizaines de Gb de fichiers d'analyses; loin d'être envisageable sur un 

ordinateur de bureau.  

 

13.2.3 Calcul des comptes normalisés 

Une fois les lectures courtes alignées avec BWA, la liste des lectures attribuées à 

Eggerthella lenta a été extraite pour chaque échantillon analysé. Les listes ont été inspectées 

sommairement visuellement, avec leurs informations. Plusieurs échantillons ont aussi été 

visualisés avec IGV (Integrative Genomics Viewer) du Broad Institute (209), permettant de voir 

directement les lectures de PCR alignées contre le génome de référence de E. lenta. Cette étape 

n'a toutefois pas servi à ajouter d'information, simplement visualiser les alignements.  

 

Les lectures bien alignées ont aussi été sélectionnées selon les deux critères suivants, qui 

sont résumés par l’indicateur "SAM flag", un indicateur qui résume la qualité de l'alignement et 

d'autres informations. Toutes les lectures de PCR se voient individuellement attribuer un tel 
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indicateur qui utilise un système d'addition de bits. La valeur de l'indicateur est la somme de 

tous les bits informatiques et, comme deux bits ont tous des valeurs différentes, le chiffre total 

peut à tout moment être redécomposé en l'ensemble des indicateurs associés à une lecture de 

PCR. Il y a 12 caractéristiques avec deux états possibles et un SAM Flag et il le site 

https://broadinstitute.github.io/picard/explain-flags.html permet de d'équivaloir les valeurs des 

indicateurs avec les listes de caractéristiques des lectures de PCR. De plus, le fait d'utiliser 

l'indicateur '2' fait que le '1' est implicite. Le '1' spécifie que la lecture de PCR doit provenir 

d'une paire de lectures et le '2' que chacune des lectures de la paire ait été attribuée à la même 

séquence de référence. Le fait que les deux lectures aient été indépendamment attribuées à la 

même séquence de référence augmente par beaucoup la probabilité que le génome de référence 

choisi soit le bon. Le traitement des données demande de faire une transformation des fichier 

d'alignement en format ".sam" vers le format compact ".bam" (binary Alignment/Map) et lors 

de cette étape, le filtre '2' a été ajouté dans la commande "samtools view –f 2 –S" dans le but 

d'augmenter la fiabilité des alignements choisis.  

 

13.2.4 Comparaisons de groupes non-paramétriques et modèles statistiques  

Les résultats de quantification de E. lenta n'ont pas produit des distributions normales, 

mais c'était attendu. En effet, le simple étendu des valeurs possibles (de 5 RPM à 4740 RPM 

dans les données des volontaires sains) empêche la formation de distributions simples, 

possiblement que c'est un reflet de la nature exponentielle de la croissance des bactéries. Durant 

une phase d'exploration des données, nous avons aussi tenté de modéliser ces distributions et le 

modèle statistique le plus ressemblant est celui de la bêta-régression. Les distributions observées 

sont généralement bimodales, avec un pic mineur d'abondance dans les valeurs plus élevées.  

 

Bref, il apparaît clair que les données obtenues ne correspondent pas aux exigences des 

modèles statistiques paramétriques. Nous avons donc opté pour l'utilisation de l'équivalent 

nonparamétrique des tests t (de Student), soit le test de Wilcoxon–Mann–Whitney (parfois 

abrévié WMW) qui permet de comparer des groupes selon la positionnalité des valeurs, un peu 

comme la médiane est un équivalent non-paramétrique de la moyenne. Les comparaisons ont 

été réalisées en paires pour chacun des trois groupes de données provenant des volontaires qui 
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ont pris du cefprozil. Des corrections pour tests multiples auraient pu être réalisées étant donné 

que nous avons réalisé trois tests différents. Cela aurait fait passer le seuil de significance de 

p<0.05 à p<0.0167, mais les valeurs de valeurs-p obtenues sont loin de ces deux seuils dans tous 

les cas.  

 

Pour ce qui est des données provenant des expériences in vitro de sélectomique, une 

approche conservatrice a aussi été adoptée. En effet, dans les 192 échantillons mis en culture, il 

existe plusieurs groupes qui diffèrent uniquement sur leur statut sur la présence de céfoxitine. 

C'est à cause des différentes conditions de culture des microbiomes complets ainsi que les deux 

dates de provenance des échantillons mis en culture. Toutefois, au lieu de combiner tous les 

échantillons appartenant à chaque condition et les comparer sur leur statut d'exposition à 

l'antibiotique, nous avons simplement choisi le groupe le plus représentatif et analysé celui-ci 

uniquement. Le groupe choisi est celui où les cultures ont été faites en environnement 

anaérobique parce que cela représente plus fidèlement la condition de l'intestin. De plus, nous 

avons exclu les échantillons provenant des cultures réalisées à partir des échantillons de la 

seconde journée de collecte de spécimens de matière fécale. Cela a restreint à n=24 échantillons, 

qui ne diffèrent que sur leur statut d'exposition à l'antibiotique.  

 

Comme nous disposions de quelques données biométriques non-identifiantes des 

participants à l'étude, nous avons aussi généré quelques modèles statistiques plus complexes. 

Par exemple, nous avons élaboré un modèle avec une correction pour l'âge des participants sur 

les données d'abondance de E. lenta. Un autre modèle prenait en compte l'âge des participants 

et un autre modèle de régression linéaire généralisé (GLM) prenait en compte une combinaison 

des deux facteurs. Toutefois, ces modèles n'amélioraient pas beaucoup le pouvoir prédictif des 

modèles développés et une revue de littérature approfondie a fait ressortir que, avec une taille 

d'échantillon aussi basse que n=18, il n'est pas prudent d'ajouter trop de paramètres dans les 

modèles statistiques.
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14 Résultats 

14.1 Article 

Effect of two cephalosporins on the digoxin metabolizing gut microbiota 
Eggerthella Lenta. 
 
Jérémie Auger; Frédéric Raymond; Steve Geoffroy; Louis-Philippe Lemieux Perreault; Sylvie 
Provost; Simon de Denus; Jacques Corbeil; Marie-Pierre Dubé 
 
• Abstract: 

Background 

The prevalent gut microbiota Eggeterthella (E.) lenta metabolizes digoxin, a cardiotonic drug with a narrow 

therapeutic index. Daily digoxin dosage compensates for metabolism by E. lenta. 

Materials & Methods  

In this bioinformatics project, we investigated E. lenta’s susceptibility to two antibiotics from the cephalosporin 

family. We used two publicly available datasets where whole gut microbiome communities were exposed to cefprozil 

and cefoxitin, in vivo (intestine) and in vitro (cultures), respectively. 

Results and Conclusion 

We saw a sensitivity trend of the gut bacterium in vivo (cefprozil) and a statistically significant lowering of its 

abundance in vitro (cefoxitin), p=0.046. Whether the antibiotics could contribute to an increase in digoxin 

bioavailability in clinical use will need to be further explored. 

 

• Keywords:  

Eggerthella lenta (fmr. Eubacterium lentum); Digoxin; Cephalosporin; Gut Microbiome; Cardiology, Drug-Drug 

interaction (DDi); Pharmacology, Phramacomicrobiomics;  
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• Main body of text 

Introduction 
Digoxin is widely used as a cardiotonic glycoside for the treatment of heart failure and atrial fibrillation. The bacterial 
specie Eggerthella (E.) lenta (strain DSM 2243) was shown to metabolize digoxin in vivo and in vitro [1, 2]. A clinical 
trial identified that 14% of digoxin users in the study had a "high metabolizer" profile and that for these digoxin 
patients, over 40% of the drug was reduced to an inactive metabolite before intestinal absorption. There are at least 
24 known strains of the species E. lenta [3] and about half of these strains possess the genetic components involved 
in the metabolism of digoxin. Since the complete genomic sequences of all of these 24 strains are not fully curated 
online, we used a database including the 5-best known Eggerthella lenta strains, with the only metabolizing strain 
being E. lenta DSM 2243. Additional studies have also described the metabolism of digoxin by gut bacteria in patients 
[4-6], but none have yet quantified E. lenta using microbiome whole genome sequencing technologies before and 
after exposure to antibiotics.  
 

Digoxin has a notoriously narrow therapeutic range and an unusually low therapeutic dosage, one of the only drugs 
with a plasmatic concentration that must be maintained in the low nanograms range (recommendation 0.5 ng/mL – 
0.9 ng/mL of plasma [7]). Digoxin toxicity is one of the most frequently encountered adverse drug reaction [8] and 
can lead to life threatening adverse effects [9]. Hospitalizations for digoxin toxicity are often due to the addition of 
antibiotics to patient's drug regimens and interactions with macrolide antibiotics are frequent [10]. Here, we 
investigated our ability to detect E. lenta in gut microbiome samples from 18 healthy volunteers, before and after 
exposure to the cephalosporin cefprozil, using whole genome shotgun sequencing of microbiome specimens. A 
second dataset was created by in vitro culture of the specimens, with and without exposure to the cephalosporin 
cefoxitin, followed by whole genome shotgun sequencing. The results indicate that E. lenta's abundance is reduced 
by a cephalosporin antibiotic in vitro and report a trend for a decrease with in vivo exposure. Whether the negative 
effects of cephalosporin antibiotics on E. lenta could contribute to an increase in digoxin bioavailability in clinical use 
will need to be further explored. 
 

Recent progress in next-generation sequencing (NGS) allows for the complete characterization of the microbial 

communities in a stool sample, without the need for bacterial culture [11]. As much as 85% to 99% of bacteria and 

archaebacteria cannot be grown by in vitro culture using general protocols and are therefore difficult to study by 

conventional microbiology methods [12, 13]. NGS techniques have paved the way for the emerging field of 

pharmacomicrobiomics, which investigates the roles of bacteria in the pharmacokinetics (PK) and the therapeutic 

response to drugs [14-16], most notably by studying the gut microbiome [17]. Recent studies have demonstrated the 

role of the microbiome in the efficacy of a wide range of medication including chemotherapeutic agents [18-21] and 

metformin [22-24]. Drugs administered intravenously can also be affected by the gut microbiome’s metabolic activity, 

as the molecules can be secreted in the gut lumen in association with bile acid prior to reabsorption in the distal ileum 

and transport back to the liver via portal circulation [25]. 
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Here, we revisited a dataset of 18 healthy volunteers before and after exposure to the cephalosporin cefprozil using 

whole genome shotgun sequencing of fecal samples to assess the in vivo bactericide effect of the antibiotic on E. lenta. 

We also present the results of in vitro cultures of the stool specimens of 24 healthy volunteers with and without 

exposure to another cephalosporin antibiotic, cefoxitin, followed by whole genome shotgun sequencing.  

 
• Methods 

Study participants 

Twenty-four healthy volunteers were recruited in the Quebec City region (Canada), were aged between 21 and 35 
years and had normal intestinal transit. Subjects with any of the exclusion criteria below were not eligible for 
participation to the study: 
 

 Working in a health-care facility or living with 
someone working in a health-care facility 

 Working on a farm or household contact in 
the last 2 weeks 

 Slaughterhouse worker or household contact 
 Animal care worker or household contact 
 Chronic alcohol consumption (more than 

one 1.5-ounce servings of 80 proof distilled 
spirits, five 12-ounce servings of beer or five 
5-ounce servings of wine per day) 

 Antibiotic therapy or history of 
hospitalization (>24 h) in the past 12 months 
prior to the study 

 Living with someone or an animal that has 
been on antibiotic therapy in the last month 

 Vegetarians 

  Smokers 
 Any gastrointestinal or underlying pathology 
 Any chronic illness 
 Any infection requiring chemo/ antibiotic 

therapy 
 Diarrhoeal disease (World Health 

Organization definition) in the last 3 months 
prior to the study 

 Gastro-intestinal-related medication 
(prescription antibiotics) 

 Immunomodulating medication such as 
antitumour necrosis factor or steroids 

 Allergy to β-lactams 
 Pregnant or lactating women 
 Taking alimentary supplements 
 Body mass index abnormal <18.5 

or >30 kg/m2 



 

 

 
 
The clinical protocol was conducted with the approval of the ethical committee of the CHU de Québec–Université 
Laval, with written and informed consent obtained from the participants prior to the start of the study. 
 
 
Study Design 

From the 24 healthy subjects enrolled in the Raymond et al. study [26], 18 were given 500 mg of cefprozil twice 
daily over the course of seven days and 6 were controls. Fecal samples were collected at the day of enrolment 
(D0), after the week of cefprozil exposure (D7) and after a resting period (D90). Stool samples were self-collected 
by participants on D0, D7 and D90 according to instructions based on the human microbiome project protocols 
[27]. Stool specimen collection kits comprised one Ziploc bag (Johnson and Son, Brantford, ON, Canada) and one 
paper bag for transport, one GasPak EZ Anaerobe sachet (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA), one 
M40 Transystem 408C transport swab (Copan Italia S.P.A., Brescia, Italy), one Commode Specimen Collection 
System (Biomedical Polymers, Inc., Gardner, MA, USA). All samples were brought to the laboratory within 2 h of 
collection and placed immediately in an anaerobic chamber for processing. 
 
We also used data from the 2019 Raymond et al. study [28] a secondary dataset derived from samples from the 
first two sampling days (D0 and D7) that were each divided into four different culture conditions, for a total of 192 
test samples (4 conditions X 24 patients X 2 sampling times). Briefly, 1g of fecal matter served for inoculation of 
the cultures grown in MCDA broth [29]. The 4 culture conditions are pairs of these two variables: i) aerobic 
(supplemented with 5% C02) vs. anaerobic, ii) No antibiotic vs. 32µg/ml of cefoxitin. This design yields 4 the groups 
(as shown on figure 2) Aerobic-None; Aerobic-Cefoxitin; Anaerobic-None; Anaerobic-Cefoxitin. All the samples 
were incubated at 35°C for 7 days.  
 
 
DNA extraction and sequencing 

The raw genomic reads are available in the European Nucleotide Archive (EBI) database under the project number 
PRJEB8094 and sequencing methodology is described in [26]. Briefly, bacterial genomic DNA was extracted from 
500 mg aliquots of frozen stool samples, sequencing libraries were prepared using the Nextera Sample Preparation 
Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) and sequencing was performed on the HiSeq 1000 sequencer (Illumina) using 
v3 chemistry and paired-end 101 bp reads. A total of 72 microbiome samples were sequenced with an average of 
15 Gb. A total of 192 in vitro samples [28] were sequenced at lower depth with an average of 2.5 Gb of raw fastq 
sequence per sample.  
 
 
Bioinformatics analytical Methods  

Here, we used the BWA (Burrows-Wheeler Aligner) alignment tool to align reads to a database of 5,141 bacterial 
genomes that represent the diversity of normal human gut microbiomes. Since the complete genomic sequences 
of all 24 previously reported E. lenta strains were not fully curated online at the time of analysis, we included in 
the reference database the 5-best characterized E. lenta strains (DSM 2243; lenta-84112; sp. 1_3_56FAA-665943; 
sp. YY7918-502558; sp. HGA1-910311), of which the only strain known to metabolize digoxin is DSM 2243. We 
included closely related bacterial species in the reference database, including Slackia spp., Gordonibacter spp. and 
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Adlercreutzia equolifaciens to increase accuracy in reads mapping to E. lenta. The reads attributed to E. lenta DSM 
2243 with a high level of confidence were extracted and counted using closed- reference OTU picking. Only reads 
mapped in proper pairs on E. lenta DSM 2243 genome, with a minimal match of 90 nucleotides out of the 101 
nucleotides full-length sequencing reads, were considered specific to this strain. The read counts were then 
normalized by the total number of reads per sample and expressed as number of reads per million (rpm).  
 
The relative abundances of E. lenta were compared between sampling times for the 18 participants exposed to 

cefprozil. Data from each sampling day (D0, D7 and D90) were compared pairwise using the Wilcoxon signed-

rank test (3 paired comparison tests) using the R statistical package. The p-values computed with these tests are 

shown on Figure 1 for the three time intervals. We plotted the data using Raw Description and Inference plots 

(RDI) showing median and high-density intervals computed using a Bayesian algorithm. As illustrated in the 

Supplementary Figures S1 and S2, there was one extreme outlier (P21) observed on D90 with values of 1,186 rpm, 

more than 6 times greater than the second highest value. Anecdotally, this volunteer reported using iron 

supplements and had to be excluded. The calculated minimally detectable mean of paired differences with 80% 

power using the Wilcoxon test for change in E. lenta rpm from D0 to D7 was estimated as a decrease of 30.2 rpm 

at P= 0.05. The fold changes were calculated as Fc= log2(B/A) where "A" is the initial condition (before receiving 

or without antibiotics) and "B" is the treatment. The ratio (B/A) itself illustrates an augmentation when above 1 

and a diminution when between 0 and 1. The log2(B/A) transformation allows to calculate the doubling of the 

microbiota's counts (a Fc of 1 is equal to a doubling of the counts and a Fc of -1 is equal to a halving of the counts) 

and makes the fold changes values symmetrical around zero. 

 
We used the 'pirateplot' library implemented in R https://github.com/ndphillips/yarrr  to plot the calculated E. 
lenta relative abundances. This representation shows raw data points, a zone of high-density interval (a robust 
equivalent to the error bars) and an outline of the distribution (RDI plot: Raw data, Descriptive and Inferential 
statistics).  
 
For the in vitro culture experiments, similar alignment and statistical approaches were used. Here, we report D0 
samples cultured in an anaerobic environment (n = 24) with and without cefoxitin, which were compared with a 
Wilcoxon signed-rank test.  
 
• Results 

Healthy volunteers, oral cefprozil and gut microbiome 

At initial sampling day (D0) for the 18 volunteers in the cefprozil group the median number of reads mapping to 

E. lenta was 34.5 reads per million (rpm) (min. 2.77; max. 136), after twice daily 500mg of cefprozil exposure 

(D7), the median number of reads was 14.4 rpm (min. 1.35; max. 192), and after 90 days following study initiation 

(83 days exposure free) (D90), the median number of reads is 12.5 rpm (min. 1.90; max. 1185). The results are 

summarized in Table 1 and are graphically represented in Figure 1.  
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Table 1. Summary of WGS reads mapping to E. lenta.  

 
Stool samples from 18 healthy volunteers prior and after exposure to cefprozil 
 Reads per million mapped to E. lenta 
Sampling visit N Median Min Max Mean  SD 
Study initiation, prior to exposure (D0) 18 34.5 2.77 136 40.2 39.6 
After 7 days of exposure to cefprozil (D7) 18 14.4 1.35 192 43.9 59.1 
After 90 days post-study initiation (D90) 18 12.5 1.90 1185 86.1 275 
Paired sample differences 
Change at D7 (D7-D0) 18 -1.2 -61.8 155 3.6 48.9 
Change at D90 (D90-D0) 18 -2.6 -114 1049 45.9 252 
% change at D7  18 -3.3 -179 449 10.4 142 
% change at D90 18 -7.5 -331 3045 133 731 
 
Culture of stool samples from healthy volunteers  
Sampling visit, culture environment N Median Min Max Mean  SD 
D0 samples, aerobic culture without cefoxitin 24 4,113 35.7 67,830 8,027 13,861 
D0 samples, aerobic culture with cefoxitin 24 5,850 3.23 77,944 9,556 15,829 
D0 samples, anaerobic culture without cefoxitin 24 8,776 56.8 64,371 14,201 15,734 
D0 samples, anaerobic culture with cefoxitin 24 4,970 68.7 48,770 7,719 9,873 
D7 samples, aerobic culture without cefoxitin 18 5,560 4.59 28,186 8,523 8,991 
D7 samples, aerobic culture with cefoxitin 18 2,856 3.11 16,244 4,704 4,921 
D7 samples, anaerobic culture without cefoxitin 18 20,458 79.7 120,654 24,751 26,928 
D7 samples, anaerobic culture with cefoxitin 18 5,112 14.1 87,943 11,851 18,891 
 
Paired sample differences with and without cefoxitin (diff. Cefoxitin - None) 
 Differences in reads per million mapped to E. lenta 
Sample origin, condition N Median Min Max Mean  SD 
D0 samples, aerobic culture 24 -145 -

64,686 
73,727 1,529 21,319 

D0 samples, anaerobic culture 24 -1,203 -
59,213 

43,834 -6,481 18,910 

D7 samples, aerobic culture 18 -1,065 -
23,622 

7,952 -3,819 8,412 

D7 samples, anaerobic culture 18 -11,355 -
90,323 

84,287 -12,899 30,466 

 Percentage of change, compared to no ATB condition 
D0 samples, aerobic culture (% change) 24 -3.5 -1573 1792 37.2 518 
D0 samples, anaerobic culture (% change) 24 -13.7 -675 499 -73.8 215 
D7 samples, aerobic culture (% change) 18 -19.1 -425 143 -68.7 151 
D7 samples, anaerobic culture (% change) 18 -55.5 -441 412 -63.0 149 
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Figure 1. Raw description and inference graph showing E. lenta WGS reads and fold changes for the oral 

cefprozil experimental data 

 

The median value at day 7 was 20.1 rpm smaller compared to the one at day 0, with a median decrease of 1.15 rpm 

from D0 to D7 in the number of reads attributed to E. lenta. At day 90, the median number of reads attributed to E. 

lenta remained low, with a median decrease of 2.6 rpm compared with day 0. These values, however, did not 

produce statistically significant differences, with P= 0.702 for changes from D0 to D7, and P= 0.325 for changes 

from D0 to D90 (Wilcoxon rank-sum test).  

 

The right most panel in Figure 1 illustrates the fold changes (Fc) in the counts of E. lenta over time for each 

individual, with the first interval (noted D0->D7) showing the changes in the initial time interval (before and after 

exposure to cefprozil) and the second interval (noted D0->D90) showing the changes between the initial levels and 

the final levels. The reads mapping to E. lenta generally decreased following exposure to cefprozil, with a 

calculated Fc= -0.33 (min: -4.70; max: 2.64; sd: 1.83), which corresponds to a diminution in the counts by one 

quarter. The second Fc time intervals shows that the E. lenta read counts remain low even after 90 days with Fc= -

0.45 (min: -3.02; max: 3.13; sd: 1.39).  
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Whole microbiome in vitro culture experiment, with and without cefoxitin  

In vitro cultures were generated from stool samples taken from 24 healthy volunteers on day 0 (D0) and on day 7 

(D7) that were grown in both aerobic and anaerobic environments and in the presence or absence of cefoxitin (Table 

1, bottom section of table). The median number of reads mapping to E. lenta in the 24 samples prior to culture was 

34.5 rpm (min. 2.77; max. 136), was 8776 rpm (min. 57; max. 64,371) when grown without cefoxitin in an 

anaerobic culture and 4970 rpm (min. 69; max. 48,770) with cefoxitin (anaerobic).  

 

 

 
Figure 2. Raw description and inference graph showing E. lenta WGS reads from the in vitro experiments 

grown in an aerobic and anaerobic environment with and without cefoxitin  

 

Figure 2 shows results from the culture of stool samples taken from 24 healthy volunteers unexposed to antibiotics 

after 7 days of culture in anaerobic conditions with and without cefoxitin. As emphasized on figure 3, the median 

decrease in reads mapping to E. lenta in the presence of cefoxitin was -1203 rpm (P= 0.046) for the 24 samples 

from day 0 (no previous exposure to antibiotics) and grown in an anaerobic environment.  
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Table 2: Summary of all the calculated fold changes. 

 

 
Figure 3. Raw description and inference graph showing E. lenta WGS reads and fold changes for the in vitro 

experiments 

 

  

 Fold changes [log2(B/A)] 

Stool samples from 18 healthy volunteers before and after exposure to cefprozil 

Time interval N Median Min Max Mean  SD 

D0 -> D7 18 -0.33 -4.70 2.64 -0.49 1.83 

D0 -> D90 18 -0.45 -3.02 3.13 -0.35 1.39 

D7 -> D90 18 -0.12 -3.44 4.00 0.14 2.14 

Samples from in vitro cultures 

D0 samples, aerobic culture 24 -0.19 -11.06 4.21 -0.68 3.20 

D0 samples, anaerobic culture 24 -0.57 -4.56 3.30 -0.75 1.93 

D7 samples, aerobic culture 18 -1.19 -6.16 4.22 -1.10 2.18 

D7 samples, anaerobic culture 18 -1.31 -5.67 4.59 -1.45 2.07 
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Discussion 
We have revisited data generated in the 2016 Raymond et al. study [26] which included whole genome shotgun 

sequencing of stool samples from 18 healthy volunteers before and after exposition to the cephalosporin cefprozil. 

We assessed the in vivo bactericide effect of the antibiotic on E. lenta as it could play an important role in explaining 

how antibiotics interfere with the pharmacokinetics of digoxin, by using data from the 2018 Raymond et al. study 

[28]. We saw a non-statistically significant reduction in the median abundance of E. lenta, with a median loss of 

3.3% of rpm at D7 (Fc= -0.33). We also performed reanalysis of the in vitro dataset generated by culturing the stool 

specimens of 24 healthy volunteers in both aerobic and anaerobic environments with and without exposure to the 

cephalosporin antibiotic cefoxitin, followed by whole genome shotgun sequencing. Abundance of reads mapping 

to E. lenta increased several hundred folds in the culture environment and enabled to gain precision on the relative 

read estimates in the samples. We saw a significant decrease in E. lenta abundance in the samples grown with 

compared to without cefoxitin (P= 0.0457) taken at D0 in anaerobic culture.  

 

The demonstration of E. lenta's antibiotic susceptibility in the context of complete microbiome environment 

supports the hypothesis of a possible microbiome-mediated effect of antibiotics on digoxin. Here, sequencing reads 

mapping to E. lenta from in vivo specimens did not reach statistical significance, which is likely explained by the 

small sample size (n = 18) and the high variability of E. lenta read counts in the raw data, ranging from 1 rpm to 

1,186 rpm. In addition, a larger sample size may have enabled to assess the impact of initial enterotypes based on 

prevotella spp. to bacteroides spp. ratio (P/B ratio) [30] and see whether the effect of antibiotics on E. lenta is 

modulated by the subject’s initial microbiome composition. 

 

An important limitation of the present project is that the experimental design for the study samples was not 

specifically developed to test the microbiome mediation of the effect of antibiotics on digoxin, as none of the 

volunteers received digoxin. It would be of interest in the future to correlate changes in E. lenta abundance with 

changes in the plasmatic concentration of the cardioglycoside drug. Nonetheless, the conclusions reached here 

provide evidence in support of effects of antibiotics on E. lenta abundance and offer support for the conduct of 

such studies in digoxin treated patients in the future. 

 

Digoxin and its metabolites are measurable in the urine of patients, with a usual 50%-70% of the digoxin dose 

excreted unchanged [31]. When metabolized by E. lenta, digoxin’s lactone ring is reduced and the drug loses its 

affinity for its substrate and is rapidly eliminated as DRPs (Digoxin Reduced Products) [2, 4] . A change in the 

ratio of digoxin excreted in its native form vs. DRPs is a good indicator of an alteration of the pharmacokinetics of 

digoxin mediated by a shift in the gut microbiota. Monitoring this ratio will help determine the cause of the 

plasmatic accumulation of digoxin. 
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Our in vitro cultures demonstrate E. lenta's ability to grow in culture and probably occupy the space that other 

unculturable microbiota lose in the culture medium. The 24 cefoxitin pairs grown in an anaerobic environment had 

significantly lowered E. lenta counts in the antibiotic cultures, with a p-value of 0.0457 computed with a Wilcoxon-

Mann Whitney test. We noted that previous exposure to a cephalosporin did not seem to impact the growth pattern 

of E. lenta (data not shown). To follow up on these findings, it would be interesting to compare the effect of 

different classes of antibiotics on E. lenta's counts. Clinical studies indicate that macrolides are more likely to cause 

digoxin toxicity in patients [32] which could be supported by in vivo or in vitro tests.   

 

Conclusion 
The present study offers a new look at a dataset that was not intended to demonstrate the hypothesis of the gut 

microbiome’s implication in the pharmacokinetic of the heart failure drug digoxin. Trends seen in vivo, are 

supported by our in vitro experiments and indicate a decrease in the relative abundance of E. lenta when exposed 

to cephalosporin antibiotics. Together with the prior knowledge of the ability of E. lenta to metabolize digoxin, our 

results support the hypothesis of a possible microbiome-mediation of the effect of antibiotics on digoxin 

bioavailability.  

Acknowledgments 

JA was supported by a scholarship from the Montreal Heart Institute Foundation. This research was enabled in part 

by computing infrastructures at Calcul Québec (www.calculquebec.ca) and Compute Canada 

(www.computecanada.ca). FR is associated to the Canada Research Excellence Chair in the Microbiome-

Endocannabinoidome Axis in Metabolic Health.  Université Laval et Centre Recherche en Infectiologie 

  



 

76 

 
• Future Perspective:  

The field of pharmacomicrobiomics is an emerging one, but promises to impose itself as a paradigm shift in 

personalized medicine and drug development in the coming years. In the light of all the metabolic pathways and 

the millions of genes that govern them, it is becoming clearer and clearer that the different human microbiomes 

affect the delivery and the efficiency of all drugs, as even intravenously administered drugs interact with the gut 

microbiome. With current knowledge, there are even cases (like with metformin) where the microbiome is the 

actual target of the drug. Hence, the study of microbiome’s composition and functions promises to shed light on 

why certain drugs work for certain subsets of patients but not others. This will certainly help in the development 

of new drugs and the understanding of the mechanisms of action and/or of toxicity of already existing drugs.  

 
• Practice Points:  

 
1. Digoxin is widely used to control Auricular Fibrillation and Heart Failure. 
2. Digoxin has a very narrow therapeutic range. Digoxin toxicity is a major cause of hospitalization in the western 

world.  
3. Digoxin toxicity clinical manifestation: vomiting, confusion, blurry vision or altered colors that can lead to 

heart dysrhythmia (too fast or too slow). 
4. Although falling out of popularity, digoxin is still widely used because withdrawal from the cardiotonic is 

associated with decompensation.  
5. Antibiotics are known to interact with digoxin and modify its pharmacokinetics. These interactions often 

result in digoxin toxicity and hospitalizations. 
6. In toxicity cases, care involves supportive measures and severe cases can be treated with digoxin-specific 

antibodies (Digibind).  
7. Hypokalemia exacerbates digoxin toxicity. 
8. Further research is needed to determine which antibiotics affect less E. lenta, the goal being to keep the 

cardiotonic’s pharmacokinetics unchanged. When prescribing antibiotics for a patient treated with digoxin, 
the current clinical guidelines promote the use of cephalosporins (ex. cefprozil or cefoxitin) over antibiotics 
from the macrolide family (macrolide are associated with higher toxicity risk).  
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• Figure legends 

Figure 1. Raw description and inference graph showing E. lenta WGS reads and fold changes for the oral 

cefprozil experimental data. The left most panel shows E. lenta WGS reads at the three sampling times (Day 0, 

Day 7 and Day 90) in 18 healthy volunteers exposed to 500 mg cefprozil twice daily from days 1 to 7. The central 

panel shows the pairwise changes in abundance of E. lenta reads (red = diminution; blue = augmentation) and the 

rightmost panel depicts the log2 fold changes from D0 (negative = diminution, positive = augmentation). P values 

are from Wilcoxon paired test. The black line represents the median within a box delimiting high density intervals. 

Figure 2. Raw description and inference graph showing E. lenta WGS reads from the in vitro experiments 

grown in an aerobic and anaerobic environment with and without cefoxitin. The 'initial' samples (illustrated 

in blue in both panels) represent the rpm values for the samples taken at D0 before the culture protocol. The black 

line represents the median within a box delimiting high density intervals (computed with the Bayesian algorithm).  

Figure 3. Raw description and inference graph showing E. lenta WGS reads and fold changes for the in vitro 

experiments. The left most panel shows the distributions for the 24 stool samples taken prior to cefprozil exposure 

grown in an anaerobic environment without (labelled 'Not exposed') and with (labelled 'Cefoxitin') the antibiotic 

cefoxitin. The central panel shows the pairwise change in abundance of E. lenta (red = diminution; blue = 

augmentation) and the rightmost panel depicts the log2 fold changes. The p-value is from a Wilcoxon paired test. 

The black line represents the median within a box delimiting high density intervals. 

 
• Table Legends 

Table 1. Summary of WGS reads mapping to E. lenta. The leftmost column is a list of all the conditions for 

quantifying microbiota of interest. The first main horizontal section (“Stool samples…”) comprises 

the raw results E. lenta‘s quantification from microbiome samples, with a second section 

describing the changes in these counts (Paired sample difference). For most descriptive and statistical 

purposes, the second data column (median) is most referred to. The second main section (“Cultures of stool…”) 

contains the raw numbers for the quantification of E. lenta following the in vitro cultures in different conditions. 

The third main section (“Paired sample differences…”) summarizes the calculations for comparing the cultures 

grown antibiotics-free against the cefoxitin cultures.   

Table 2: Summary of all the calculated fold changes for the time intervals of the clinical (top section) and for 

the paired in vitro cultures diverging on the cefoxitin absence / presence (bottom section). All the fold changes 

have been calculated with the formula Fc = log2(B/A), with either T1=A and T2=B (top half); or Atb-free culture=A 

and Cefoxitin culture = B (bottom half). 
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• Supplementary Material: 
 

 
Figure S-1. Clinical design used for the assessment of the effect of cefoxitin on the gut microbiome of 24 

healthy participants. Adapted from the methods of Raymond et aI. 2016 [26]. At enrolment, participants were 

randomized in either Placebo group (n = 6) on cefprozil group (n = 18; 500 mg daily dose). Three stool samples 

were collected and analyzed through a WGS (Whole Genome Shotgun sequencing) analysis pipeline.  
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14.2 Résultats supplémentaires  

 
Figure S. 1. Comparaison des logiciels d'alignement de séquences pour quantifier l'abondance relative de E. lenta. Les 
alignements ont tous été faits en référence fermée sur la même base de données de 5 141 génomes bactériens de référence. Pour 
chaque aligneur, six groupes sont répartis en deux: les témoins (contrôles) et les volontaires exposés (céfprozil). Les deux 
groupes ont été échantillonnés aux jours J0, J7 et J90. Chaque méthode a généré des métriques qui leur sont propres, mais ce 
sont tous des abondances relatives, donc comparables. Les valeurs d'abondances ont toutes été transformées logarithmiquement 
pour améliorer la lisibilité des graphiques.  

 
Figure S. 2. Index de Simpson calculé par échantillon après attribution taxonomique par Ray-Meta (figure générée à partir du 
matériel supplémentaire de Raymond et al. 2016 (217) ). L’index de diversité a été calculé à trois niveaux taxonomiques, le 
genre, la famille et l’espèce (les trois sections principales du graphique). Pour chaque niveau, les n= 18 participants du groupe 
céfprozil (gauche) et les n= 6 du groupe placebo (droite) sont présentés aux trois visites (v1, v2, v3).  
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15 Discussion 

15.1 Susceptibilité de E. lenta au céfprozil dans l'intestin 

Nous avons évalué la susceptibilité in vivo de E. lenta à l'antibiotique céfprozil en se 

concentrant sur les 18 volontaires sains exposés à l'antibiotique durant une semaine. Les témoins 

non exposés n'ont pas été considérés, alors que l'échantillonnage du niveau initial de la bactérie 

permet d'utiliser chaque participant comme son propre contrôle négatif. De plus, les participants 

témoins constituent un groupe restreint de 6 individus et les résultats présentés à la Figure S. 1 

montrent que le problème de la grande variabilité des données s'améliore entre le groupe de 6 et 

le groupe de 18, alors que les zones de haute densité de données sont visiblement moins étendues 

avec les volontaires exposés.  

 

Malgré la variabilité mieux contrôlée avec les volontaires exposés à l'antibiotique, les 

valeurs-p calculées pour les trois intervalles de temps possibles de temps (entre les trois jours 

de collectes J0-J7-J90) n'ont donné aucun résultat de test statistiquement significatif, avec des 

valeurs de p associées de 0.766 (J0-J7), 0.538 (J7-J90) et 0.304 (J7-J90). Les tests non 

paramétriques ainsi réalisés ne permettent pas de conclure qu'il y a un effet, surtout pour 

l'intervalle d'intérêt J0-J7, avant et après la prise d'antibiotique, la valeur-p calculée est grande 

(0.766 >> 0.05; ce qui est très loin du seuil de significativité). Néanmoins, en observant la figure 

l'on peut voir que la médiane mesurée au jour 0 est très en haut de la zone de densité de 

probabilité calculée pour le jour 7. Si la médiane avait été à l'extérieur de la zone de haute 

probabilité inférée, cela aurait été un indicateur de l'inégalité des deux populations (avant et 

après l'antibiotique). Il est pensable que l'augmentation de la taille d'échantillon permettrait de 

réduire la largeur de la zone de densité calculée et ainsi éliminer ce chevauchement des 

distributions et éventuellement prouver la diminution de E. lenta statistiquement.  

 

Pour ce qui est du panneau central, où chacune des données provenant de chaque patient 

sont reliées par une ligne (bleue en cas d'augmentation et rouge en cas de diminution) donne un 
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autre regard sur la variabilité des données. En effet, cela fait ressortir que dans le premier 

intervalle de temps (J0-J7), plusieurs patients qui avaient une abondance moyenne de E. lenta 

ont vu cette quantité fortement diminuée suite à la prise d'antibiotiques. Inversement, quelques 

autres populations de E. lenta ont fortement augmenté suite à la prise de l'antibiotique, 

possiblement. Cette différence est probablement due au fait que ce sont des échantillons de 

microbiome complet, donc ce n'est pas seulement l'effet de l'antibiotique sur E. lenta, mais sur 

toutes les populations bactériennes présentes. Donc, ce n'est pas seulement la bactérie d'intérêt 

qui augmente, mais peut-être que c'est un compétiteur écologique de E. lenta qui est plus 

fortement affectée et donc, la bactérie d'intérêt prend sa place et augmente. Pour résumer, ce 

n'est pas seulement la susceptibilité de la bactérie d'intérêt, mais la différence de susceptibilité 

avec les autres bactéries présentes dans le microbiome à ce moment.  

 

Le troisième panneau de la figure illustre les log2(foldchange), c'est-à-dire une mesure 

de chaque différence à partir du jour initial, rapportée sur le taux initial de E. lenta. Dans ce type 

d'interprétation des données, une valeur de -1 correspond à une diminution de moitié par rapport 

au seuil initial et une valeur de -2 correspond à une diminution par un facteur de 4 (à cause de 

l'échelle logarithmique. Une valeur positive correspond à une augmentation par rapport au taux 

initial alors qu'une valeur négative est synonyme d'une diminution. Pour les deux intervalles de 

temps illustrés, la barre médiane est sous zéro (environ -0.5 dans les deux cas), ce qui signifie 

que pour les intervalles te temps J0->J7 et pour J0->J90, la majorité des échantillons ont vu une 

diminution de l'abondance de E. lenta suite à la prise de céfprozil et que ces taux restent bas 

même après la période de retour à la normale. Donc dans l'ensemble, bien que les statistiques 

ne soient pas conclusives, les résultats tendent à démontrer une diminution de la population de 

E. lenta suivant la prise de l'antibiotique céfprozil par des volontaires sains.  

 

15.2 Susceptibilité de E. lenta à la céfoxitine in vitro 

Nous avons aussi étudié l'effet d'une autre céphalosporine de seconde génération, la 

céfoxitine, sur le microbiome fécal complet cultivé in vitro. Ces analyses ont généré quelques 
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résultats intéressants, dont une diminution statistiquement significative de la bactérie d'intérêt 

lorsque cultivée avec l'antibiotique. Dans un premier temps, la figure 2 présente tous les résultats 

de sélectomique, sauf ceux provenant des 6 témoins qui n'ont pas été exposés à l'antibiotique, 

qui sont absents du panneau de droite de la figure. La figure présente deux panneaux qui 

présentent chacun 5 groupes de lectures d'abondance de E. lenta. Le premier de ces 5 groupes, 

à gauche en bleu dans les deux cas, représente le taux initial de la bactérie d'intérêt dans les 

échantillons avant leur mise en culture. Les quatre autres groupes sont les résultats de la culture 

in vitro et il est facile de constater que toutes les abondances de E. lenta sont beaucoup plus 

élevées suite à la culture qu'au seuil initial de l'échantillon, signifiant que peu importe la 

condition de culture, la bactérie E. lenta se développe très bien en laboratoire (minimalement, 

qu'elle se développe mieux que les autres bactéries avec lesquelles son abondance est comparée 

dans les calculs d'abondance relative).  

 

Ensuite, la différence entre le panneau de gauche et de droite est l'exposition préalable à 

l'antibiotique cefprozil. Le panneau de droite (B.) présente les échantillons mis en culture 

provenant des volontaires après avoir été exposés à l'antibiotique durant une semaine, alors que 

celui de gauche (A.) présente les échantillons "naïfs", mis en culture sans avoir été exposés à 

quelque antibiotique préalablement à la mise en culture. Ainsi, ces résultats pourraient illustrer 

un effet préparateur sur les communautés bactériennes du microbiome intestinal des 18 

participants à l'étude, alors que l'exposition à une première céphalosporine (le céfprozil) aurait 

pu activer des mécanismes pour prémunir les microbiotes contre l'exposition à une seconde 

céphalosporine in vitro, ici le céfprozil. Toutefois, la comparaison visuelle des deux panneaux 

(A./B.) de la figure 2 permet de constater que dans les 4 conditions de culture, le microbiote E. 

lenta a proliféré de manière très similaire. Des comparaisons numériques ont aussi été réalisées 

et confirment que la croissance observée n'est pas affectée par la préexposition au céfprozil.  

 

La figure 3 présente un sous-ensemble de 24 échantillons de culture in vitro provenant 

des 24 échantillons des volontaires au jour de collecte J0, soit avant l'exposition à l'antibiotique. 

Les analyses statistiques des expériences in vitro sont ciblées sur les 48 échantillons mis en 
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culture en condition anaérobique, alors que cet environnement reproduit plus fidèlement la 

condition de l'intestin, avec les 24 échantillons cultivés en parallèle, avec ou sans l'antibiotique 

céfoxitine ajouté au milieu de culture. Ces échantillons mis en culture sont donc, non pré-

exposés aux céphalosporines et cultivés sans oxygène, pour un total de n=24.  

 

Le panneau de gauche de la figure 3 présente les 24 échantillons décrits au paragraphe 

précédent, cultivés sans et avec céfoxitine. La médiane est plus basse dans le cas de culture avec 

l'antibiotique, alors que la croissance de E. lenta est diminuée de façon statistiquement 

significative par rapport à son homologue cultivé sans antibiotique, avec une valeur de p de 

0.0457 calculée avec un test de Wilcoxon-Mann-Withney. D'ailleurs, à la figure 2, toutes les 

paires de 24 échantillons mis en culture sans/avec céfoxitine démontrent la même tendance à 

l'inhibition de la croissance de E. lenta, même après la préexposition à une autre céphalosporine, 

ce qui soutient l'observation de la sensibilité de la bactérie aux céphalosporines. Les autres 

résultats de culture in vitro n'ont pas été considérées pour les tests statistiques présentés ici pour 

éviter de bonifier artificiellement les résultats des tests statistiques en incluant des échantillons 

qui sont presque des réplicats techniques.  

 

Encore dans la figure 3, le panneau central présente les 24 échantillons décrits dans le 

paragraphe précédent, mais cette fois en les reliant en paires selon duquel participant à l'étude 

provient l'échantillon de microbiome mis en culture. Il est intéressant de constater que la 

majorité des échantillons connaissent une baisse significative de l'abondance de E. lenta en 

présence du céfoxitine (lignes rouges), mais que pour 7 échantillons c'est une augmentation de 

l'abondance qui est constatée (avec 4 échantillons qui augmentent par un facteur d'au moins 2). 

La tendance est quand même à la diminution, alors que les 17 autres échantillons ont vu une 

diminution d'abondance de la bactérie d'intérêt par rapport au taux sans antibiotique, avec 7 

échantillons qui ont connu une diminution d'abondance par un facteur d'au moins 4. Finalement, 

le panneau de droite de la figure 3 présente les changements d'abondance relative avec 

antibiotique par rapport au niveau de la culture sans antibiotique sous la forme de log2(Fold 

Change), comme avec les résultats de la partie in vivo avec les volontaires. Comme décrit plus 
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tôt, un résultat négatif indique une diminution alors qu'un nombre positif témoigne d'une 

augmentation de l'abondance de la bactérie quantifiée. Cette distribution de valeurs illustre que, 

comme décrit plus tôt, certains échantillons ont proliféré positivement dans un milieu ajouté 

d'antibiotique, mais que pour la majorité, c'est une diminution d'abondance qui est observée. La 

valeur médiane de log2(FC) est égale à -0.573, ce qui correspond à une diminution de 

l'abondance par un facteur de 1.49 fois par rapport à l'abondance initiale. Cela signifie que, en 

culture d'échantillons complets de microbiome fécal, la prolifération de la bactérie E. lenta est 

négativement affectée par l'exposition à l'antibiotique céfoxitine.  

 

15.3 Forces et faiblesses de l’étude 

La présente étude est intéressante alors qu'elle revisite vieille une hypothèse de 

pharmacomicrobiomique, mais à une époque où les technologies permettent d'étudier 

efficacement le microbiome intestinal humain. En effet, comme décrit plus tôt, de nombreux 

facteurs ont mené à la marginalisation des évidences du rôle de Eggerthella lenta dans la 

pharmacocinétique de la digoxine. En démontrant la sensibilité du microbiote d'intérêt à deux 

céphalosporines, cette étude valide une étape préliminaire dans l'étude du rôle du microbiome 

intestinal dans les nombreux cas de toxicité à la digoxine qui surviennent suite à l'administration 

d'antibiotiques à des patients ayant des problèmes cardiaques.  

 

Un second point intéressant de l'étude est le fait d'utiliser des données de séquençage 

génomique complets (WGS, décrit dans matériel et méthodes), ce qui a permis de raffiner la 

distinction entre les souches de bactéries en utilisant les génomes complets des différentes 

souches de E. lenta dont les génomes sont disponibles au NCBI. Cela a permis de jeter un coup 

d'œil nouveau sur un jeu de données déjà existant et d'identifier la variation de la souche 

métabolisatrice DSM 2243 suite à l'exposition aux antibiotiques. Il sera aussi éventuellement 

intéressant d'utiliser une approche de PCR ciblée sur le gène métabolisateur, comme dans 

l'article récent de Bisanz de 2018 (13), afin de suivre de plus près l'évolution du potentiel de 

dégradation de la digoxine par le microbiome suivant l'exposition à des antibiotiques. En effet, 
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il serait très intéressant de voir si le potentiel génétique pour la dégradation de la digoxine est 

affecté par la prise d'antibiotiques de la même façon que l'abondance de la souche 

métabolisatrice est affectée.  

 

La limitation majeure du projet vient du fait que le design expérimental n'a pas été 

développé avec les présentes hypothèses en tête. En effet, aucun des volontaires n'ont reçu de 

digoxine et il est donc impossible de confirmer que l'antibiotique agit sur la pharmacocinétique 

du médicament cardiotonique. Les tests in vitro ont aussi été réalisés sans digoxine et les 

interactions entre les deux classes de molécules n'ont pas pu être observées dans ce contexte non 

plus. Ces limitations ne réduisent pas l'importance des conclusions du présent projet, soit la 

démonstration de la sensibilité de la bactérie métabolisatrice de la digoxine en présence 

d'antibiotiques de la famille des céphalosporines. Ce projet post-hoc d'analyses valide des 

prémisses pour l'élaboration de projets visant à confirmer le rôle de E. lenta dans la 

pharmacocinétique de la digoxine et son implication possible dans les cas de toxicité due aux 

interactions antibiotiques-digoxine. 

 

15.4 Perspectives futures 

Dans un premier temps, il est certain que la meilleure façon de tester le rôle de 

Eggerthella lenta dans les cas de toxicité à la digoxine serait de recruter les patients sous thérapie 

au cardiotonique lorsqu'ils se font prescrire des antibiotiques pour des infections non reliées. Il 

serait possible de prendre des échantillons pour analyser les deux paramètres principaux, soit 

l'abondance de E. lenta (échantillonnage métagénomique du microbiome) et quantifier 

l'élimination de la digoxine et de ses métabolites secondaires, surtout les DRP urinaires. Il serait 

ainsi possible de mesurer plusieurs paramètres très intéressants pour la théorie explorée dans ce 

projet. Dans un premier temps, il serait possible de quantifier la variation d'abondance de E. 

lenta dans des conditions physiologiques humaines et de possiblement même de suivre cette 

progression selon l'effet de divers antibiotiques (et ainsi comparer leurs effets respectifs). 

Ensuite, en échantillonnant la formation des métabolites secondaires, il serait possible de relier 
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la composition du microbiome intestinal in vivo avec le niveau de transformation de la digoxine 

en DRPs (Digoxin Reduced Products). Une analyse de type WGS sur génomes bactériens 

complet permettrait aussi de confirmer ou découvrir les gènes corrélés avec le niveau de 

transformation de la digoxine, comme ceux de la liste de gènes identifiés par Bisanz et al. en 

2018 (13). Ces découvertes permettraient de concevoir des meilleurs tests pour l'échantillonnage 

et la caractérisation de E. lenta par rapport à son rôle dans la pharmacocinétique de la digoxine.  

 

Pour faire les tests cliniques décrits au paragraphe précédent, il serait nécessaire d'obtenir 

un échantillon au jour zéro, soit avant la prise d'antibiotiques, afin d'établir le niveau de base de 

métabolisme et utiliser les patients comme leur propres contrôles négatifs. Cela est très 

important parce qu'il existe beaucoup de variabilité au niveau de l'activité de E. lenta entre les 

patients, comme illustré dans ce projet et dans quelques autres publications (12). Toutefois, il 

faudrait que le protocole soit bien implanté et ne puisse pas nuire à la qualité des soins prodigués, 

par exemple au niveau du temps d'administration des doses d'antibiotiques. Le résultat attendu 

serait une diminution des DRPs urinaires par rapport au jour initial d'échantillonnage (et donc 

une augmentation de la digoxine éliminée inchangée dans l'urine et les selles). Toutefois, la mise 

en place d'un protocole clinique est généralement très onéreux et d'autres résultats plus simples 

à obtenir pourraient aussi servir à confirmer le rôle du microbiote dans la pharmacocinétique de 

la digoxine.  

 

Un autre étude clinique intéressante pourrait être réalisée avec des volontaires sains à 

qui l'on administre les deux médicaments (digoxine + antibiotique) afin de caractériser la 

cinétique de l'élimination du médicament de la manière décrite dans les derniers paragraphes. 

Une telle étude serait un croisement entre l'étude de Raymond et al. de 2016 (217) celle de 

Hiderling et Hartmann (221), la première ayant administré des antibiotiques et la seconde de la 

digoxine à des volontaires sains. Une telle approche serait plus facile à mettre en place, alors 

que le protocole ne serait pas tributaire de la facilité à recruter des patients qui sont dans la 

situation spécifique d'être sous thérapie à la digoxine et d'avoir besoin d'un traitement aux 

antibiotiques. Pour être très rigoureux lors de la réalisation de cet essai clinique, il serait 
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pertinent d'entamer la prise de la digoxine plusieurs jours avant l'administration de l'antibiotique 

étudié. Cela permettra de stabiliser la pharmacocinétique de la digoxine et donnera une période 

d'adaptation au microbiome intestinal, alors que la bactérie d'intérêt réagit en activant 

l'expression des gènes métabolisateurs seulement en présence de digoxine (215). Comme avec 

la procédure expérimentale décrite plus tôt avec les patients d'insuffisance cardiaque, un tel 

protocole permettrait d'identifier les gènes responsables de la transformation, prédire le taux de 

métabolisme et quantifier le changement d'abondance de la bactérie lors de l'administration 

d'antibiotiques.  

 

Comme discuté dans l'introduction, la pharmacomicrobiomique n'a pas pu être 

sérieusement étudiée avant l'avènement des nouvelles technologies de séquençage qui 

permettent de caractériser un microbiome complet sans avoir recours aux techniques de culture 

des bactéries. L'heure est à l'exploration des fondements des interactions entre les bactéries et 

les médicaments, comme l'étude de Maier et al. parue dans Nature en 2018 (222) où le groupe 

de recherche a exposé in vitro des isolats de souches bactériennes importantes dans le 

microbiome intestinal humain normal pour évaluer l'impact de médicaments non antibiotiques 

sur leur croissance. Cette étude a testé un grand nombre de souches bactériennes et d'autant plus 

de médicaments avec des technologies de cultures en plaques à haut débit (high throughput). En 

plus des études de réponse du microbiome (souches isolées ou échantillons de microbiome 

complets) aux médicaments et autres xénobiotiques, il sera intéressant de faire d'autres tests in 

vitro pour évaluer à des frais minimums la transformation de médicaments par les microbiotes.  

 

Dans cet esprit de tests de laboratoire in vitro, quelques expériences pourraient suivre 

les tests de sélectomique présentés ici, dans le but d'explorer le rôle de E. lenta dans la 

pharmacocinétique de la digoxine. Par exemple, il serait intéressant de dresser un profil de 

résistance complet de la bactérie par rapport à différentes classes d'antibiotiques, ce qui pourrait 

éventuellement aider à établir un guide clinique pour les patients traités avec le cardiotonique 

qui ont besoin de traitement aux antibiotiques. Ainsi, il serait possible d'identifier les 

antibiotiques qui sont le moins susceptible de perturber la pharmacocinétique de la digoxine et 
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suggérer ceux-ci pour la clinique. Comme élaboré plus tôt, dans une telle expérience, on 

s'attendrait à ce que la survie de E. lenta soit plus fortement affectée par des antibiotiques de la 

classe des macrolides (comme la clarithromycine) que les antibiotiques de la classe des 

céphalosporines (comme le céfprozil, la céfoxitine et le céfuroxime). Si la clarithromycine 

affecte plus sévèrement la survie de E. lenta que les céphalosporines, cela concorderait avec 

l'hypothèse du rôle du microbiome dans les cas de toxicité à la digoxine observés suivant la 

prise d'antibiotiques.  

 

Finalement, il serait intéressant d'observer la réduction de la digoxine par le microbiome 

in vitro en exposant les bactéries au cardiotonique en laboratoire. Par exemple, il serait possible 

de caractériser plus en détail des isolats des 24 souches de Eggerthella lenta récemment 

répertoriées (13), et de quantifier précisément la vitesse de transformation de la digoxine en 

DRPs dans le milieu de culture. En faisant une telle expérience, il serait possible de mieux relier 

les souches avec les niveaux de métabolisation et même contribuer à l'amélioration de la suite 

logicielle ElenMatchR. Ensuite, il serait pertinent de refaire des cultures de microbiomes fécaux 

complets et d'exposer ces cultures à la digoxine. Cela permettrait de voir l'effet des antibiotiques 

sur ces microbiomes complets en culture et leur niveau de transformation de la digoxine. Encore 

ici, il serait très intéressant de comparer l'effet de différents antibiotiques sur la prolifération de 

E. lenta ainsi que sur son niveau de métabolisme de la digoxine. Ces expériences permettront 

de mieux comprendre les fondements pharmacocinétique de la digoxine et éventuellement 

réduire les risques d'intoxication pour les patients qui utilisent ce médicament pour traiter leurs 

conditions cardiaques problématiques.  
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16 Conclusion 

Le présent projet a permis de démontrer la sensibilité de la bactérie Eggerthella lenta à 

deux céphalosporines de seconde génération, le céfprozil (in vivo) et la céfoxitine (in vitro). La 

démonstration de l'effet des antibiotiques sur la survie de ce microbiote intestinal est importante 

dans la démonstration du rôle du microbiome intestinal dans la pharmacocinétique de la 

digoxine chez l'humain et ses implications dans la gestion clinique du cardiotonique.  

 

La susceptibilité de E. lenta à l'antibiotique céfprozil a été étudiée avec un jeu de données 

WGS (Whole Genome Sohtgun) sur l'ensemble des bactéries présentes dans des échantillons de 

microbiome fécal de 18 volontaires sains. Le ratio standardisé de lectures de PCR attribuées à 

la souche métabolisatrice de E. lenta (DSM 2243) a effectivement chuté entre le jour initial de 

collecte de données (J0) et la seconde journée de collecte (J7), soit après une semaine de prise 

quotidienne de céfprozil. La valeur d'abondance médiane de la bactérie a chuté par 58,3% durant 

la période d'exposition à l'antibiotique, mais cette diminution n'a pas donné lieu à des résultats 

statistiquement significatifs de valeur-p (0.766 >> 0.05). Cette non-significativité des résultats 

est due à la grande variabilité interindividuelle au niveau de la composition des microbiomes et 

au petit nombre d'échantillons étudiés dans le volet impliquant des sujets humains (n=18). 

Intéressement, l'abondance du microbiote d'intérêt continue à rester basse, et même à diminuer 

un petit peu, 90 jours après la cessation de la prise d'antibiotiques. La raison pour laquelle E. 

lenta ne retrouve pas son abondance originale suivant l'arrêt du traitement est inconnue et a 

probablement à voir avec le fait que ce sont des échantillons complets de microbiome fécal. 

Nous n'avons pas mesuré une abondance absolue de E. lenta, mais une abondance relative, 

l'abondance de E. lenta et toujours comparée à la prolifération des autres microbiotes intestinaux 

présents.  
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Dans le second volet de recherche, les échantillons de microbiome fécal complet mis en 

culture in vitro ont permis de démontrer la sensibilité de E. lenta de façon statistiquement 

significative avec une valeur-p de 0.0457 (test de Wilcoxon Mann-Whitney). L’ajout des autres 

résultats de cultures in vitro aurait résulté en l'ajout de réplicats techniques quasi similaires aux 

n=24 considérés dans les tests statistiques (sur les 192 échantillons mis en culture). Il vaut de 

noter que dans toutes les autres paires d’échantillons mis en culture, la même tendance 

s’observe, avec des valeurs de comptes normalisés attribués à E. lenta diminuées dans les 

échantillons supplémentés avec la céfoxitine comparativement à ceux incubés sans 

antibiotiques.  

 

Les résultats calculés d'abondance de E. lenta dans les 192 échantillons mis en culture 

in vitro ont été représentés graphiquement et permettent de dégager quelques autres conclusions 

plus sommaires. Par exemple, compte tenu de la grande différence entre les niveaux initiaux 

d'abondance de la bactérie (aux jours de collecte J0 et J7) et tous les niveaux finaux (après 

culture), il est clair que la bactérie E. lenta prolifère bien in vitro (nivaux médians 230 fois plus 

élevé après la semaine de culture qu'avant). L'expérience aurait pu démontrer un effet 

préparateur de l'exposition au céfprozil dans l'intestin et montrer une réaction différente de E. 

lenta lorsque cultivée subséquemment en laboratoire. Toutefois, cet effet n'est pas observé, alors 

que le microbiote d'intérêt prolifère largement peu importe la condition de culture. En fait, la 

condition de culture est un meilleur prédicteur de l'abondance finale de E. lenta que l'exposition 

préalable au céfprozil. Cela signifie que l'exposition intra-intestinale préalable à une 

céphalosporine n'affecte pas la prolifération in vitro du microbiome, même lorsque soumis à 

une seconde céphalosporine en culture.  

 

Les conclusions qui peuvent être tirées de ces analyses sont importantes parce qu'elles 

vont dans le même sens que la théorie selon laquelle les interactions médicamenteuses 

problématiques entre les antibiotiques et la digoxine sont explicable par le rôle du microbiome 

dans la pharmacocinétique de la digoxine. Par exemple, des tests in vitro supplémentaires 
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permettront de déterminer quels antibiotiques sont le moins susceptibles d'être problématiques 

en clinique. D'autres tests in vitro permettront aussi de mieux caractériser les nombreuses 

souches de Eggerthella lenta et améliorer des logiciels comme ElenMatchR et prédire le niveau 

de métabolisme de la digoxine selon les analyses métagénomiques. Des tests plus poussés sur 

pharmacocinétique de la digoxine avec des volontaires sains, semblables à celle de Hinderling 

et Hartmann (221) en 1991, mais avec la prise sélective d'antibiotiques pourraient valider ou 

infirmer hors de tout doute l'implication de E. lenta dans les cas de toxicité à la digoxine 

observés en clinique suivant la prise d'antibiotiques.  
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