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Conflits d’intéréts

- Activité de conseil, conférences (Astellas)



Définition

- Microbiome: ensemble des organismes et
de leurs génomes qui colonisent différentes
localisations anatomiques du corps humain

The Human Microbiome Project Consortium, 2012; Senders Cell 2016
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Bacterial cells (B)
dominated by
colon bacteria (bact)

Human cells (H)
dominated by
red bload cells (RBC)

COUNTING HUMAN CELLS
Most of our body’s cells are small red blood cells, although fat cells
and muscle cells make up the majority by mass.

M Red blood cells (erythrocytes) © Platelets M Fat cells (adipocytes)

M Other M Muscle cells 1 e
24 9 trillion cells
by number

2 5 kilograms

- Ratio~ 1/1



Composition du microbiote

Dans le colon

~ 500,000
~ 8,000,000
Firmicutes genes
90% ~ 22,000
Bacteroidetes Y O
g
~ 99% beneficial
Actinobacteria ~ 1% pathogenic ”32}?&0
Protéobacteria ?
Autres ARCHAEPM

Cho and Blaser, 2014



Principaux phyla du microbiote intestinal

Anaérobie (+ falcutatif)
Gram -, Aérobie ou Gram +, Spores
Anaérobie Digestion =» SCFA

Digestion =» SCFA C. difficile... Enterococcus,
Bacteroides fragilis, streptococcus

résistance

Gram -,
Anaérobie facultatifs
A = dysbiose
Entérobactéries

Kim et al. Immunol Rev 2017



Etude du microbiote

80% des bactéries ne sont pas cultivables
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Etude du microbiote

80% des bactéries ne sont pas cultivables Ribosome, Unité 16S
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-
Microbiote et microbiome

a Bacterial phylum
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Diversité taxonomique entre individus
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H Other

B Protecbacteria

40

Relative abundance (%)

Actinobacteria
B Bacteroidetes

B Firmicutes

Cho & Blaser Nature Rev Genetics 2012



Microbiote et microbiome
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Variabilité du microbiote

Human lifespan

Gut microbiota

~| | | |

- | | |

Age Stable adult  Chronic Inflammation/
1-2 years microbiota perturbation ageing

! (poor diet) immunosenescence
1

1
Changes in gut
microl?iota over time

Diversity & richness

Human lifespan

Other

T8 553

Site anatomique Temps Site géographique

Cho & Blaser Nature Rev Genetics 2012
Jernberg et al. Microbiology 2010

Greenhalgh et al. Environment Microbiol 2016
Peterson et al. Clin Exp Immunol 2014



Les facteurs influengant le microbiote évoluent durant la vie

Geriatric

Host factors
. External factors

Adolescent

- Césarienne, allaitement

Toddler
- Régime alimentaire

Infant

-  Meédicaments
e Antibiotiques
e |PP...

Neonate

- Lieu de résidence

Prenatal

Overall health status

» Generic
Age-specific factors

Greenhalgh et al. Environment Microbiol 2016



Diversité du microbiote au cours du temps
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Influence du microbiote sur la santé

eely
® O

Longétivité Vieillissement
(buveurs de yaourts Inflammation
bulgares)

Metchnikoff 1907



Le microbiote influence notre santé

Microbiote

Cellules — .

immunitaires

v
Imm,un.lte Bevattini et al. Trends Mol Med 2016
systemique Brown Immunology 2016



Le microbiote influence notre santé

Microbiote

Production de vitamines, digestion

Développement épithélial

Cellules — .

immunitaires Organes extra-digestifs

v
Immunité
systémique

Bevattini et al. Trends Mol Med 2016
Brown Immunology 2016



Le microbiote influence notre santé
' Pathogeénes
o

Résistance aux infections

Microbiote

Production de vitamines, digestion

Développement épithélial

Cellules — .

immunitaires Organes extra-digestifs
v
Immunite Bevattini et al. Trends Mol Med 2016

systémique Brown Immunology 2016



Les antibiotiques perturbent le microbiote

' Pathogenes
Antibiotiques .7

Résistance aux infections

Microbiote

Production de vitamines, digestion

Epithelium /| I i ; l , Lt
P Développement épithélial
Cellules — ‘

immunitaires Organes extra-digestifs
v
Immunite Bevattini et al. Trends Mol Med 2016

systémique Brown Immunology 2016



Quels effets les antibiotiques ont-ils sur le microbiote ?

1- Effet des antibiotiques sur le microbiote
e Composition

e Résilience

 Emergence de bactéries résistantes

Microbiote

Cellules — .

immunitaires

v
Immunité
systémique

Bevattini et al. Trends Mol Med 2016
Brown Immunology 2016



Impact des antibiotiques sur la résistance aux infections

' @y Pathogenes
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2- Résistance aux infections !
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Bevattini et al. Trends Mol Med 2016
Brown Immunology 2016
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Effets des antibiotiques sur la composition du microbiote
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Effets des antibiotiques sur la composition du microbiote

{ 1 Vs ¢ © © @
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i o Delecion threshold. oo _iz

Résilience complete
- Type antibiotique

Bacterial cell number —

® \ O
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N Densité Modification composition
N Diversité N Anaréobie stricts
7 Proteobactéria

- Age

Jernberg ISME J 2007, Dethlefsen PNAS 2011



Facteurs influencant les effets des antibiotiques sur le microbiote

SPECTRE
D'ACTIVITE

ANTIBIOTIQUES PO
Effet sur le microbiote

Drugs

+++

Levison Infect Dis Clin North Am 2009, Zhang et al. J Antimicrob Chemother 2013



Facteurs influencant les effets des antibiotiques sur le microbiote

ANTIBIOTIQUES IV SPECTRE

Effet sur le microbiote e D'ACTIVITE

en fonction de [l'élimination .. .. ...
N . 3
Excrétion rénale

" Excrétion biliaire

Levison Infect Dis Clin North Am 2009, Zhang et al. J Antimicrob Chemother 2013



Effets des antibiotiques sur la colonisation des BMR
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Effets des antibiotiques sur la flore intestinale

D

| Saline O Imipenenvcilastatin
J O Brtapenem Piperacillin/tazobactam

3 Ceftriaxone

Antibiotiques imipéneme

Bacteroides Facultative Enterococci
gram-negative
bacilli

Stiefel AAC 2007



Effets des antibiotiques sur la colonisation des BMR
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_ Excrétion biliaire ?

Spectre d’activité ?

K. pneumoniae BLSE
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Effets des antibiotiques sur la colonisation des BMR

a
(<)
i Excrétion biliaire ? Effet sur les anaérobies ?
Spectre d’activité ? Durée de l'effet ?

K. pneumoniae BLSE
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—— Saline —o— Imipenenycilastatin
—a&— Ertapenem —&— Piperacillintazobactam
—0— Ceftriaxone

Stiefel AAC 2007, Wilcox JAC 2017
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Protein Urinary Biliary

Excrétion biliaire
ex Céphalosporines st an we T TR

Cefadroxil 1.3-1.6 20 90 2
Cefalexin 0.8-1.0 10 90 0.5
Cefazolin 1.8 80 65 0.2
Antibiotiques
Cefaclor 0.6 25 50-60  0.05
Cefprozil 1.45 40 76 —
Cefuroxime 1.3 33-50 90 —
axetil
Cefuroxime 1.3 35 95 0.5
Cefpodoxime  2.0-3.6 20 80 —
proxetil
Cefixime 3.0-4.0 65 50 10
Ceftriaxone 8.5 83-96 65 30-40
Ceftazidime 1.8 17 80-90 3
Ceftobiprole 3-4 16 80-90 —
Ceftaroline 2.5 20 88 —

Wilcox JAC 2017



Impact des antibiotiques sur la résistance aux infections

Antibiotiques &d a Pathogenes
.'

2- Résistance aux infections

Microbiote

Cellules — .

immunitaires

v
Immunité
systémique

Bevattini et al. Trends Mol Med 2016
Brown Immunology 2016



Gluca o{xibune

25¢ Wednesday, Aprl 10, 1985

Massive Outbreak of Antimicrobial-Resistant
- Salmonellosis Traced to Pasteurized Milk

1985, Largest outbreak of salmonellosis ever recorded in US (n=250,000,
even more)

1. Prior antibiotic exposure Table 1.—Relationship Between Use of Antimicro-
: : bials in Month Before lliness and Average Daily
mcreased_ the ”Sk_Of Consumption of Implicated Brands of Milk*

d I the d

evelopping the disease
— Took
OR—5.5 (CI 1.2 - 24.8), ka No “H“I‘hnt"'t
p= 0.033 Antibiotics Antibiotics
Cups No. Cups No. Pt
2. The inoculum needed to " 36 38 24 16 010
] ] Well 1.9 76 1.6 5 184

cause disease was lower in Pt .000039 034 .

persons Wlth prior antibiotic |

exposure.

JAMA, Dec 11, 1987—Vol 258, No. 22



Principes de la résistance conférée par le microbiote

immunitaires

Becattini J Exp Med 2017, Van Nood NEJM 2013, Caballero Cell Host Microbes 2017



Principes de la résistance conférée par le microbiote

Antibiotiques

immunitaires

Becattini J Exp Med 2017, Van Nood NEJM 2013, Caballero Cell Host Microbes 2017



Principes de la résistance conférée par le microbiote
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Cellules —— ‘
immunitaires

Microbiote Q
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Becattini J Exp Med 2017, Van Nood NEJM 2013, Caballero Cell Host Microbes 2017



Le microbiote protege son hote des pathogenes

'~ 1- Inhibition directe

« Bacteriocins, Microcins ) .’ Production de molécules
[ ]

« SCFA anti-bactéeriennes
» Secondary bile acids

Commensal

Microbiota ‘

Mucus layer —

Epithelium /| | i ; l
Immune cells /‘

Ubeda Clin Translat Immunol 2017
Abt & Pamer Curr Opin Immunol 2014
Gauguet S et al. Infect Immun 2015
Clarke et al. Nat Med 2010



Le microbiote protege son hote des pathogenes

Bifidobacteria

!

Acetate

Shigatoxins

Fukuda Nature 2011



Le microbiote protege son hote des pathogenes

Pathogénes'~

Commensal
Microbiota ™

Mucus layer —

Epithelium /| | i ; l
Immune cells /‘

2- Competition et
privation de nourriture
(fer, carbohydrate...)

Exemple: acide sialique et
C. difficile
E. coli/ EHEC

Ubeda Clin Translat Immunol 2017
Abt & Pamer Curr Opin Immunol 2014
Clarke et al. Nat Med 2010

Ng KM Nature 2013



Inhibition directe

Commensal Pathogen Mechanism
S. lugdunensis S. aureus Peptide antibiotic (bactericidal
activity)
E. faecalis (pPD1 plasmid) VRE Plasmid-encoded bacteriocin
(pathogen growth inhibition)
Bacillus thuringiensis C. difficile Bacteriocin
E. coli strain Nissle 1917 S. typhimurium  Microcins (antimicrobial activity),
competition for iron
E. coli Competition for carbohydrates
0O157:H7
C. scidens C. difficile Bile acids conversion (inhibition of
pathogen growth)
R. obeum V. cholerae interference with pathogen gene
expression

Ubeda et al. Clin Translat Immunol 2017



Le microbiote influence le fonctionnement de I’'épithélium

3- Action sur les cellules

épithéliales

* Peptides anti-microbiens
Commensal * Production de mucus
Microbiota
Mucus layer
Epithelium Epithelial cell

Goblet cell
Immune cells

Abt & Pamer Curr Opin Immunol 2014
Gauguet S et al. Infect Immun 2015
Clarke et al. Nat Med 2010



Exemple d’influence du microbiote sur le métabolisme épithélial

Obligate anaerobic bacteria Low O
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T@_I Inflammation 0,
=

Symbiosis
In a normal, symbiotic situation, the gut is kept hypoxic

by B-oxidation, and this maintains growth of obligate
anaerobic bacteria.

s = o

Byndloss Science 2017, Cani Science 2017



Exemple d’influence du microbiote sur le métabolisme épithélial

Antibiotics
J_Q Depletion of commensal bacteria Pathogens outgrowth
Obligate aMsgrobic bacteria Low O, Pathogenic  TNi i
[ @ R ' [hacter'ra "
. - . : - 'I’ e - L g g
; j;»'} L€ e pon - 2 e f"ﬁﬁ. g Uﬁﬂjm 1 Gut lumen
VNI R ol NN

barrier ' PPAR-y ﬁ | PPAR-y—=1NOS2

Ncisz p-oxidation Glycolysis S

4 Nitrate >
Mitﬂﬂhﬂr}drim ] ) k _jk Colonocyte
L ]
@—I Inflammation 0, G * . ‘.‘

ng Inflammatory immu ne cells Blood vessel
Symbiosis Dysbiosis
In a normal, symbiotic situation, the gut is kept hypoxic After treatment with antibiotics, colonocyte metabolism
by B-oxidation, and this maintains growth of obligate changes to glycolysis, which allows the outgrowth of
anaerobic bacteria. pathogenic bacteria.

Byndloss Science 2017, Cani Science 2017



Le microbiote influence I'immunité locale et systémique

Commensal
Microbiota

Tryptophan

Mucus layer
SCEA

Epithelium —

| I . \‘ .-'l: 4- Stimulation du
mmune cells — . e °
®

systeme immunitaire
local et systéemique

Ivanov et al. Cell 2009

Honda & Littman Nature 2016
Gauguet S et al. Infect Immun 2015
Clarke et al. Nat Med 2010



Antibiotique, microbiote et résistance aux infections

0 (jours)
Antibiotique
-
$ 100
\ NYU School of Medicine
NYU LANGONE MEDICAL CENTER

Roubaud Baudron et al. manuscrit en préparation



Antibiotique, microbiote et résistance aux infections

0 (jours)

Antibiotique

v 100 Entéropathogene
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Antibiotique, microbiote et résistance aux infections

0 (jours)

Antibiotique

$ 100

Roubaud Baudron et al. manuscrit en préparation



Quelles solutions ? Restaurer le microbiote lésé

a
€es® MK
FMT or . W07
probiotics Tl 1§ =
]
N
Microbial _ W ,
Perturbed or - Microbiota/immune restoration:
depleted microbiot e thoterid t
epleted microbiota:
P (TLR Agonist pathogen does no

pathogen expands and invades expand or is cleared

Becattini Trends Mol Med 2016



Quelles solutions ? utiliser des traitements plus sélectifs
préservant le microbiote

Diminuer la prescription
antibiotique

== o=
NS 500 8 ™ goo 8
, 0= M conjugates °

Narrow-spectrum
—  ABX/bacteriocins e

Outcompeting

engineered bacteria

Establishment of infection Selective

in the presence of a
healthy microbiota

CRISPR/Cas9 bacterial killing:
phagemids microbiota remains unaltered

Cleave specific DNA sequence

Becattini Trends Mol Med 2016



100 ans plus tard \§‘|

e Le microbiote confere une résistance aux
infections

e Quelles bactéries sont protectrices ?

* Les antibiotiques provoquent une dysbiose
= colonisation et développement des
pathogenes

e Caractéristiques des antibiotiques

e Avenir?

Metchnikoff 1907 = Utilisation de probiotiques ?
= Antibiothérapie plus ciblée ?
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Merci pour votre attention
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Cell Host & Microbe

Age-Associated Microbial Dysbiosis Promotes
Intestinal Permeability, Systemic Inflammation, and

Macrophage Dysfunction Nejysha Thevaranjan

Young

Dysbiosis
. &}
- =

. X N
Qe
Bacterial products ’ —
illing GRS ++TNF, IL6
Decreased killing ) '

O

Metchnikoff



Influence du microbiote sur la santé
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Effect of streptomycin on experimental Salmonella infections in mice

Number of Percent infected
S. enteritidis Streptomycin- Untreated
inoculated* treated mice t control mice
1089 100
1078 82.7
106-7 61.1
Dose: 1056 42.1
50mg 1045 29.5
1034 18.8
102-3 100 9.5
10-100 85 2.4
1-10 63 0)

* Inoculated 1 day after streptomycin treatment.
T Infection determined by necropsy cultures of spleen
1 Infection determined by necropsy cultures of spleen or by fecal culture on 6™ day

M Bonhoff and CP Miller. J Infect Dis 1962; 117-27.



Effect of streptomycin pre-treatment on Salmonella
infection in mice

jo®
.
’.l'
07} /
!
;J
!
!
108 /)
)[ /
/!
/
J"
0 Dose: |
50 cfu | /
0% }
I
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< Controls
of \°~~.~

[ i I | 1 TS~y #
0 2 4 6 8

Hours after inoculation

M Bonhoff and CP Miller. J Infect Dis 1962; 117-27.



Les antibiotiques diminuent la résistance aux infections



with challenge 1 day later

-~ Controls LB ’é“ .
-8~ Water + C. rodentium 160+ * ok 8 18'
-8~ Tylosin + C. rodentium £ § o
I C. rodentium infection o 1407 o 7-
2.5x108 CFU Z 5 6
N \Vater & 1207 2 o]
BN Tylosin < O 4
© 100~ € o
% p<0.05 Tylosin versus water & I 2 ] —
] (]
B FTTTITTITTITTITITITT § L —
ANoDXDANONYDHHOOADOION = ALOHKAD>ALNONYD XH0A O
LB C. rodentium
Water Tylosin
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Variabilités le long du tube digestif

Predominant families in the:

etaating Ctiloa
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