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11 décembre 2018 Cours : Microbes Sans Frontiéres, un agenda pour le 21¢™ siecle
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Microbes Sans Frontieres

Monde contemporain des maladies infectieuses = mosaique complexe:

- « Maladies infectieuses « classiques » toujours présentes (inégalités
socio-économiques, inéquité dans acces a préevention et soins)

- Réémergence de maladies infectieuses contrélées (hésitation vaccinale,
antibiorésistance, thérapeutiques plus agressives = immunosuppression )

- Maladies infectieuses (nouvellement) émergentes (marqueurs de I'anthropocéne)
- Epidémies post-modernes, non communicables (OMS) reflétant (en partie)

le déséquilibre croissant entre Homo sapiens et son microbiote altéré par des facteurs
environnementaux caractéristigues du monde moderne



Microbes Sans Frontieres

Passage du concept classique d’interaction hote-pathogéne vers concept
plus large d’interaction héte-microbes déterminant santé et maladie

Vision personnalisée de la relation hGte-microbes impliquant:
geneétique de I'hote, mode de vie, environnement
= émergence medecine de précision / médecine environnementale



Si les peres fondateurs de la microbiologie, de 'immunologie de la vaccinologie et
de l'infectiologie revenaient aujourd’hui...

Jules Bordet Alexandre Yersin Charles Nicolle

Robert Koch Emil von Behring Paul Ehrlich

Joseph Lister Almroth Wright Alexander Fleming
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Si les péres fondateurs de la microbiologie, de I'immunologie de la vaccinologie et
de l'infectiologie revenaient aujourd’hui...

lls observeraient I’extraordinaire impact de leurs découvertes sur le bien-étre
de la société :

- Implémentation hygiene globale (égouts, sanitaires, eau potable, hygiéne
alimentaire)

- Succession de découvertes d’antibiotiques et de vaccins

- Developpement phéeénomeénal de la recherche académique et industrielle dans le
diagnostic, la therapeutique et les vaccins

lls observeraient aussi I'impact croissant d’Homo sapiens sur les divers
écosystéemes de la planéte et son influence dans la survenue de nouvelles
maladies infectieuses



Si les peres fondateurs de la microbiologie, de I'immunologie, de
la vaccinologie et de l'infectiologie revenaient aujourd’hui...

Polio Cases

lls verraient la vaccination universelle comme une « success story »

- Eradication variole (1979) S
- Elimination / éradication (?) en cours de la poliomyélite |
- Contrdle des principales infections communicables de I'enfant e ;\J‘f
H\Va \A
v ! \& s

- Elimination dans de nombreux pays de diphtérie, tétanos, rage, formes sévéres de tuberculose

pédiatrique et leurs prolongements chez adulte, coqueluche, rougeole (?), oreillons, rubéole, hépatite B

- Elimination (éradication ?) possible des diarrhées a rotavirus et des infections a papillomavirus
oncogenes (HPV-cancer du col cervical)

- Possible élimination d’'un groupe d’infections bactériennes invasives mortelles:

- S. pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae b

. N _ . . . .avi(@

- Partenariats publics-privés (PPP = Gouvernements, industrie du vaccin, ONGs, Fondatiorns) *effort
international sans précédent coordonné par OMS permet d’envisager progressivement objectifs
similaires dans régions a bas revenus



Si les peres fondateurs de la microbiologie, de 'immunologie, de la
vaccinologie et de l'infectiologie revenaient aujourd’hui...
lls analyseraient les éléments du succes de la vaccination universelle =

paradigme santé publique au XX¢me sjécle:
Méme vaccin, méme dosage, méme nombre de doses pour tous

Pari sur bon rapport efficacité-risque = acceptabilité

Peu de preoccupation niveau réponse individuelle...

Car obtention couverture exhaustive population
- reduit massivement nombre de cas individuels

- induit immunité de groupe réduisant portage du i ; R N
pathogene, bloguant sa circulation, protégeant la minorité de sujets non-vaccinés et
permettant d’envisager élimination de la maladie (voire éradication)

= Meilleur intervention en santé publique par rapport cout-efficacité



lls identifieraient tensions sur modéle santé publique du 20e™e siécle qu’ils ont inspiré

Population change: vieillissement (espérance de vie en France x 2 au 20*"e sigcle, progresse, Population > 75 ans
va augmenter de 4.2 M / 2000 a 8.3 M en 2030)
Personnes ageées = population la plus sensible aux infections et répondant le moins aux vaccins

Maladies changent: extension du spectre de maladies incidence ;)r;fffrg?f;gsnzf‘é”;‘écocc'q“es
prises en charge et « agressivité » des thérapeutiques

= groupe croissant d'individus extrémement vulnérables (médecine
périnatale (« exprems »), réanimation, traitements anti-cancéreux /
hémopathies malignes, transplantation = pathogénes nosocomiaux

680
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Microbes changent: menace de I’extension de la

(multi)résistance aux antibiotiques = « superbugs » Age Group

Per 100,000 Population

Sociologie change: défiance croissante vis-a-vis politique et science =
défiance vaccinale = risque retour maladies infectieuses (rougeole > coqueluche > diphtérie)
Comportements humains, écologie, agriculture, élevage, climat changent = émergence soutenue

nouvelles maladies infectieuses

Inégalités demeurent = persistance différences géographiques et économiques majeures dans
acces soins et prévention vaccinale. Extension pauvreté / précarité dans pays riches



lIs reconnaitraient fragilité des « magic bullets » d’'Ehrlich = menaces
sur les antibiotiques = antibioresistance

Mortalité annuelle dans I"'UE due aux infections par des abctéries multirésistantes
Essentiellement infections nosocomiales (ECDC/EMEA Working Group, 2009):
25 000 patients (USA > 23 000)

Nombre de morts attribuables a la RAM chaque année

(comparé a d'autres causes majeures de décés)

Résistance Antimicrobienne en 2050

10 millions

Diarrhée Diabéte
1.5 millions

Source: The Review on Antimicrobial Resistance, Jim
O'Neill, 2014

WHO Report (2017)



lls plaideraient pour utilisation parcimonieuse antibiotiques

Antibiotiques aujourd’hui utilisés de maniére indiscriminée dans et hors du contexte
clinique et vétérinaire

- > 50% antibiotiques utilisés sur la planéte = pas pour tes motifs médicaux ou vétérinaires mais
comme facteurs de croissance en élevage, pisciculture et agriculture
Elimination dans I'environnement sous forme largement non dégradée

- 1000 tonnes/an en France (UE interdit usage non médical/non vétérinaire)
- 15 000 tonnes/an aux USA
- Croissance rapide dans les pays émergents

- > 300 000 tonnes/an sur I’ensemble de la planéte ? (Edition spéciale PNAS 2018)

Pression de sélection massive sur monde microbien résistome potentiel énorme (20 000 génes)
Concerne homme, animaux, eaux et sol

« One World-One health » élargi a I'environnement
Antibiotiques passés du statut de « magic bullet » a celui de polluants environnementaux...

Impact = résistance + réduction globale diversité des microbiotes dans
écosystéemes



lls soutiendraient la recherche de nouveaux antibiotiques et
d’'approches alternatives / complémentaires

Recherche nouvelles cibles = nouveaux antibiotiques
Echec global criblage a haut débit de librairies de molécules issues de
synthéses industrie pharmaceutique

Retour a la nature...

Antibiotiques naturels = régulateurs homeéostasie écosystemes

microbiens = meilleure source de nouveaux antibiotiques ?
Actinomyceétes = bactéries telluriques = principaux producteurs
antibiotiques naturels , mais > 90 % bactéries telluriques = non-cultivables !
« Dark matter » (Gerry Wright)

Explorer diversité microbienne tellurique et océanique

Choix rationnel et exploration de nouvelles niches écologiques

(Hughes & Fenical, 2010, Rahman & coll., 2010)

Ex. = Tara Ocean = multitude de taxa, genes et familles protéines
procaryotes inconnus dans plancton épi-et mésopélagiques
Développement nouvelles méthodes de culture = culturomique Sunagawa & coll, 2015, Science

(Lagier et al., 2015, Ling et al. 2015) Buttigieg et al. 2018. Curr Opin Microbio




lls soutiendraient la recherche de nouveaux antibiotiques et
d’'approches alternatives / complémentaires

Approches alternatives / complémentaires = poids croissant
sur les vaccins qui protégent contre la résistance

Directement = Vaccin Pneumocoque

Indirectement = Vaccin rougeole

Vaccins contre pathogénes nosocomiaux

- E. coli (UPEC, STEC) (Gomes-Moriel et al. 2010. PNAS)

- S. aureus (SARM)

- Pseudomonas aeruginosa

- Acinetobacter (Francois et al. 2017. Semin Respir Crit Care Med)

Sérotherapie revisitée: mAb anti-pathogénes nosocomiaux en biofilms
(Raafat et al. 2019. Trends Microbiol)

Phagothérapie (Dufour & Debarbieux, 2017. Med Sci)

Agents dispersants biofilms (Fuqua et al. 2019. J Bacteriol)

8

Evolution de la résistance de
Streptococcus pneumoniae

(o] Pénicilline G (I-R)

O
Q. O
O

o
O o
)

Vaccin antipneumo
heptavalent

O
O

O
O

o

8 N

Erythromycine (I-R)



lls noteraient apparition soutenue maladies infectieuses émergentes

Lopyngni 1ne mcaraw-niil Lompanies, Inc. FEIMISSION equirea 1or reproaucuen or aispiay.

k1

1988
Salmonella
nteritidis PT4
United Kingdom

: 1986 '
1y Bovine spongiform

1982

2 ”
i E. coli
0157:H7
United States 1080 1 080
1981 Hepatitis D Human T-cell
AIDS 1989 (Delta) lymphotropic virus 1
United States V7. \ Hepatitis ¢~ Italy g Japan
o 1976 7 ™S Unlted States 1977
Legionnaires' Disease ‘ ’P’ Hantaan virus
United States 1991 1992 Republic of Korea:
Venezuelan Vibrio cholerae ﬁ, .
hemorrhagic fever & 0139 ‘w
1976 : Venezuela India g
Cryptosporidiosis ' 1999 .
United States Malaysian L
encephalitis
1994 Malaysia
Brazilian )
hemorrhagic fever hemorrhagic fever 1994
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*Animal cases only




Charles Nicolle, 1866-1936
Directeur de I'Institut Pasteur
de Tunis
Professeur au College de
France,

Chaire de Médecine et

Physiologie
Prix Nobel de Physiologie ou
Médecine, 1928

"Il y aura donc des maladies nouvelles. C’est
un fait fatal. Un autre fait, aussi fatal, est que
nous ne saurons jamais les dépister des leur
origine. Lorsque nous aurons notion de ces
maladies, elles seront déja toutes formées,
adultes  pourrait-on dire. Comment les
reconnaitrons nous ces maladies nouvelles,
comment soupgonnerons nous leur existence
avant qu’elles n’aient revétu leur costume de
symptémes ?"

"La connaissance des maladies infectieuses
enseigne aux hommes qu’ils sont fréres et
solidaires. Nous sommes fréres parce que le
méme danger nous menace, solidaires parce
que la contagion nous vient le plus souvent de
nos semblables

Charles Nicolle,
Le Destin des Maladies Infectieuses (1933)



Quid des prévisions de Charles Nicolle ?

Totalement confirmées
Jones KE et coll. 2008. Global trends in emerging infectious diseases. Nature

De 1940 a 2004: 335 maladies émergentes détectées
Croissance réguliere des événements jusqu’a un pic dans les années 80 (100),

largement en rapport avec la survenue du SIDA

Risque d'émergences, particulierement celles d'origine zoonotique, est maximum en
zone intertropicale

Dominées par zoonoses (60,3 %), dont 71,8 %

transmises a partir de la faune sauvage (VIH,
Lassa, Marburg, Ebola, SRAS, MERS...)



Risques partages d'emergence infectieuse

Pays industrialisés:

- Agriculture intensive, chaine alimentaire industrielle, bréches tragabilité denrées
- Environnements complexes, a risque (hépital)

- Changements écologiques / climatiques = déplacement systémes vectoriels
Moustiques (réchauffement), tiques (extension/fragmentation massifs forestiers,

prolifération cervidés)

Ixodes ricinus

7
e/ \

Pays en développement: Aedes albopictus

- Concentrations populations = mégapoles dans conditions d’hygiene précaires, éducation défaillante

- Pollution massive air urbain/domestique (microparticules = premiére cause pneumonies enfant)

- « Invasion » zones forestieres, augmentant les risques de rencontre nouveaux vecteurs et animaux
réservoirs porteurs d’agents infectieux

- Introduction (+/- maitrisée) de la chaine alimentaire industrielle, défi
de la chaine du froid

- Systémes de santé précaires, gouvernance défaillante

Augmentation de la population mondiale (6 mds-7 mds en 15 ans)
Augmentation des voyages: 3,3 milliards de passagers aériens an 2014
(2,1 milliards en 2006)




Emergence modele prise en charge emergence

Modeéle "émergent” pour le contréle des maladies infectieuses émergentes = nécessité
faire impasse — au moins au début — sur un vaccin

Implique combinaison:

- Diagnostic précoce par outils adaptés et robustes au chevet du patient (POC)

- Modélisation étapes précoces de I’épidémie

- Mesures de base de santé publique, en particulier un isolement raisonné (importance
introduction socio-anthropologie dans enquétes) et efficace

- Dans certains cas des traitements - méme moyennement efficaces - qui pourraient diminuer la
charge virale, donc le niveau de transmission et casser la chaine épidémique

Difficile en absence de vaccin (ex: VIH, VHC)

Défi de développer un vaccin dans un temps compatible avec nécessités de casser dynamique
épidémie (recherche-développement + régulations)

Permettra cependant de prendre en compte éventuelle transition pandémique épidémie
ou réémergence ultérieure (ex: Ebola)



Nouveaux paradigmes en vaccinologie

secretome

structural biology

s 5 host
animal modal

Bagnoli F et coll. 2011. OMICS

Mlcroblol
pec rum

Efficient Methods To
Isolate Human Monoclonal
Antibodies from Memory

B Cells and Plasma Cells

DAVIDE CORTI*? and ANTONIO LANZAVECCHIA2

'Humabs B Med 5\ 6500 Bellinzona, Switzerland;
“Institus r Research in Biomedicine, 6500 BcI] nzona, Switzerland



Le(s) microbiote(s) de I'organisme humain

Actinobacteria
B Corynebacterium
Nares W Propionibacterium

[ Other Actinobacteria
|
!

Mouth: saliva

Chacun des sites corporels correspond a une niche
écologique spécialisée caractérisée par ses propres
consortia microbiens, des dynamiques communautaires
différentes et des interactions étroites avec les tissus

] Bacteroidetes

Firmicutes
B [actobacillus
B Staphylococcus
[ Streptococcus
I Other Firmicutes

Séquencgage de nouvelle génération (NGS) et
bioinformatique ont propulsé le microbiote (en particulier
intestinal) au rang de déterminant santé et maladie
Microbiote = senseur, intégrateur et effecteur influences
environnementales

== Fusobacteria
mm Proteobacteria

Mouth: gingiva

L
Mouth: tongue
Mouth: tonsils ‘ [

<« W m *

Gut: stool
4

\ -

'h

Skin:
retroauricular

Skin:
antecubital fossa

Vagina



Le concept de microbiote et son role dans la sante et
la maladie n’est pas récent... (1885)

\ /7 S
T/ / .. : ,
%Il/ﬁ e6 adatr La vision de Louis Pasteur dépassa

Oeuvres

A Editions
L\ cadibtothique Digial

Louis Pasteur
1822-1895

d’emblée la notion de pathogenes

"Souvent dans nos causeries du laboratoire, depuis bien
des années, j'ai parlé aux jeunes savants qui m'entouraient
de l'intérét qu'il y aurait a nourrir un jeune animal, dés sa
naissance, avec des matieres nutritives pures. Par cette
derniere expression, j'entends deésigner des produits

| alimentaires qu'on priverait artificiellement et completement

des microbes communs. Sans vouloir rien affirmer, je ne
cache pas que l'entreprendrais cette étude, si j'en avais le
temps, avec la pensée précongue que la vie, dans ces
conditions, deviendrait impossible."

(Comptes Rendus de I'Académie des sciences, 1885)



Le concept de microbiote et son réle dans la sante et la maladie
n'est pas recent... (1885)

"At a time when microbiologic research has gained us so many laurels by
following the research methods of Koch into the regions of the etiology and
pathology of infectious diseases, it would appear to be a pointless and
doubtful exercise to examine and disentangle the apparently
randomly appearing bacteria in normal feces and the intestinal tract,
a situation that seems controlled by a thousand coincidences. If |
have nevertheless devoted myself now for a year virtually exclusively to
this special study, it was with the conviction that the accurate knowledge of
these conditions is essential, for the understanding of not only the
physiology of digestion, ..., but also the pathology and therapy of microbial
intestinal diseases."

DARMBAKTERIEN
Theodor Escherich mi@“
1857-1911 S e S
s o Escherich, T. 1885.

Die Darmbakterien des Neugeborenen und Sauglings.
— . Fortschr. Med. 3: 515-522, 547-447
e ; Enterobacteria of infants and their relation to digestion

physiology




Le concept de microbiote et son réle dans la
santé et la maladie n’est pas recent... (1907)

Lf PROBLEM
LA VIEFLLES
L"ORTHOBIO

endantla

derniére

périodede

son activité
scientifique,
Metchnikoff
énonce sa doctrine
du développement
harmonieux delavie
humaine.

Si I'homme peut
arriver a vivre dans des
conditions normales et
naturelles, c'est-a-dire
réaliser ce que Metchnikoff
appelle ¢« l'orthobiose », en
maintenant le corps a I'abri
des maladies infectieuses
et des intoxications, il
pourra aller jusqu'au
terme de sa vie naturelle

llchercheles causesdeslésions
quicaractérisent la sénescence
dans l'organisme méme, etne
tarde pas aincriminer la flore
microbienne du gros intestin,
foyer de putréfaction et de
fermentations.

Il montre que les ferments
lactiques sont antagonistes
des microbes intestinaux
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pures de certains
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Par ses travaux sur
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alé entifique

A MALOIN e
e N 0o v

Une vieille femme.
Photo extraite de l'alburm
personnel de Metchnikoft

ETUDEs

LA VATURE Heygp

e g

TN K ory
e
N
Qv
ue*
c«\,«\
ue® A EZL
Q\,c\q -¥ \gz_‘.(
N
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"ASBVB'

pas recent... (1909)

"Having determined by experiment that a given diet (for example, simple
protein) is associated with a definite type of bacterial activity, and that
coincidentally certain of these indicators are present in the urine of the
host, it becomes a relatively simple matter to isolate individual strains of
this fecal flora which will reproduce, either alone or symbiotically with
other strains, these same end-products.”

SOME OBSERVATIONS ON THE STUDY OF THE INTESTINAL
BACTERIA.

By ARTHUR I. KENDALL.
(From the Laboratory of Dr. C. A. Herter, New York.)
(Received for publication, September 14, 1909.)

The alimentary canal may be regarded from the point of view
of bacterial processes within it, as a singularly perfect incubator;

pepeojumoq

‘hemistry

Arthur | Kendall

Northwestern U.,
Chicago
1877-1959



Le concept de microbiote et son role dans la santé et la maladie n’est
pas récent... (1962)

Lzfe on Man

- THEODOR ROSEBURY

NEW YORK |/ THE VIKING PRESS

NSRS P, o7 AN

Theodor Rosebury, Washington University, Saint Louis, Missouri.
Starts writing in1944, publication in 1962...

Rosebury T. 1962. Microorganisms indigenous to man. McGraw-
Hill, New York, pp 1-135



Microbiote intestinal humain: diagnostic moléculaire par séquencgage
Des génes codant ARN ribosomal 16S

"The great plate count anomaly”

Seulement 60-80% des espéces

observées par microscopie dans Pgrified DNA
I'intestin sont cultivables ‘
Diagnostic moléculaire nécessaire 465 JONUx mpiIoaton

. . using tagged primers (V5-V6)
pour « remplir le trou » = génes (16S
(Moore & Holdeman. 1974. Appl .
Microbiol; Hayashi et al. 2002. Microbial 16S rDNA

Microbiol Immunol)

._.; - Multiplex pyrosequencing using
’ the 454 GLX Titanium

Joél Doré R

Microbial sequences

ArrLED AND ENviRosw
0099-2240/99/$04.00 + 0
Copyright © 1999, American Society for

ENTAL MICROMOLOGY, Nov. 1999, p. 47994807 Vol. 65, No

Microbiology. All Rights Reserved

Direct Analysis of Genes Encoding 16S rRNA from Complex Processiné of sequences using Mothur
Communities Reveals Many Novel Molecular Species within the

Human Gut

ANTONIA SUAU,'** REGIS BONNET,” MALENE SUTREN," JEAN-JACQUES GODON,’
GLENN R. GIBSON,” MATTHEW D. COLLINS,? axp JOEL DORE!

Woese et al. 1977.PNAS



De la sequence du génome humain a la séquence de son
microbiote intestinal = metagénomique

- Publication premiére séquence génome humain: International Human Genome Sequencing
- Consortium; Venter et al., 2001

- Besoin urgent "Human second genome project" (Relman & Falkow, 2001, Trends Microbiol)
- Publication premiers métagénomes microbiotes intestinaux humains:

(MetaHit Consortium; Quin et al. 2010. Nature)

4,E+06

3,E+06 -

2,E+06 -

kg = Meta

SEVENTH FRAMEWORK
PROGRAMME

Gene number

http://www.metahit.eu 1,E+06

Métagénome microbiote intestinal humain
Séquencage profond/haut débit 124 échantillons
Individus vivant en Europe (Danemark, Espagne)
Bioinformatique sur 5 milliards de courts »reads » g

- N : e s e " NIH HUMAN
3.3 millions genes identifies = 150x "first genome MICROBIOME
A peu pres 1000 espéces PROJECT

0,E+00 —+—




Percentage of bacteria in gut habitat
0 50 100

N

Normal

Other
bacteria/phylotypes
B Actinobacteria

- Microbiote résident = 1000 espéces, 10x nombre de
cellules somatiques et germinales (104)

fleum

Cecum

Ascending
Colon

Transverse
Colon

Descending é I'oxygéne (EOS),

Colon

Sigmoid
Colon

Rectum

Feces

Firmlcutes; . Firmicutes;

Bacillus

[[] Proteobacteria ] Bacteroidetes

Vicrobiote intestinal humain

Majorité des
bactériesintestinales
Firmicutes, surtout
clusters XlVa et IV
comprenant des
bactéries Gram+ de
bas GC%, sensibles Mollicutes

Firmicutes

Lactobacillaceae

largement
incultivables
Bacteroidetes =
bactéries anaérobies
a Gram -

Clostridiales

Protéobactéries (Enterobactéries,
Desulfovibrio, Akkermansia)
Actinobacteries (Bifidobacteries)

- 300x genes procaryotes/eucaryotes (Qin, 2010) Archebactéries (Methanobrevibacter,
- Microbiote = activité métabolique égale a un organe ’

supplémentaire comme le foie (Bocci, 1992). methanogenesis)



Fonctions homéostatiques Microbiote

Influences InteStlﬂal
Barriére contre les "intrus" (pathogénes) fonctions &
Maturation et homéostasie du systéme immunitaire .
Régénération épithéliale dysfonctions

Angiogénése/maturation BHH

Signalisation neurologique .

Fognctions endocrinesgir?testinales - Maladies en rapport
Densité osseuse avec le microbiote
Bioénergétique P

Gastrointestinales/hépatiques
Métaboliques

Neuro-psychiatriques
< Autoimmunes

Biosynthéses
Vitamines (A, B1, Folates, B12, K)
Hormones stéroides

Neurotransmetteurs g+ Cancer
- | Cardiovasculaires
Metabolisme o v o Y Respiratoires

Réduction / fermentation de polyosides
complexes / branchés
(exogenes / mucines)
Dégradation aa aromatiques (tryptophanei*

sels biliaires, xénobiotiques, médicaments Adapté de Lynch SV & Pedersen O.
2016. N Engl J Med



Vue élargie de l'interface hote-microbes
a I'noméostasie (santé) et dans la maladie

Changement d'échelle/paradigme d'une interaction « une
espece pathogene - une cellule (tissus/organe) », a une
interaction plus large: « une communaute bactérienne - un hote
a homeostasie ou en conditions pathologiques »

- En réponse a constitution dysbiose facilitant éventuellement
la prolifération de pathobiontes

- En réponse a rupture barriere de colonisation microbiote par
un pathogéne (possiblement facilitée par fragilisation barriére)

Questions clés:
Définition de la dysbiose = signatures
De corrélation a causalitée = lien dysbiose-pathologie



Facteurs influencant composition du microbiote
= conditions de survenue dysbiose

Nouveaux-nés, Adultes (stabilité/résilience) Vieillesse (instabilité)
nourissons/enfants
(établissement/maturation) = 2 ans

Fetus stérile a naissance

Colonisation par la microbiote maternel
Intestinal/vaginal

= Enterobacteries (établissent
anaérobiose)

+ Lactobacillus, Actinobacteries
(Bifidobacterium)

Varie en fonction conditions naissance,

régime, environnement Gut

Microbiotz

Diseases

genetics



Définition(s) dysbiose

- Réduction de diversité en taxa (microbiologie @ e
classique/métataxonomique) et/ou réduction en S
diversité et richesse génique (métagénomique) I

= Perte taxa bénéfiques »

= Expansion pathobiontes, voire pathogenes %\ SUN

)
. . , . W ol R

- Recherche croissante signatures meétabolomiques ¢ S &

- Difficultés:

Toute dysbiose pas nécessairement pathogene
(état écologique alternatif = pas obligatoirement pathologique)
Grandes variations interindividuelles, difficulté définition "coeur
bactérien/génique" assurant symbiose mutualiste
Métataxonomique insuffisante pour déduire propriétés
biologiques/métaboliques défaillantes ou excessives
Localisation 3D/niches peu prises en compte



Pathobiontes: les microorganismes de |la zone grise

Croissance facilitée par la « dégradation » du microbiote

Pathobiontes résidents F'%H
- SFB: stimulation lymphocytes Th17 = ntErobastsrios
maturation programmeée immunité muqueuse

(Gaboriau-Routhiau et al. Immunity. 2009;
Ivanov et al. 2009. Cell; Schnupf et al. 2015. Nature)

Swidsinski et al., 2002

- Balance Fecalibacterium prauznitzii | E. coli (IBDs)
(Sokol et al. 2009. PNAS)

Pathobiontes ectopiques = « Microbiote sans frontiéres »
Cancer colorectal = bactéries associées périodontites
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,

Parvimonas micra (Dinakaran et al. 2019. Front Microbiol;
Rubinstein et al. 2019. EMBO Rep)

Retard croissance /malnutrition enfant Afrique sub-saharienne =
flore oro-pharyngée dans duodéno-jéjunum (Vonaesch et al. 2018. PNAS)

[‘.o Inflammatory mediators I

Hoare et al. 2019. Mediators Inflamm
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Stunted childhood growth is associated with
decompartmentalization of the gastrointestinal tract
and overgrowth of oropharyngeal taxa
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= Microbiotes sans frontieres ?

Colorectal cancer specific conditions promote
Streptococcus gallolyticus gut colonization
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Crypt- and Mucosa-Associated Core Microbiotas in Humans
and Their Alteration in Colon Cancer Patients

Azadeh Saffarian,* Céline Mulet,* Béatrice Regnault,” Aurélien Amiot,“? Jeanne Tran-Van-Nhieu,c © Jacques Ravel,*'

Iradj Sobhani,< Philippe J. Sansonetti,*? Thierry Pédron*

RESEARCH ARTICLE

Colorectal cancer-associated microbiota
contributes to oncogenic epigenetic signatures

i

Iradj Sobhani, Emma Bergsten, Séverine Couffin, Aurélien Amiot, Biba Nebbad, Caroline Barau,
Nicola de’Angelis, Sylvie Rabot, Florence Canoui-Poitrine, Denis Mestivier, Thierry Pédron,
(2 Khashayarsha Khazaie, and Philippe J. Sansonetti

PNAS November 26, 2019 116 (48) 24285-24295; first published November 11, 2019



Hypothese hygiéeniste...
Mode de vie moderne = appauvrissement richesse / diversité microbiotes (hygiéne eau / alimentation,

usage incontrolé des antibiotiques affectant les écosystémes microbiens humains, animaux et
environnementaux

Conséquences = accroissement incidence maladies épidémiques post-modernes, non-communicables
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Démonstration du lien de causalité¢ ? R S

Yatsunenko et al. Nature 2012



Démonstration du lien de causalité

De descriptomique a expérimentomique...

1- Approches expérimentales dans des modeles
cellulaires et animaux (souris, porcs, etc...) pour identifier et
résoudre en éléments fonctionnels le dialogue microbes-
cellules/tissus, mutualiste ou pathologique

= "microbiologie cellulaire” symbiose/dysbiose

- Transfert microbiote fécal patient dans souris axéniques

- Reconstitution dysbiose (surtout évaluation pathobiotes
dominants) dans modéles cellulaires et murins pertinents)

2- Etudes cliniques interventionnelles

3- Intégration études cliniques et expérimentales
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Dysbiose &
Obésité

An obesity-associated gut microbiome
k  with increased capacity for energy harvest +

Peter J, Turnbaugh', Ruth £ Ley'. Michael A. Mahowald’, Vincent Magrini’, Elaine R. Mardis'” & Jeffrey |. Gordon

The worldwide obesity epidemic is stimul ating efforts to identidy host and environ mentl factors that affect encrgy balance
Comparisons of the distal gut microbiota of genetically obese mice and thek lean littermates, as well as those of obese and
lean human volunteers have revealed that obesity is assocdated with changes in the relative abundance of the two dominant
bacterial divisions, the Bacteroidetes and the Firmicutes. Mere we demonstrate through metagenomic and biochemical
analyses that these changes afect the metabolic potential of the mouse gut microbiota. Our results indicate that the obese
microblome has an increased capacity to harvest energy from the diet. Furthermore, this tralit is transmissible: colonization of
gperm-free mice with an ‘obese microbiota’” results in a significantly greater increase in total body fat than colonization with a
Tean microbiota’. These results identify the gut microbiota as an addtional contnibuting factor to the pathophysiology of

Turnbaugh et al. 2006. Nature - . o

La "collecte" excessive d'énergie par le microbiote au cours de l'obésité a
éte étudiée/démontrée chez des souris conventionnelles génétiquement
obéses ob/ob qui présentent une augmentation de SCFAs dans leur
caecum et une diminution de la quantité d'énergie dans leurs selles en
comparaison de souris conventionnelles wild type.

L'analyse métagénomique du microbiote
caecal a montré un enrichissement en
genes/fonctions en rapport avec la
dégradation des polyosides alimentaires .
chez les souris ob/ob s




La rencontre avec le microbiote, un événement clé
pour la santé future de I'enfant ?

- Des nourrissons exposes aux antibiotiques dans les premiers
six mois de leur existence montrent une augmentation de 22 %
du risque d'obésité a un age plus avanceé, possiblement car
antibiothérapie éelimine especes bactériennes essentielles a
I'équilibre nutritionnel (Cox et coll. 2014. Cell; Trasande L et coll.

2013. Int J Obes)

- Traitement antibiotique (Péni+Vanco ou Chlortétracycline) a
doses subthérapeutiques (STAT) chez souriceaux pendant 7

semaines .
Augmentation ratio
Firmicutes/Bacteroidetes
Augmentation masse

graisseuse
Augmentation hormones
metabolisme lipides

Cho E et al. 2013. Cell Metab
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Lien de causalite:
souris axeniques

Souris axéniques utilisées afin de phénocopier par transfert fécal
les pathologies humaines corrélées a une dysbiose intestinale
Parameétres = symptémes cliniques (+/-), signes
biologiques/histologiques (+)

Obésité: microbiotes de sujets obéses transplantés a souris
axéniques (Ridaura et coll. 2013. Science)

Augmentation adiposité grossesse: microbiotes femmes
enceintes (T3) transplantés (Koren et coll. 2012. Cell)
Malnutrition: microbiotes enfants malnutris (Blanton et coll. 2016.
Science)

Asthme: microbiotes enfants a risque d'asthme transplantés a
souriceaux nouveau-nés (Arrieta et coll. 2015. Sci Transl Med)



Lien de causaite: études cliniques interventionnelles

Peu de démonstrations lien de causalité dysbiose-maladie par interventions
cliniques = transfert fécal e @

- Clostridium difficile colite = miracle transfert fécal
(Van Nood et al. 2013. N Engl J Med; Lo Vecchio & Cohen. 2014.

Curr Opin Gastroenterol; Robles-Alonso & Guamer. 2013. Brit J Nutr)

- Obésité/transfert fécal: sensibilité a l'insuline partiellement restaurée,
tendance vers profil métabolomique sérique sujet a jeun (Vrieze et coll. 2012.
Gastroenterology) + nombreuses études en cours: obésité, NASH, Crohn

- Kwashiorkor: interventions nutritionnelles, amélioration partielle en rapport
avec restauration partielle microbiote (Subramanian et coll. 2014. Nature)

- Asthme enfant: activation excessive lymphocytes CD4+ humains ex vivo par
"jus fécal" microbiotes asthmes sévéres (Fujimura et al. 2016. Nat Med)



Rupture barriere colonisation du microbiote par pathogenes

Vol 46520 May 2010!doi:10.1038/nature08970 nature

LETTERS

Modulation of Shigella virulence in response to
available oxygen in vivo

Benoit Marteyn', Nicholas P. West't, Douglas F. Browning?, Jeffery A. Cole?, Jonathan G. Shaw®, Fredrik Palm?*,
Joelle Mounier®, Marie-Christine Prévost®, Philippe Sansonetti®” & Christoph M. Tang'

V] nature

microbiology

Article | Published: 05 August 2019

Shigella-mediated oxygen depletion is
essential for intestinal mucosa
colonization

Jean-Yves Tinevez, Ellen T. Arena, Mark Anderson, Giulia Nigro, Louise Injaral
Cell H Antonin André, Mariana Ferrari, Frangois-Xavier Campbell-Valois, Anne Devin
Spencer L. Shorte, Philippe J. Sansonetti & Benoit S. Marteyn &

Nature Microbiology 4, 2001-2009(2019) | Cite this article

Shigella sonnei Encodes a Functional
T6SS Used for Interbacterial Competition
and Niche Occupancy
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A Fluorescent Reporter Reveals On/Off
Regulation of the Shigella Type Il Secretion
Apparatus during Entry and Cell-to-Cell Spread
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e m:mumw - targeting of colonic crypts
Z‘J..";'.Z'."’r”m“a.ﬂ 'a‘."uw“""""'f“““".':«w‘ o 75008 Pare, France Ellen T. Arena*™", Francois-Xavier Campbell-Valois*™", Jean-Yves Tinevez"", Giulia Nigro*™", Martin Sachse’
“Cormeporderce * O e Maryse ny&“l‘gﬁ' Katharina Nothelfer*®, Benoit MM!yn" Spencer L. Shorte®, and ’hilpve I Sln!onﬁﬂ““
f— ﬁm"hmw:wmu May 13, 2015 (sent for review February 10, 2015 reviewed by Duncan J. Masked, Vieginia L Miller, and Agnets
o -
ok Wk W
10+ (o)
(o] QOU
N 9= (o] o %
3 8- Op0 o o©
Cell°r '2 palal
7" — o ooo
E 6~ o]
© o (o]
5 AW 00 (o}
- al
g ° -
81 2+
- 1
[y | T .4 T SEES T
&‘°\ ¢ 5 & (\b
°o 0'(\ b‘ b" \0+ \G*
° 2 A h)
S -3
Streptomycin = + - + - +



Decryptage des signaux microbiens régulant la régénération épithéliale et le développement immunitaire
- contostamerone OMall intestinal organoid
CelPress

The Cytosolic Bacterial Peptidoglycan Sensor
Nod2 Affords Stem Cell Protection and Links
Microbes to Gut Epithelial Regeneration
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: “ A Crypt-Specific Core Microbiota Resides in the Mouse Colon
organoid
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Thierry Pédron,>® Céline Mulet,>® Catherine Dauga,< Lionel Frangeul,© Christian Chervaux,® Gianfranco Grompone,?¢ and
Philippe J. Sansonettiabf

Innate immune receptor NOD2 mediates LGRS+
intestinal stem cells protection against ROS
s cytotoxicity via mitophagy stimulation
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M Growth and host interaction of mouse segmented
) filamentous bacteria in vitro

Pamela Schnupf'?, Valérie Gaboriau-Routhiau®~*, Marine Gros**, Robin Friedman', Maryse Moya-Nilges®, Giulia Nigro',
. ’ ) Nadine Cerf-Bensussan®** & Philippe J. Sansonetti'”*

Lipopolysaccharide from Crypt-Specific

Core Microbiota Modulates the Colonic

Epithelial Proliferation-to-Differentiation

SFB: in vitro growth/development
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Functional genomics of Lactobacillus casei
establishment in the gut e, mBio
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Disentangling Host-Microbiota Regulation of Lipid Secretion

by Enterocytes: Insights from Commensals Lactobacillus

paracasei and Escherichia coli
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Postulats de Koch revisites pour etablir lien causalité dysbiose-

maladie = de descriptomique a experimentomique

’C E . Koch's postulate
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Koch R (1884) Die Aetiologie der Tuberkulose. Mitth

aus dem. Kaiserl Gesundheitsamt 2:1-88 Vonaesch, et al.
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Postulats de Koch revisités pour etablir
lien causalite dysbiose-maladie

Combinaisons taxa, ou signature géniques significativement corrélées a
phénotype pathologique

Transfert flore sujet malade a animal gnotoxénique cause tout ou partie des
symptémes de la maladie ou modification correspondante métabolome /

réponse immunitaire

Variations qualitatives et quantitatives taxa/genes retrouvées dans animal
devenu malade apres transfert

Déplétion taxa ou fonctions identifiés par interventions pertinentes
(antibiotiques, expansion microorganismes bénéfiques par probiotiques,
prébiotiques, transfert fécal, ou régime) améliore maladie ou certains
parameétres biologiques clés

Transmissibilité pas obligatoirement requise car maladies en cause souvent
résultat modification induite a échelle individuelle Autenrieth IB et coll. 2017. J Mol Med
Neville et coll. 2017. Curr Opin Microbiol



