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Résumé

L’altération du microbiote digestif provoquée par une antibiothérapie augmente le
risque de colonisation par des bactéries multirésistantes. Dans un modéle murin, nous
avons étudié 'impact d’'une colonisation digestive par entérobactéries productrices de
carbapénémase (EPC) sur la sévérité d’'une pneumopathie a Pseudomonas aeruginosa. Les
souris colonisées par EPC présentaient une pneumopathie plus sévere (score clinique et
perméabilité alvéolo-capillaire), ainsi qu'une mortalité plus élevée par rapport aux
groupes controles ou ayant simplement recu une injection de clindamycine. Une
transplantation de microbiote fécal restaurait le pronostic. Les cellules dendritiques et
les lymphocytes T CD4 étaient diminués au niveau pulmonaire dans le groupe colonisé
par EPC. Au niveau du microbiote digestif, on observait une quasi-extinction des
Muribaculaceae associée a une expansion du genre Hungatella chez les souris colonisées
par EPC. Certains métabolites du tryptophane potentiellement impliqués dans la réponse
immunitaire étaient modifiés dans le groupe colonisé par EPC. Une colonisation digestive
asymptomatique peut ainsi entrainer des effets déléteéres sur la réponse de 'hote.

Mots clés : Muribaculum, Muribaculaceae, S24-7, Hungatella, métagénomique,
métabolomique, tryptophane, sérotonine, clindamycine, Klebsiella pneumoniae NDM-1

Abstract

Antibiotics disrupt the gut microbiota, and are considered a risk factor of colonization
by multidrug-resistant bacteria. In a murine model, we studied the impact of digestive
colonization with carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) on the severity of
Pseudomonas aeruginosa pneumonia. Mice colonized by CPE presented a more severe
pneumonia (clinical score and alveolocapillary permeability) and a higher mortality
compared to controls or mice that received only clindamycin. Fecal microbiota transplant
was associated with better outcomes. After infection by P. aeruginosa, lung dendritic cells
and CD4 T lymphocytes were decreased in mice colonized by CPE. Gut microbiota was
specifically altered in mice colonized by CPE: Muribaculaceae relative abundance was
greatly reduced, associated with an expansion of the Hungatella genus. Tryptophan
metabolites were modified by CPE colonization. Asymptomatic digestive colonization
with CPE had a detrimental effect on the host response to P. aeruginosa pneumonia.

Keywords: Muribaculum, Muribaculaceae, S24-7, Hungatella, metagenomic,
metabolomic, tryptophan, serotonin, clindamycine, Klebsiella pneumoniae NDM-1
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1. Introduction

Le microbiote digestif est un ensemble complexe de micro-organismes. A I'état de
base, il confere une résistance a la colonisation par des bactéries entéro-pathogenes (1)
ou multi-résistantes aux antibiotiques (2). L’administration d’antibiotiques modifie la
composition du microbiote intestinal, et représente un facteur de risque de colonisation
par des bactéries résistantes aux antibiotiques, telles que les Entérobactéries
Productrices de Carbapénémase (EPC). La prescription de beta-lactamines présentant
une forte activité anti-anaérobie est un facteur de risque de colonisation par EPC (3). 1l
existe une résilience du microbiote aprés antibiothérapie, avec une tendance vers un
retour a I'état de base (4). Le délai entre 'administration d’antibiotique et I’exposition a
I'EPC semble donc étre un facteur important pour expliquer la survenue d’une
colonisation. Cependant, ce délai est difficile a étudier précisément dans les études
épidémiologiques chez I'Homme, la date d’exposition a 'EPC étant habituellement

imprécise.

Le microbiote joue également un role dans la réponse immunitaire : localement en
supportant l'immunité muqueuse, mais aussi a distance en modulant l'immunité
systémique (5). Le microbiote digestif semble jouer un role dans la réponse de I'hote suite
a une pneumopathie. Une antibiothérapie préalable aggravait la pneumopathie a
Streptococcus pneumoniae, mais une transplantation de microbiote fécal améliorait le
pronostic (6). Par ailleurs, la présence de certains taxons bactériens comme les SFB
(Segmented Filamentous Bacteria) au niveau digestif a été associée a un bon pronostic

chez des souris ayant subi une instillation intra-nasale de Staphylococcus aureus (7).

Les objectifs de ce travail de these étaient de : (i) mettre au point un modéle murin de
colonisation digestive par EPC, (ii) déterminer I'existence d’une fenétre de susceptibilité
a la colonisation par EPC encadrant I'administration d’antibiotiques, (iii) évaluer la
réponse de I'hoOte suite a une infection pulmonaire par Pseudomonas aeruginosa en cas de

colonisation digestive par EPC.



2. Revue de la littérature
2.1. Microbiote digestif

2.1.1. Fonction et diversité

Chez I'homme

Le microbiote digestif humain est composé de bactéries, champignons et virus. Le
développement de techniques de métagénomique ciblées sur I’ADNr 16S a permis de
mieux décrire le microbiote bactérien humain. En effet, un grand nombre d’especes sont

non cultivables ou difficilement cultivables.

La composition du microbiote varie le long du tube digestif. Dans I'estomac, la
concentration en bactéries est tres faible, de I'ordre de 103 UFC/mL de liquide gastrique,
pour un volume de 250 mL (8). En effet, I'acidité gastrique (pH = 1,5) inhibe la croissance
de la plupart des espéces bactériennes. Cependant, certaines bactéries peuvent résister
dans un milieu acide, comme Helicobacter pylori qui est responsable de gastrites
chroniques. La plupart des autres bactéries mises en évidence par des techniques de
séquencage nouvelle génération appartiennent a la sphére oropharyngée : Bacteroidetes
(Porphyromonas, Prevotella), Firmicutes (Streptococcus), et Fusobacteria (Fusobacterium)
(9). Le temps de transit dans I'estomac d'un systéme de traceur magnétique chez des

sujets sains a été estimé a 1 heure (10).

Dans l'intestin gréle, la concentration en bactéries augmente progressivement, partant
de 104 UFC/mL dans le duodénum jusqu’a 108 UFC/mL au niveau de I'iléon terminal, pour
un volume total de 800 mL (8). On retrouve principalement des bactéries appartenant
aux Firmicutes (Streptococcus, Lactobacillus, Clostridium), et aux Bacteroidetes
(Porphyromonas, Prevotella) (11). Le temps de transit dans l'intestin gréle a été estimé a

4 heures (10).

Dans le cOlon, la concentration en bactéries est la plus importante, partant de 108
UFC/mL au niveau du cacum jusqu’a 1011 UFC/mL au niveau du cdlon distal, pour un

volume total de 400 mL (8). La composition du microbiote colique est tres diverse, au
2



moins 160 especes bactériennes différentes étant présentes chez chaque individu (12).
Au total, dans une cohorte de 124 Européens, plus de 1000 espéces bactériennes
différentes ont été identifiées comme faisant partie du microbiote colique (12). Les
especes bactériennes retrouvées appartenaient principalement aux Firmicutes
(Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus, Enterococcus), aux Bacteroidetes (Bacteroides,
Parabacteroides), aux Actinobacteria (Bifidobacterium, Atopobium) et en moindre
quantité aux Proteobacteria (Escherichia et autres entérobactéries) (12). Le temps de
transit dans le colon a été estimé a 35h (13), et cette durée plus élevée induit une plus

grande stabilité du microbiote colique au cours du temps.

Le microbiote digestif varie également en fonction de l'origine géographique et de
facteurs environnementaux. En étudiant 11 850 microbiomes digestifs humains
provenant de 75 études différentes, Almeida et coll. ont identifié 1962 génomes qui
correspondaient a des especes bactériennes non décrites (Figure 1) (14). Il s’agissait
principalement de bactéries appartenant a 'ordre des Clostridiales. La plupart de ces
especes non décrites provenait d’individus résidant en Afrique ou en Amérique du Sud.
Le microbiote digestif d'individus vivant en Europe, en Amérique du Nord ou en Asie est
mieux connu, reflétant un biais géographique dans les études actuelles. Ces différences
de microbiote en termes d’origine géographique pourraient également étre liées aux

modes de vie différents selon les pays.
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Figure 1. Composition taxonomique de 1962 métagénomes correspondant a de
nouvelles espéces bactériennes, d’apres Almeida et coll. (14)

Le microbiote digestif varie en fonction de I'dge. Des modifications majeures se
produisent durant les premiers mois de vie, puis la composition du microbiote digestif
tend a se stabiliser. Dans I'étude TEDDY, des prélevements de selles de 903 enfants
étaient réalisés entre 3 mois et 46 mois d’age (15). L’alpha-diversité (une mesure du
nombre d’especes différentes co-existant dans un milieu donné) augmentait rapidement
entre 3 mois et 20 mois. Durant les 20 premiers de mois de vie les phyla Actinobacteria
et Proteobacteria diminuaient progressivement, ce qui était compensé par une
augmentation des Firmicutes. Le facteur principal modifiant le microbiote était
'allaitement, associé a une augmentation des especes de Bifidobacterium. Le mode
d’accouchement intervenait également, avec plus de Bacteroides chez les enfants nés par
voie basse par rapport a la césarienne. Les facteurs environnementaux (présence de
fréres et sceurs, présence d’animaux a domicile) intervenaient dans I'accélération de la

maturation du microbiote.



Une autre étude ayant analysé tous les mois le microbiote de 17 enfants nés a terme
confirmait les résultats précédents (16). En effet, les Enterobacteriaceae (appartenant
aux Proteobacteria) diminuaient rapidement dans les premiers mois de vie, alors que
I'abondance relative des Lachnospiraceae et des Ruminococcaceae (appartenant aux

Firmicutes) s’élevait (Figure 2).

100

Family
Bifidobacteriaceae

75 Bacteroidaceae

Prevotellaceae

Enterococcaceae
Clostridiaceae

50 )
Lachnospiraceae
Ruminococcaceae

Erysipelotrichaceae

Percentage of microbiota

25 - Veillonellaceae
Enterobacteriaceae

Other

Figure 2. Evolution du microbiote digestif pendant les premiers mois de vie
(abondance relative), d’apres Gasparrini et coll. (16).

Les bactéries représentent 99 % du microbiote digestif, mais on peut également noter
la présence d’Archaea (0,8 % du microbiote) et de champignons (0,1 %) (12). Les Archaea
sont des organismes unicellulaires. La plupart des especes d’Archaea identifiées chez
I’homme sont méthanogenes, comme Methanobrevibacter smithii. La prévalence de M.
smithii dans la population est de 75 % (17), mais le role potentiel des Archaea en
pathologie humaine est peu étudié. Les Archaea méthanogenes utilisent du dihydrogene
(Hz2) pour réduire le dioxyde de carbone (COz) en méthane (CH4), ce qui diminue la
pression partielle gazeuse dans le c6lon en consommant 4 moles de Hz et 1 mole de CO2
pour produire 1 mole de CH4 (18). Les Archaea méthanogenes sont dépendantes des
especes bactériennes productrices de Hz, telles que les Ruminococcus et les Desulfovibrio.
La physiologie des gaz présents le long du tube digestif est détaillée dans la Figure 3.

Auparavant, les techniques permettant I'étude de la production de gaz le long du tube
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digestif étaient invasives, mais actuellement des capsules pouvant étre ingérées et dotées

de capteurs ont été développées (19).

CO, (respiratory) (—C N, and O, (swallowed air) )

Stomach HCO, + HCl — CI" + CO, + H,O (causes belching) )
10%-10° microbial
cells per millilitre

N,, O, and CO, are reabsorbed)

(Nz, 02 and CO2 infuse into the small intestine)

Duodenum
and jejunum
10°-10°
microbial cells
per millilitre

H,, CO,, CH, and sulfur-containing compounds are produced
and partly reabsorbed

N,. O, and CO, are partly reabsorbed )

Colon
10°-10%?

microbial cells
per millilitre

H,, CH,, CO, and sulfur-containing compounds are produced )

N,.H,, CO,, CH, and sulfur-containing
compounds are excreted into the colon

lleum
107-10°microbial
cells per millilitre

(Nz. CO, and O, infuse into the colon )

[ Gas excretion as flatus ]

Figure 3. Physiologie des gaz retrouvés le long du tube digestif, d’apres Kalantar-
Zadeh et coll. (19).

Les champignons ne représentent que 0,1 % du microbiote digestif, mais a la suite
d’'une antibiothérapie ce pourcentage peut étre multiplié par 40 (20). Les principaux
genres détectés sont Saccharomyces et Candida. La présence de levures est corrélée
positivement avec la présence d’Archaea du genre Methanobrevibacter (21),
probablement en lien avec les régimes alimentaires riches en carbohydrates. Des liens
entre champignons et développement de maladie de Crohn, ou d’'un syndrome du c6lon
irritable ont été évoqués (20). De plus, bactéries et champignons interagissent de
multiples facons au niveau digestif, notamment en favorisant 'adhésion ou la formation

de biofilm (22).

Il existe également un virome digestif : la concentration en particules pseudo-virales
est de 10%/g de selles. La plupart d’entre elles correspondent a des bactériophages, des
virus capables de moduler la composition en bactéries du tube digestif en les infectant.

La composition du virome digestif est liée a l'alimentation et a des facteurs
6



environnementaux (23). Il existe un équilibre entre composition en bactéries et

composition en bactériophages.

Le microbiote intestinal porte des fonctions métaboliques. Une des fonctions
principales du microbiote digestif chez 'homme est d’utiliser les polysaccharides qui
n‘ont pas pu étre digérés par les enzymes de 'hdte (amidon résistant, 3-glucanes,
pectines, cellulose, inuline). Les Bacteroidetes font partie des bactéries capables de
dégrader des carbohydrates non digestibles. Par exemple, 18 % du génome de
Bacteroides thetaiotaomicron est dévolu a la métabolisation des polysaccharides (24).
Parmi les Firmicutes, les Ruminococcaceae et les Lachnospiraceae sont également
capables de jouer un réle dans la dégradation des polysaccharides complexes (25). De
plus, la majeure partie des espéces produisant du butyrate, un acide gras a chaine courte,
font partie de ces deux familles de Firmicutes. D’autres acides gras a chalne courte comme
'acétate, ou le propionate sont produits par des bactéries au niveau du cdlon a partir
d’'une alimentation riche en fibre. Quatre-vingt-quinze pour cent (95 %) des acides gras
a chalne courte produits sont rapidement absorbés (26), et oxydés pour produire de
I'énergie. En effet, 70 % de 1'énergie nécessaire aux colonocytes provient du butyrate
(26). Les principales bactéries capables de produire du butyrate, soit a partir du glucose
soit a partir du lactate, sont les genres Eubacterium, Anaerostipes, et Faecalibacterium

27).

Chez la souris

Le systeme digestif murin et celui de 'homme présentent des différences, les souris
étant des herbivores exclusifs. La souris possede un préestomac, qui occupe 2/3 du
volume de l'estomac et ne possede pas d’activité sécrétoire. Ce préestomac est
uniquement utilisé pour stocker de la nourriture. Il est recouvert d’'un biofilm de
bactéries appartenant au genre Lactobacillus (28). Le tiers inférieur de 'estomac murin
est similaire a I'estomac humain, mais son pH est moins acide, de I'ordre de 3 a 4 pour

’estomac murin contre un pH proche de 1 chez I'humain (29).

L’intestin gréle est similaire chez la souris et ’humain. Cependant, des valvules

conniventes (valvules de Kerckring) sont présentes chez I'homme, alors que chez la



souris la paroi muqueuse est lisse. L’existence de ces anfractuosités chez ’homme permet
de proposer une niche écologique a des bactéries associées au mucus. Le gros intestin
comprend le ceecum et le cdlon. Le ceecum murin est large, et permet la fermentation des
aliments par les bactéries. Le c6lon murin est lisse, tandis que le c6lon humain présente

des haustrations.

Le temps de transit total des aliments dans le tube digestif est de 14 a 76 heures chez
I’homme, alors qu'il n’est que de 6 a 7 heures chez la souris. Chez le rongeur, des stratégies
de rétention du microbiote intestinal permettent de lutter contre la perte liée au transit
rapide des aliments. En effet, un sillon au niveau du c6lon proximal provoque le retour
vers le caecum d'une partie du microbiote intestinal lié au mucus (28). De plus, le
caractere coprophage des souris leur permet de mieux absorber certaines vitamines (30).

On peut ainsi considérer que les souris recyclent leur propre microbiote (30).

La compartimentalisation du microbiote digestif murin a été étudiée récemment (31).
De tres fines sections du colon étaient disséquées (100 x 100 x 10 um), a partir du colon
proximal jusqu’au colon distal. Les échantillons prélevés au niveau du mucus
présentaient une alpha-diversité moins importante que les échantillons luminaux.

L’alpha-diversité était plus importante dans le colon distal que dans le colon proximal.

Au niveau de la composition du microbiote, une spécificité des modeles murins est la
présence en grande quantité de segmented filamentous bacteria (SFB), également appelés
Candidatus Savagella. Le terme de Candidatus Arthromitus ne doit plus étre employé, car
il correspond en réalité a des bactéries présentes dans le tube digestif d'insectes. Les SFB
sont connus pour favoriser une polarisation Th17 des lymphocytes T CD4 au niveau de la
maturation des cellules immunitaires (32). Les SFB sont généralement considérés comme
absents chez 'homme. Récemment, une étude suggere que les SFB pourraient étre
présents en faible quantité au niveau digestif chez les enfants de moins de 36 mois (33).
Cette observation demande a étre confirmée par d’autres études, et la faible abondance
de SFB détectée chez ces enfants contraste avec le role majeur observé dans les modeles
murins. Des bactéries ayant un réle analogue aux SFB pourraient exister chez 'homme.
Par exemple, Bifidobacterium adolescentis, une bactérie isolée chez ’homme, est capable

d’induire une réponse Th17 lorsqu’elle est inoculée dans un modele murin (34).



La composition des grands phyla des métagénomes digestifs murin et humain était
similaire dans une étude portant sur des selles de 184 souris (Figure 4) (35). Au niveau
du genre bactérien, quelques différences étaient quand méme retrouvées:

Faecalibacterium et Klebsiella étaient présents principalement chez les humains.
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Figure 4. Comparaison des métagénomes digestifs murins et humains, d’apres
Xiao et coll. (35).

Méme si par rapport a I'humain des différences marquées au niveau de la structure du
tube digestif sont retrouvées chez les souris (préestomac, temps de transit total 4x plus
rapide), ainsi qu’au niveau de leur comportement (coprophagie), et de la composition de
leur microbiote (présence de SFB), il n’existe pas véritablement de meilleure alternative
en termes de modele animal. Il est important de tenir compte de ces différences

structurelles lors de l'interprétation des données provenant de modeles murins.
2.1.2. Techniques d’étude du microbiote

16S rDNA : Bacterial Community Profiling

Les génes ADNr sont présents chez toutes les formes de vie (Bacteria, Archaea,
Eukarya). Des régions hautement conservées sont présentes au niveau des genes ADNT,

des amorces dites « universelles » peuvent donc étre utilisées pour une amplification par
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PCR (Polymerase Chain Reaction), ainsi que pour le séquencage. Ainsi, les Bacteria et les
Archaea peuvent étre détectées en amplifiant le géne codant pour ’ADNr 16S. D’'une fagon
similaire, 'ADNr 18S joue ce role pour les champignons. Ces génes organisés en opérons
sont habituellement présents en plusieurs copies dans un génome, mais ce nombre est

variable selon les especes.

Non seulement les genes codant pour les ADNr sont ubiquitaires, mais en plus ils
refletent des changements liés a I'évolution des espéces bactériennes. En effet, les
contraintes fonctionnelles au niveau de la translation des protéines limitent I'étendue de
ces changements. Pour ces raisons, I’ADNr a été décrit comme étant le « chronometre
moléculaire ultime » (36). Le séquencage de I’ADNr 16S est un excellent outil pour

refléter la phylogénie bactérienne.

Pour amplifier les génes de '’ADNr 165, les amorces doivent se fixer sur des régions
conservées, et amplifier un segment hypervariable. Neuf régions hypervariables sont
retrouvées au niveau de ’ADNr 16S, associées a une entropie élevée (Figure 5) (37). Les

segments V4 a V6 présentent une bonne résolution phylogénétique (38).
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Figure 5. Illustration des régions hypervariables présentes au niveau de '’ADNr
16S et de I'’entropie associée, d’apres Johnson et coll. (37).
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Cependant, la distinction entre régions conservées et régions hypervariables n’est pas
binaire. Méme les régions dites conservées ne sont pas conservées a l'identique chez
toutes les bactéries, il est donc inévitable que des mésappariements entre I'amorce et la
matrice d’ADN se produisent pour certaines especes bactériennes. Si ces
mésappariements ne concernent pas les 3 a 5 dernieres bases des amorces (I’'endroit ou
vient se fixer la Taq polymérase), I'amplification pourrait quand méme avoir lieu, mais
ces especes seraient sous-représentées au niveau des analyses métagénomiques ciblées
sur I’ADNr 16S par diminution de 'efficacité de 'amplification. Ainsi, Chen et coll. ont
récemment repris les séquences des amorces les plus couramment utilisées pour
I'analyse du microbiote, ainsi que les variations en termes de séquences qui pouvaient

exister chez certains phyla ou ordres bactériens (Figure 6).
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A

271

Partial 16S rRNA gene (V1-V4)

V1-V2 338R '515F V4 BO6R
" 341F V3-v4 B0BR
B
Primer binding (5'-3" Occurrences  Bacteria group(s)
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 271-¥YM
Vi-v2 - .
E i AGEGTTCGATTCTGGCTCAS 27EBif
AGAATTTGATCTTGETTCAG 2TH-Ch
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 2957  many Bacteria
........... Buevnnnns 540 many Bacteria
B ave. o 2 5 = maarmceesie = & 3 e 116  some Bactera
.......... By s ssitneg 53 some Bacteria
T 40 some Thermotogales and Planctomycetalas
Variation Gk : B Py a5 85 es 23 Bifidobacteriales
__________ TR.ecuscns- 17  some Protechacteria
Titi 4 5 45 6504 L 14  some Streptomycetales
AicusweasTuuoT 13 Chlamydiales
...... Ethe: setidgine & of @ & & B8 11 some Closiridiales
; (P Kevnesnns 8 many Bacteria
ACTCCTACGGGAGGCAGCA 338R
V1-vV2 ACACCTACGGGTGGCWGTR 338R-ex1
Reverse  ACTCCTRCGGGRGGCWGCR 338R-ex2
ACTTCTACGGAAGGCAGCR 338R-ex3
CCTACGGGHNGGCHGCAG MIF
Va4
F i COTGLGEGAGGCAGCAG 341F-ex1
TCTACGGAAGGCAGCAG MIF-ex2
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 13133  many Bacteria
...... Gusssannannnnn B1  Lentisphaerales
el § w2 T EER TR LE LI 68  Anaerolineales and Verrucomicrobia
Varatlion ... ... ... L. 62 Halobacterodaceas and many Leuconostocaceas
........... - [ 38 HKiedonobacteria and Caldiineas
- PR Boveauaans 28  some Closiridiales and Molicutes
. ; R, 23 Panctomycetales
GTEYCAGCMGCCGCGGTA 515F
V4 Forward GTGCCAGCAGYYGCGGTA 515F-ax1
GTECCAGCAGCCGOGETE 515F-ax2
GTECCAGCAGCCGOGETA 13436  many Bacteria
................. G BY some Actinobacteria and Chiorobiales
Varlation ... | 20 Chlamydiia
__________ Posaiss 10  Mycoplasmatales
R T R 8 Selenomonadales
ATTAGAWACCCENGTAGTCC BOGRB
V3-V4/V4 ATTAGATACCCEBGGTAGTCC B06R-ex1
Reverse  ATTAGATACCCYDGTAGTCCD B0BR-ex2
ATTAGANACCCCGGTARTCC BOGR-ex3
ATTAGATACCCTGETAGTCC 12468  many Bacteria
Wric 8 8 akevadeie m 0 6 378  many Bacteria
........... - [ 211 many Bacteria
Cussssnansanansarsan 188  Propionibacteriaceas and many Microbacterisceas
............ . R 92  many Bacteria
................... T B4 many Bacteria
P T P T — CT. 74  some Actinobacteria and Verrucomicrobiales
Variation )
........... [of . W 58  many Cyanobacteria
........... G iz &n 25 Spirochaetia
........... CuveweanT 17 some Flavobacieriales
...... G. Covssnnas 14 Anaerolineales
............ TevawaaT 5§ Lenlisphaserales
............ - 5 Entomoplasmatales
___________ CT......T 5 some Cyanobacteria

Figure 6. Variation de séquence d’ADNr 16S a I’endroit ou se fixent les amorces

principalement utilisées pour I’'analyse de microbiote, d’apres Chen et coll. (39).
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De plus, en fonction du segment hypervariable amplifié la résolution phylogénétique
differe. Cela peut également aboutir a la sous-représentation de certains taxons, méme si
les amorces ont permis une amplification correcte. On peut au final obtenir des
différences majeures concernant des ordres d’intérét au niveau du microbiote digestif
(Bifobacteriales, Fusobacteriales, Lactobacilliales) en fonction du segment amplifié
(Figure 7). Le segment V4 est réputé pour présenter la meilleure résolution

phylogénétique.

16SV1-V2 16SV3-V4 16SV4 Color Key

—4 -3 -2 -
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Actinomycetales
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I ( Coriobacteriales
Bacteroidales

Bacillales

Lactobacillales
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Erysipelotrichales
Selenomonadales
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Figure 7. Heatmap des variations d’abondance de différents ordres concernant
le microbiote digestif de 6 sujets, d’apres Chen et coll. (39).
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L’étape d’extraction de ’ADN bactérien est également primordiale pour éviter de sous-
représenter un genre bactérien. En analysant des mélanges microbiens prédéfinis, les
bactéries a Gram positif semblent sous-représentées par rapport aux bactéries a Gram
neégatif (40). En effet, la paroi des Gram positifs est plus difficile a lyser, ce qui provoque
un biais dont il est difficile de s’affranchir. En comparant 3 kits d’extraction classiquement
utilisés dans les laboratoires de recherche ou de diagnostic, le kit Power Fecal DNA
[solation Kit (MoBIO, Qiagen, Hilden, Allemagne) présentait une moins bonne extraction

de certaines familles de Gram positifs comme les Lachnospiraceae ou les
13



Ruminococcaceae, associée a une surreprésentation de l'abondance relative des
Bacteroidaceae qui sont des bactéries a Gram négatif (Figure 8). Les kits Fast DNA SPIN
Kit Feces (MP Biomedicals, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) et QIAamp Fast DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne) semblaient plus appropriés dans cette étude (41).

MO BIO MP QlA

W Bacteroidaceae

W Lachnospiraceae
= Ruminococcaceae
u Prevotellaceae

day 0

m [Barnesiellaceae]

® Porphyromonadaceae
m Veillonellaceae

u Rikenellaceae

® Alcaligenaceae

m Bifidobacteriaceae

® [Odoribacteraceae]

m Coriobacteriaceae

day 14

® [Paraprevotellaceae]

® Clostridiaceae

Erysipelotrichaceae

M Streptococcaceae
Christensenellaceae
Pasteurellaceae
Desulfovibrionaceae
Peptostreptococcaceae
Other

Figure 8. Effet du kit d’extraction utilisé, et de la durée de stockage avant
extraction, d’apres Panek et coll. (41). MO BIO = Power Fecal DNA Isolation Kit (MO BIO),
MP = Fast DNA SPIN Kit for Feces (MP Biomedicals), QIA: QIAamp Fast DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne). Day 0 = extraction réalisée a JO, Day 14 = extraction
réalisée apres 14 jours de stockage a -20 °C.

Les techniques d’amplification de I’ADNr 16S étant extrémement sensibles, des
contaminations liées aux réactifs utilisés peuvent se produire (réactifs d’extraction, de
purification, ou de PCR). Lorsque la quantité d’ADN bactérien dans I’échantillon est faible,
il est primordial de comparer les résultats a ceux des témoins négatifs. Par exemple,
I'existence d’'un microbiote au niveau du placenta a fait 'objet d'un débat (42). 1l a
récemment été montré qu'il n’existait pas de microbiote au niveau du placenta, mais
qu’on pouvait néanmoins y détecter de 'ADN de certaines bactéries pathogenes telles
que Streptococcus agalactiae (43). L’ADN bactérien amplifié au niveau du placenta
pouvait avoir comme origine : (i) une contamination du placenta par des bactéries de la
flore vaginale au moment de I'accouchement (Lactobacillus), (ii) une contamination de la
biopsie quand elle était lavée avec du sérum physiologique (Deinococcus geothermalis),

(iii) une contamination par de I'’ADN bactérien présent dans les kits d’extraction
14



(Burkholderia silvatlantica), (iv) une contamination par de I’ADN bactérien présent dans
les réactifs d’amplification (Thiohalocapsa halophila), (v) une contamination par de ’ADN

bactérien présent dans I'équipement utilisé pour le séquencgage (Vibrio cholerae) (Figure

9).

&J Sequencing reads
DNA extraction (B. silvatlantica
extraction (| va ica) ? “@\\8

_pFasility (Vicholeras) & T %®
-«
el
In utero Delivery and Sample processing Data analysis and
interpretation

tissue collection

Figure 9. Sources de ’ADN bactérien détecté dans le placenta humain, d’apres de
Goffau et coll. (43).

Le package R decontam permet d’éliminer les séquences contaminantes assez
facilement, a partir de contréles d’extraction également séquencés. Ce package utilise des
tests statistiques basés sur la prévalence et I'abondance de différentes séquences dans
les controles négatifs par rapport aux échantillons. Cette approche a récemment été

utilisée avec succes pour analyser des échantillons de faible biomasse (31).

Ce probleme se pose moins pour I’étude d’échantillons ou la quantité d’ADN bactérien
est importante, comme au niveau digestif. En effet, la concentration en ADN bactérien au

niveau digestif est trés supérieure a celle retrouvée dans les réactifs d’extraction ou de

séquencage.
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Technologies disponibles

Séquencage de read courts (200 a 400 paires de bases)

Avant l'arrivée du séquengage nouvelle génération (NGS), I'analyse du microbiote
bactérien était superficielle. La plupart des études faisaient appel uniquement a la
culture. Cependant, ces études ne mettaient en évidence qu’'une petite part de 'ensemble
du microbiote. Le développement du NGS a réellement rendu possible I'étude précise des
microbiotes et de leur dynamique, y compris des fractions non cultivables. Le cofit de ces
technologies diminue progressivement, et elles sont devenues abordables pour de
nombreux laboratoires de recherche (Figure 10). A titre d’exemple, le séquencage d’un
génome bactérien avec une profondeur supérieure a 600 était de 250 $ en 2018. Il est
aujourd’hui facile d’obtenir des devis de sociétés privées ou de partenaires académiques

provenant de différents pays en quelques jours.
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Figure 10. Coiit du séquencage d'un génome bactérien entre 2001 et 2017,
d’apres Malla et coll. (44).

Dans le cadre de I'étude du microbiote bactérien, il est habituellement nécessaire
d’amplifier et de séquencer certaines régions hypervariables du gene ADNr 16S. Les
régions hypervariables peuvent étre amplifiées par plusieurs couples d’amorces pour le
kit Ion 16S™ Metagenomics Kit (régions V2, V3, V4, V6, V7, V8, et V9), mais il est
également possible de n’amplifier qu'une ou deux régions hypervariables d’intérét,
comme V3 et V4. Les fragments d’ADNr 16S amplifiés seront liés a un adaptateur commun
pour étre de nouveau amplifiés et recouvrir la surface d’une bille avec un méme clone de
séquences d’ADN par bille grace a une PCR en émulsion dans le cadre de la technologie
Ion Torrent (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis), ou former un cluster
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grace a une amplification en pont dans le cadre de la technologie Illumina (Illumina, San

Diego, Californie, Etats-Unis) (Figure 11).

a Emulsion PCR
(454 (Roche), SOLID (Thermo Fisher), GeneReader (Qiagen), lon Torrent (Thermo Fisher))

(Y — H*J‘{*Mﬁ}{ o

Emulsion On-bead amplification Final product

Micelle droplets are loaded Templates hybridize to bead-bound primers and are amplified; 100-200 million beads with
with primer, template, after amplification, the complement strand disassociates, thousands of bound template
dNTPs and polymerase leaving bead-bound ssDNA templates

b Solid-phase bridge amplification
{Illumina)

Template binding
Free templates hybridize
with slide-bound adapters

Patterned flow cell
Microwells on flow cell
direct cluster generation,
increasing cluster density

Bridge amplification Cluster generation

Distal ends of hybridized templates After several rounds of
interact with nearby primers where amplification, 100-200 million
amplification can take place clonal clusters are formed

Figure 11. Technologies d’amplification préalables au séquencage, d’apres
Goodwin et coll. (45). PCR en émulsion (Ion Torrent), PCR en pont (Illumina).

Le séquencage nouvelle génération permet ensuite de séquencer en parallele des
centaines de milliers de fragments d’ADN. Il a principalement lieu par synthese : soit les
nucléotides sont ajoutés un par un (lon Torrent), soit ils sont bloqués en utilisant des
molécules terminatrices similaires au séquencage de type Sanger pour empécher

’élongation (Illumina).

Pour lon Torrent, chacun des 4 nucléotides est ajouté un a un, sans nécessité de
bloquer I'élongation. Cela pose toutefois un probleme en cas d’homopolymeres d’une
base d’acide nucléique, car pour déterminer la séquence, le systéme recherche une
augmentation proportionnelle du signal détecté en cas d’incorporation de plusieurs
nucléotides en une seule fois. La technologie lon Torrent détecte la production d’ions H*
qui sont générés a chaque fois qu'un désoxyribonucléotide (dANTP) est incorporé, ce qui

va modifier le pH (Figure 12). Cependant, ce systeme présente des limites en cas
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d’homopolymeres de grande taille. Il est ainsi peu fiable pour discriminer une séquence

avec 8 « A » d'une séquence avec 9 « A ».

lon Torrent

(Thermo Fisher)

VXV . vy

.l
7

TAACAGTA

Semiconductor sequencing

As a base is incorporated, a single
H* ion is released, which is detected
by a CMOS-ISFET sensor

[ X
q ~IN
v N \4
A

H* H
2 £

=/

TAARACAGTA

Single nucleotide addition
Only one dNTF species is
present during each cycle;
several identical dNTPs can be
incorporated during a cycle,
increasing the emitted ions

Figure 12. Ion Torrent: détection de modifications de pH associées a

I'incorporation de dNTP non bloqués ajoutés un a un, d’aprés Goodwin et coll. (45).

Pour [llumina, I'élongation est empéchée apres incorporation d’'un dNTP en utilisant

des molécules ou le groupe 3’-OH du ribose est bloqué (Figure 13). Ces nucléotides

bloqués sont associés a un des quatre fluorophores, en fonction du nucléotide. Ce

fluorophore va étre détecté, puis clivé. Un nouveau cycle va pouvoir commencer apres

déblocage du nucléotide. Les homopolymeres sont ainsi correctement séquenceés. Le

choix de la technologie de séquencage va conditionner I’analyse bio-informatique

ultérieure pour tenir compte des homopolymeres.
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Illumina

@@:k% -

Nucleotide addition Imaging Cleavage

Fluorophore-labelled, terminally blocked Slides are imaged with either two or Fluorophores are cleaved and washed
nucleotides hybridize to complementary four laser channels. Each cluster from flow cells and the 3"-OH group
base. Each cluster on a slide can emits a colour corresponding to the is regenerated. A new cycle begins
incorporate a different base. base incorporated during this cycle. with the addition of new nucleotides.

Figure 13. Illumina: détection de fluorophores associés a des dNTP bloqués,
d’aprés Goodwin et coll. (45).

Ces deux méthodes permettent de séquencer des read relativement courts, de I'ordre
de 200 a 400 paires de bases pour la technologie lon PGM, et de 250 a 300 paires de bases
pour la technologie [llumina Miseq v2 et v3. Cette longueur de read courte est toutefois
suffisante pour séquencer une région hypervariable telle que V4, de longueur inférieure

a 300 paires de bases.

Dans ce travail de thése, nous avons utilisé le kit Ion 16S™ Metagenomics sur lon
Torrent. Six produits d’amplification permettent d’obtenir la séquence de 7 régions
hypervariables grace au kit Ion 16S™ Metagenomics (Figure 14). Séquencer 7 régions
hypervariables présente un intérét sur le plan théorique, car certaines régions seront
mieux adaptées pour ne pas sous-estimer certains genres bactériens. Par exemple, en
séquencant des échantillons de microbiote fécal, le genre Faecalibacterium représentait
0,5 % de lalibrairie générée uniquement par les amorces V4, contre 16 % pour I’ensemble

des 7 régions amplifiées (d’apres la brochure Thermo Fisher, données non publiées).
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Set 2-4-8: Set 3-6,7-9:

- Primers to amplify variable - Primers to amplify variable regions
regions 2, 4 and 8 in a single tube 3,6,7 and 9 in a single tube
The E.coli library contains three types The E.coli library contains three types
of DNA fragments : 250, 288, 295 bp of DNA fragments : 215, 260, 209 bp
V3 Ve7 Vo
Set3-67-9 — — —
[V vi \E] va Vs Va7 vVa va | 165
—) Ea— ————p Set 2-4-8
V2 V4 Va8

Figure 14. Régions hypervariables de 'ADNr 16S amplifiées par le kit Ion 16S™
Metagenomics, d’apres Thermo Fisher.

Cependant, les régions amplifiées étant de taille différente (209 a 295 paires de bases),
et les séquences des amorces utilisées n’étant pas publiées, cela complexifie
considérablement l'analyse bio-informatique si on ne souhaite pas utiliser le logiciel
propriétaire de Thermo Fisher (Ion Reporter Software). Qiime 2 est un des pipelines les
plus utilisés pour 'analyse métagénomique. L'utilisation de Qiime 2 est bien adaptée a
l'utilisation d’un seul couple d’amorces, avec des produits d’amplification de méme taille
et correspondant a la méme séquence hypervariable. En effet, des algorithmes de
classification basés sur un réseau bayésien naif peuvent étre utilisés. Les performances
de ce réseau bayésien naif sont en théorie augmentées apres optimisation par rapport a
la composition taxonomique attendue. Il est possible d’entrainer son propre réseau
bayésien a partir des séquences des amorces utilisées et des amplicons d’un projet donné.
Etant donné que le kit Ion 16S™ Metagenomics renvoie des séquences correspondant a 6
amplicons, et que les séquences des amorces ne sont pas connues, cela n’a pas été possible
dans notre travail. Nous avons tout de méme utilisé Qiime 2 pour analyser des données
générées par le kit lon 16S™ Metagenomics au moyen de quelques adaptations (Annexe
1), notamment en utilisant un réseau bayésien préentrainé sur I'intégralité de la séquence

de 'ADNr 16S.
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Séquencage de read longs (plusieurs milliers de paires de bases)

Une approche avec des read courts peut induire des biais, car on n’obtiendra pas
exactement les mémes résultats selon la région hypervariable séquencée, certaines étant
plus discriminantes selon les especes bactériennes. De plus, une identification au niveau
de I'espece est rarement possible avec des read courts. Le plus souvent, un séquencage
de read courts permet de classer les séquences uniquement au niveau du genre bactérien.
Des approches de séquencage de read longs ont été développées, permettant de
séquencer en une seule fois l'intégralité de 'ADNr 16S (> 1500 paires de bases). Ces
technologies séquencent une seule molécule d’ADN a la fois, et les plus connues sont
PacBio (Pacific Biosciences, Menlo Park, Californie, EtatS-Unis) et Oxford Nanopore
(Oxford Nanopore, Oxford, Royaume-Uni) (Figure 15). Cependant, ces technologies sont
encore coliteuses et associées a un taux élevé d’erreurs de séquencage, elles sont donc
pour l'instant peu employées pour I'analyse de microbiote. En bactériologie, elles sont
actuellement principalement utilisées en association avec une technologie de type read
court pour obtenir un séquencage de génome bactérien complet et pas seulement

plusieurs dizaines de contigs séparés.

Aa Pacific Biosciences Ab Oxford Nanopore Technologies

SMRTbell template Leader—Hairpin template

Two hairpin adapters The leader sequence interacts
with the pore and a motor
protein to direct DNA,

allow continuous
clrcular sequencing a hairpin allows for
bidirectional sequencing

ZMW wells  h
Sites where

sequencing a

takes place -

Labelled nucleotides
All four dNTPs are
labelled and available
for incorporation

Alpha-hemolysin
A large biological pore
capable of sensing DNA

Current
Passes through the pore
and is modulated as

Modified polymerase DNA passes through

As anucleotide is
incorporated by the
polymerase, a camera
records the emitted light

PacBio output

A camera records the changing
colours from all ZMWs; each
colour change corresponds to
one base

ONT output (squiggles)
Each current shift as DNA
translocates through the

0 1 2 3 4 pore corresponds to a
particular k-mer

Signal
(pA)
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Figure 15. Principe des technologies PacBio et Oxford Nanopore permettant de
séquencer des read longs (plusieurs dizaines de milliers de bases), d’apres Goodwin
et coll. (45).
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Que ce soit pour du séquencage de read courts ou longs, les amplicon sequence variants
(ASV) générés par dadaZ pourraient remplacer les operational taxonomic unit (OTU)
générés par des algorithmes comme mothur. Les OTU sont générés en rassemblant les
read qui présentent une similarité supérieure a 97 %, une valeur arbitraire qui est
également utilisée dans la définition d’espéce bactérienne. Récemment, des méthodes ont
été développées pour résoudre en ASV les séquences générées. Les ASV permettent de
distinguer ce qui est une réalité biologique (différents variants de séquences d’ADNr 16S)
de ce qui n’en est pas (erreur de séquencage, erreur d’amplification). La résolution en
ASV est basée sur le fait que des séquences correspondant a une réalité biologique seront
répétées un plus grand nombre de fois que des séquences correspondant a des erreurs
introduites artificiellement. Aucune valeur arbitraire de dissimilarité n’est imposée. Ces
différences sont bien expliquées dans un article écrit par Callahan et coll.,, mais étant
donné qu'il s’agit des développeurs de dadaZ2 (utilisant les ASV), un biais en faveur des

ASV existe dans cet article (46).

Dans un article récent également écrit par Callahan et coll. (47), une technologie de
séquencage de read longs (PacBio) a été appliquée avec d’excellents résultats sur une
communauté bactérienne artificiellement construite. Huit especes bactériennes étaient
mélangées en proportions équimolaires. Le nombre de copies d’ADNr 16S par génome
était compris entre 4 copies pour Pseudomonas aeruginosa et 10 copies pour Bacillus
subtilis. La quasi-totalité des 1 500 paires de bases de '’ADNr 16S était séquencée, apres
une amplification par le couple d’amorces 27F et 1492R. Le taux d’erreurs de séquencage
élevé inhérent aux techniques de read longs (10 % d’erreurs) a pu étre réduit en utilisant
une technique de séquences consensus circulaires. Cette technique consiste a créer une
boucle a partir d'une séquence amplifiée, et a la lire plusieurs fois pour lui associer une
séquence consensus (48). Au final, le taux d’erreur de séquencage était de 0,04 %, une
valeur inférieure aux techniques de séquencage de read courts (0,5 %). Les résultats sont
assez impressionnants, car sur les 8 souches du mélange bactérien, 29 ASV ont pu étre
identifiés, correspondant a des variants alléliques du géne de I’ADNr 16S (Figure 16).
L’abondance de chacun de ces ASV par génome est tres proche d’'un nombre entier,
comme c’est censé étre le cas si ce séquencage correspond a une réalité biologique. En
effet une souche donnée peut posséder plusieurs variants alléliques du gene ADNr 16S,

mais il s’agit forcément d’'un nombre entier.
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Figure 16. Abondance par génome des amplicon sequence variants (ASV) dans
une communauté microbienne artificiellement construite, d’aprés Callahan et coll.
(47).

Une autre communauté bactérienne a été étudiée dans le méme article, et I'algorithme
dada? (basé sur des ASV) permettait de discriminer Staphylococcus aureus de
Staphylococcus epidermidis, alors que mother et uparse (basés sur des OTU) regroupaient
ces séquences dans un méme OTU. Ces résultats ont l'air tres convaincants, mais étant
donné que l'article est signé a la fois par les développeurs de dadaZ ainsi que par des
employés de PacBio, des biais importants existent. Si des auteurs indépendants
confirment ces résultats, il pourrait s’agir d'une méthode de métagénomique ciblée
extrémement précise, permettant une discrimination au niveau de I'espece pouvant se

révéler tres utile pour certaines applications.

2.1.3. Effet d’'une antibiothérapie

La plupart des antibiotiques utilisés en pratique clinique ont un spectre d’action assez
large, et agissent non seulement sur la bactérie pathogene que I'on souhaite traiter, mais
aussi sur le microbiote intestinal. Ainsi, I’effet principal des antibiotiques sur I'intestin est

médié par les modifications du microbiote qu’ils entrainent.
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Chaque antibiotique posséde des caractéristiques qui lui sont propres: spectre
d’action, pharmacocinétique, pharmacodynamique. La plupart des antibiotiques
hydrophiles (-lactamines, aminoglycosides, glycopeptides) ont une élimination urinaire.
La plupart des antibiotiques lipophiles (clindamycine, macrolides, fluoroquinolones,
tétracyclines, métronidazole) ont une élimination hépatique. L'absorption intestinale
joue aussi un role : par exemple le métronidazole est presque entierement absorbé au
niveau de l'intestin gréle (49), la concentration en métronidazole est donc faible une fois
arrivé au niveau du colon. Au total, cela aboutit a des effets différents sur le microbiote

digestif (Tableau 1).

Tableau 1. Effet de différentes classes d’antibiotiques sur le microbiote digestif.

Classe d’ATB Excrétion Effet sur le microbiote digestif
Anaérobies Aérobies
Gram- Gram+ Gram-  Gram +
Clindamycine Biliaire +++ \) ) T \)
B-lactamines Urinaire +++ ) l ) \)
Fluoroquinolones Biliaire ++ - - \) T
Administration
Glycopeptides T l T )
orale

Adapté de Ianiro et coll. (50).

Les antibiotiques altérant le plus le microbiote digestif ont un spectre d’action dirigé

contre les bactéries anaérobies, et une élimination principalement biliaire.

La clindamycine est éliminée principalement par voie biliaire, apres passage par le
foie, sous forme de métabolites possédant une activité antibactérienne variable. Sa demi-
vie est de 3 heures. Apres une injection de 600 mg de clindamycine, la concentration de

clindamycine au niveau des voies biliaires est trois fois plus élevée que dans le sérum
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(51). Le spectre d’action de la clindamycine est dirigé contre les anaérobies ainsi que les
bactéries a Gram positif. Toutes les Enterobacteriaceae sont naturellement résistantes a
la clindamycine. Dans un modéle murin, une seule injection de clindamycine induisait une
altération profonde du microbiote, associée a une augmentation des Enterobacteriaceae

au niveau iléal et czecal (52).

La famille des B-lactamines est tres vaste, pouvant présenter une forte activité anti-
anaérobie lorsqu’elles sont associées a un inhibiteur de 3-lactamase (amoxicilline + acide
clavulanique, pipéracilline + Tazobactam). Les carbapénémes présentent également une
activité anti-anaérobie importante. L’élimination des [-lactamines est principalement
urinaire. Le Tazobactam, un inhibiteur de 3-lactamase, est aussi éliminé par voie urinaire
et seulement 0,6 % de la dose est retrouvée dans les feces (53). Le méropénéme est
également éliminé a 98 % dans 'urine et seulement 2 % de la dose initiale est retrouvée

dans les feces (54).

Les fluoroquinolones sont éliminées a la fois par voie biliaire et par voie urinaire. La
demi-vie de la ciprofloxacine est de 3 heures. Quinze pour cent (15 %) de la dose de
ciprofloxacine administrée est retrouvée au niveau des selles. Cependant, moins de 1 %
de la ciprofloxacine est éliminée par voie biliaire (55). Cette différence s’explique par une
excrétion directe de la ciprofloxacine a travers la barriére intestinale. La ciprofloxacine
posséde une activité anti-anaérobie médiocre, mais certaines quinolones plus récentes

comme la moxifloxacine ont une bonne activité anti-anaérobie (56).

La vancomycine n’est pas absorbée par voie orale, mais elle peut étre administrée per
os pour traiter des infections a Clostridioides difficile. La concentration en vancomycine
dans les feces est alors élevée, la posologie recommandée pour le traitement des
infections a C. difficile étant de 125 mg x 4 /jour (57). Par contre si la vancomycine est
injectée par voie 1V, elle est alors éliminée quasi exclusivement par voie urinaire. Les
concentrations retrouvées au niveau des selles apres injection IV sont tres faibles (58).
Le spectre d’action de la vancomycine est limité aux bactéries a Gram positif. Certaines
bactéries anaérobies a Gram négatif comme les Porphyromonas peuvent apparaitre

sensibles a la vancomycine in vitro (59).
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2.1.4. Résilience du microbiote

L’utilisation d’antibiotiques modifie la composition du microbiote digestif, a plus ou
moins long terme. Globalement, le microbiote présente une résilience, avec une tendance
a un retour a I’état initial apres altération par une antibiothérapie. L’efficacité de cette

résilience dépend en grande partie de la nature de I'antibiothérapie recue.

Chez des volontaires humains ayant recu de la ciprofloxacine (fluoroquinolone)
pendant 5 jours, la composition du microbiote était altérée. La diversité chutait
rapidement 3 jours apres le début de l'antibiothérapie, mais remontait également
rapidement 2 jours apres la fin de 'antibiothérapie (60). La ciprofloxacine est réputée
avoir peu d’effet sur les anaérobies par rapport a d’autres antibiotiques. Pourtant,
pendant toute la période d’antibiothérapie par ciprofloxacine les Bacteroidaceae,
Lachnospiraceae et Ruminococcaceae étaient tres diminués. Des l'arrét de
'antibiothérapie, une restauration de I'abondance de ces taxons au niveau digestif était
observée. A 'inverse, certains taxons moins abondants initialement n’étaient toujours
pas restaurés 6 mois apres, tels que Bacteroides dorei, Akkermansia muciniphila et des
especes de Roseburia productrices de butyrate. Ces données sont en faveur d'une
stabilisation vers un état altéré (perte de certains taxons) apres une antibiothérapie par

ciprofloxacine, malgré une restauration globale de la diversité.

Dans une autre étude s’intéressant a 'effet de la clindamycine, la diversité au sein du
genre Bacteroides était diminuée apres 7 jours de clindamycine, et cet effet persistait
méme 2 ans apres l'arrét du traitement (61). Cependant cette étude utilisait des
techniques de rep-PCR pour mettre en évidence une diminution de la diversité clonale, il

ne s’agissait donc pas d’analyse métagénomique.

Plus récemment l'effet d’'une antibiothérapie a large spectre (méropénéme,
gentamicine et vancomycine administrés pendant 4 jours) a été analysé par
métagénomique ciblée sur 'ADNr 16S (4). Immédiatement apreés le début de
I'antibiothérapie, les Bifidobacterium et les especes productrices de butyrate
diminuaient, ce qui était compensé par une expansion des Enterobacteriaceae. Un mois
et demi apres 'arrét de I'antibiothérapie, la composition du microbiote digestif était
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quasiment revenue a l'état de base. Une perte compléte de 9 taxons était toutefois
observée, comprenant différentes especes de Bifidobacterium, Coprococcus, Eubacterium
et Methanobacter. Certains de ces taxons sont impliqués dans la production de butyrate

ou de méthane.

Apres administration de vancomycine per os pendant 14 jours chez des patients
souffrant de polyarthrite rhumatoide, le microbiote digestif était modifié de fagon
majeure a court terme (62). Tous les patients inclus dans I'étude avaient recu du
méthotrexate (dans le groupe vancomycine et dans le groupe contrdle). Le méthotrexate
ne modifiait pas le microbiote dans cette étude d’apres les résultats du groupe controle.
Apres 2 semaines de vancomycine per os le phylum Bacteroidetes était effondré (genres
Bacteroides, Parabacteroides, Barnesiella), ce qui était en partie compensé par une
expansion des Proteobacteria (Enterobacteriaceae). Pour les Firmicutes, cela dépendait
des genres bactériens : certains étaient augmentés (Lactobacillus) mais d’autres étaient
diminués (Clostridium, Coprococcus, Faecalibacterium, Roseburia). Par contre, 22
semaines apres l'arrét de la vancomycine, le microbiote digestif était quasiment revenu a

|’état de base a I’exception de deux OTUs, dont la nature n’était pas précisée dans l'article.

Dans I'étude MORDOR, de 'azithromycine était distribuée en masse tous les 6 mois
chez des enfants du Niger dans le but de diminuer la mortalité infantile (63). Des
prélevements de selles ont été réalisés chez ces enfants ayant recu soit de
'azithromycine, soit un placebo. Deux ans apres le traitement par azithromycine, les
modifications de la composition du microbiote étaient assez mineures, a 'exception d’'une
diminution de '|abondance de Campylobacter upsaliensis par rapport au groupe controle.
La diversité était inférieure dans le groupe azithromycine mais cette différence n’était
pas significative (p = 0,08). Il s’agissait de la gamma-diversité (marqueur de la richesse
du microbiote digestif des enfants au niveau d’un village), et non pas de I'alpha-diversité.
La résistance aux macrolides était sélectionnée par 'administration d’azithromycine :
deux ans apres le début de I'étude, la prévalence de geénes de résistance aux macrolides

était de 2,7 % dans le groupe placebo contre 16,7 % dans le groupe azithromycine.

En essayant d’expliquer la résilience du microbiote post-antibiothérapie (retour a

I'état initial) par un modele bayésien, des résultats différents étaient obtenus selon
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I'antibiotique utilisé (64). Une dizaine d’individus par groupe étaient suivis pendant un
an apres avoir regu soit de I'amoxicilline, de la minocycline, de la clindamycine ou de la
ciprofloxacine. Des prélevements de selles étaient analysés avant antibiothérapie,
immédiatement apres antibiothérapie, 1 mois, 2 mois, 4 mois et 12 mois apres
antibiothérapie. Apres une antibiothérapie par amoxicilline ou par minocycline, le
microbiote digestif avait tendance a retourner a I’état de base dans le mois suivant. Par
contre, apres une antibiothérapie par clindamycine ou ciprofloxacine, le modéle le plus

adapté était un modele de stabilisation vers un état altéré.

En plus de la nature de I'antibiothérapie, la durée de I'antibiothérapie semble liée a la
capacité du microbiote a revenir a son état de base. Chez des nouveau-nés ayant été
exposés a des antibiotiques, chaque jour supplémentaire d’antibiothérapie recue était
associé a une richesse en anaérobies diminuée 7 jours apres l'arrét de I'antibiothérapie
(risque relatif = 0,84 [IC 95 % = 0,73 - 0,95]) et a une richesse en « bactéries productrices
de butyrate » diminuée (risque relatif = 0,82 [IC 95 % = 0,67 - 0,97]) (65). Leur définition
des bactéries productrices de butyrate est tres critiquable, car elle incluait les
Bacteroidaceae. Les bactéries productrices de butyrate appartiennent en fait quasi
exclusivement aux Firmicutes (Lachnospiraceae et Ruminococcaceae), et a de rares
especes de Bacteroidetes (certaines especes de Porphyromonadaceae et de Rikenellaceae)
(66, 67). Les Bacteroidaceae sont trés fréquemment retrouvées au niveau digestif et ne
produisent pas de butyrate, ce qui rend les résultats de cette étude difficilement
interprétables. Cependant si on s’intéresse uniquement a la richesse diminuée en
bactéries anaérobies, chaque jour d’antibiothérapie supplémentaire diminue la richesse
en anaérobies de 16 % a 7 jours apres l'arrét de I'antibiothérapie. Il s’agit d’'un effet
majeur, il est rare d’obtenir des risques relatifs si bas lorsque I'unité statistique est une

seule journée de traitement.

L’effet d’'une antibiothérapie a large spectre sur la composition du microbiote digestif
a été le mieux étudié chez les patients bénéficiant d’'une allogreffe de cellules souches,
notamment grace aux travaux de Pamer. Ces patients recoivent plusieurs lignes
d’antibiothérapie a large spectre, présentant une activité anti-anaérobie. La Figure 17
montre la complexité des antibiothérapies administrés chez ces patients, et leur effet sur

le microbiote (68). En regle générale, une antibiothérapie a large spectre a tendance a
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sélectionner

les

bactéries appartenant au phylum Proteobacteria (dont les

entérobactéries) ainsi que le genre Enterococcus, de par leur résistance fréquente a de

nombreux antibiotiques.
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Figure 17. Effet de multiples antibiothérapies a large spectre chez un patient
bénéficiant d’'une allogreffe de cellules souches, d’aprés Taur et coll. (68). Ce patient
a bénéficié d’'une auto-transplantation de microbiote fécal a J49.

Au final, le microbiote digestif est résilient suite a I'administration de certains

antibiotiques a spectre étroit comme I’'amoxicilline. Par contre, en cas d’antibiothérapie a

plus large spectre (clindamycine, ciprofloxacine, méropénéme...), il semblerait que pour

certains individus le microbiote revienne a I'état de base, mais que pour d’autres il se

stabilise vers un état altéré (pouvant correspondre a un état de dysbiose) (Figure 18).
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Figure 18. Résilience du microbiote suite a une antibiothérapie, d’apres Lange et
coll. (69).
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2.2. Acteurs de la réponse immunitaire

2.2.1. Cellules épithéliales

Les cellules de I'épithélium intestinal jouent un role de barriére physique vis-a-vis des
micro-organismes pathogenes. L’épithélium intestinal est un épithélium unistratifié
capable de se renouveler trés rapidement: chez 'homme les cellules de I'épithélium
intestinal sont renouvelées tous les cing jours (70). Pour améliorer I'absorption des
nutriments, l'intestin gréle est replié pour former des cryptes et des villosités. Ces
anfractuosités permettent de maximiser la surface d’échange de l'intestin gréle. Chaque
villosité est entourée par des cryptes (Figure 19). La crypte géneére un flux continu de
nouvelles cellules qui vont se différencier et remonter en direction de la villosité. Les

cellules de Paneth sont retrouvées au fond des cryptes.

@ @— Apoptotic

Goblet cell

Enterocyte

Lineage-committed Secretory
progenitor cell progenitor cell

Figure 19. Structure de I’épithélium intestinal, d’aprés Gehart et coll. (71).

Certaines cellules épithéliales intestinales sont plus particulierement impliquées dans

I'initiation de la réponse immunitaire. C’est le cas des cellules M, présentes au niveau des
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plaques de Peyer de l'intestin gréle et des tissus lymphoides associés aux muqueuses.
Leur fonction principale est '’endocytose d’antigénes microbiens et leur transport vers
des macrophages. Les macrophages vont ensuite migrer vers des ganglions lymphatiques

et permettre d’initier une réponse immunitaire (72).

Les cellules caliciformes, ou aussi appelées cellules en gobelet, sont impliquées dans la
synthese du mucus. Elles sont présentes en grand nombre au niveau de I'épithélium de
I'intestin gréle et du c6lon, mais également au niveau des voies respiratoires supérieures.
Le mucus ainsi produit permet de limiter la surface de contact entre les bactéries
présentes dans le tube digestif et les cellules épithéliales intestinales (73). Les mucines
sont des molécules de haut poids moléculaire, composées d'une partie protéique associée
a de nombreuses chaines latérales oligosaccharidiques (74). Dans un modele de souris
knockout pour le géne muc2, I'apparition spontanée de signes de colite était observée des
cing semaines de vie (75). Ce modele montre I'importance de conserver une zone tampon
entre I'épithélium intestinal et les bactéries luminales grace aux mucines, pour ne pas
conduire a de l'inflammation non contrélée. L’espace occupé par les mucines a été

comparé a une « zone démilitarisée » (76).

Les cellules de Paneth vont également permettre de limiter les interactions entre les
bactéries et les cellules épithéliales. Elles sont situées au fond des cryptes intestinales,
principalement au niveau de I'intestin gréle. Elles sont également présentes (mais en plus
faible quantité) au niveau du c6lon proximal ainsi que du célon transverse (77). Les
cellules de Paneth sécretent des peptides antimicrobiens, tels que le lysozyme, la
phospholipase A, ou des alpha-défensines (78). Les défensines présentent un spectre
antimicrobien trés large: antibactérien, antiviral et antifongique (79). Certaines
mutations impliquant un stress au niveau du réticulum endoplasmique ont été associées
a un mauvais fonctionnement des cellules de Paneth et au développement de maladies
inflammatoires chroniques intestinales (80). La production de défensines par les cellules
de Paneth influe sur la composition du microbiote bactérien et sur la résistance a
certaines bactéries pathogenes. En utilisant un modele de souris transgéniques HD-5
produisant la défensine humaine DEFAS5, une disparition totale des segmented
filamentous bacteria (SFB) était observée (78). Ces mémes souris transgéniques

exprimant HD-5 étaient également protégées vis-a-vis de Salmonella Typhimurium (81).
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Les cellules tuft de I'épithélium intestinal ont été plus récemment décrites, et semblent
plus particulierement impliquées dans I'immunité antiparasitaire. Elles produisent de
I'IL-25 et induisent une réponse de type Th2 (82). Elles ne semblent pas jouer un réle

important dans I'immunité antibactérienne, dans I'état actuel des connaissances.

2.2.2. Cellules de I'immunité innée

Les cellules immunitaires présentes au niveau intestinal sont localisées dans différents
compartiments : au niveau des cellules épithéliales, au niveau de la lamina propria, ou

dans des structures organisées telles que les plaques de Peyer.

Les polynucléaires neutrophiles sont présents au niveau sanguin, et peuvent étre
rapidement recrutés en cas d’'inflammation par la sécrétion de signaux tels que I'IL-8,
I'IFN-y ou I’'H202 (83). Les neutrophiles luttent contre les micro-organismes par plusieurs
méthodes: la phagocytose, la dégranulation, et par la production de pieges
extracellulaires des neutrophiles (84). Les micro-organismes sont phagocytés lorsqu’ils
sont recouverts d’opsonines (anticorps ou complément), puis vont étre détruits par
libération d’enzymes protéolytiques et de formes réactives de l'oxygene (explosion
oxydative). La dégranulation consiste a relarguer plusieurs types de molécules possédant
une activité antibactérienne : myélopéroxydase, défensines, cathélicidines. Les pieges
extracellulaires des neutrophiles correspondent au relargage d’ADN formant des
structures en forme de toile, qui vont pouvoir piéger et tuer les bactéries extracellulaires.
Le microbiote digestif joue un role important dans le développement des neutrophiles.
Dans des modeles de rats germ-free, les neutrophiles présentaient de moins bonnes
capacités de phagocytose et généraient moins d’oxyde nitrique, par rapport aux rats
controles specific-pathogen-free (85). Le nombre total de neutrophiles était également

moins important chez les rats germ-free.
Les cellules phagocytaires mononucléées comprennent les macrophages et les cellules

dendritiques. Leur réle principal est de détecter des micro-organismes et de déclencher

le relargage de cytokines a visée immunomodulatrice.

33



Les macrophages peuvent étre retrouvés au niveau de I'épithélium intestinal, de la
lamina propria ou des plaques de Peyer. Ce sont principalement des cellules résidentes
qui ne quittent pas I'intestin, contrairement aux polynucléaires neutrophiles qui circulent
au niveau sanguin. Les macrophages servent d’effecteurs de la réponse immunitaire
innée. Ils sont idéalement situés pour pouvoir rapidement phagocyter les micro-
organismes qui envahissent I'épithélium intestinal. Ils contribuent a une relation
symbiotique avec le microbiote digestif (86). Les acides gras a courte chalne produits par
certaines familles bactériennes ont la capacité de limiter la production de cytokines
proinflammatoires par les macrophages. En effet, le butyrate permet d’inhiber les
histone-désacétylases des macrophages de la lamina propria, diminuant ainsi la synthese
de médiateurs proinflammatoires tels que l'oxyde nitrique, I'IL-6 et I'lL-12 (87). Ce
mécanisme permet d’expliquer la tolérance observée vis-a-vis des bactéries
commensales, et suggére que des métabolites produits par des bactéries ont un role

majeur sur la réponse immunitaire locale.

Les cellules dendritiques possédent des capacités de phagocytose similaires aux
macrophages. Elles présentent toutefois la particularité de pouvoir migrer vers les
organes lymphoides et de présenter I'antigene phagocyté aux lymphocytes T naifs. Elles
servent ainsi de relai entre 'immunité innée et adaptative (Figure 20) (88). Les cellules
dendritiques CD103*CD11b* sont impliquées dans l'induction de plasmocytes
producteurs d’IgA, ainsi que de lymphocytes T régulateurs (Treg) (89). Les cellules
dendritiques intestinales sont impliquées dans la tolérance, par leur capacité a induire

une différenciation des lymphocytes T naifs en Treg Foxp3+ (90).
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Figure 20. Les cellules dendritiques servent de relai entre immunité innée et
adaptative, d’aprés Merad et coll. (88). DC : cellule dendritique, LC : cellules de
Langerhans, Treg = lymphocyte T régulateur.

Les cellules lymphoides innées représentent la partie lymphoide du systeme

immunitaire inné. Elles peuvent étre classées en cellules immunitaires cytotoxiques et

non cytotoxiques.

Les cellules lymphoides innées cytotoxiques comprennent essentiellement les cellules
NK (Natural Killer). Contrairement aux lymphocytes T cytotoxiques CD8*, les cellules NK
appartiennent bien a I'immunité innée en raison de leurs récepteurs invariants. Elles sont
capables de tuer des cellules tumorales ou infectées par des micro-organismes, de
maniere indépendante d'un antigene. Elles participent a la réponse vis-a-vis de bactéries

intracellulaires telles que Listeria monocytogenes par production de granules
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cytotoxiques contenant de la granulysine (91). Le microbiote digestif joue un réle majeur
dans le priming des cellules NK. En effet, chez des souris germ-free, en I'absence de
stimulation des cellules dendritiques et des macrophages par le microbiote digestif, le
priming des cellules NK ainsi que la réponse antivirale étaient séverement compromis
(92). Ces données suggerent un role du microbiote digestif non seulement dans le
développement du systeme immunitaire local au niveau des muqueuses, mais également

au niveau de I'immunité systémique par 'intermédiaire des cellules dendritiques.

Les cellules lymphoides innées non cytotoxiques sont considérées comme des cellules
helper-like par analogie aux lymphocytes T CD4*. Elles participent au maintien de
I’homéostasie locale par la sécrétion de différentes cytokines (dont I'lL-22), pouvant
induire la production de peptides antimicrobiens et ainsi réguler la composition du
microbiote digestif. Cette interaction est bidirectionnelle, le microbiote digestif ayant lui-
méme des effets sur les cellules lymphoides innées non cytotoxiques. Ainsi, dans un
modele de souris traitées par antibiotiques (ampicilline, vancomycine, et colistine), une
diminution de la concentration en butyrate était observée au niveau de I'iléon terminal.
Cette diminution du butyrate était associée a une diminution des cellules lymphoides
innées non cytotoxiques NKp46*, engendrant elle-méme une diminution des cellules T

régulatrices ainsi qu'une augmentation des cellules T spécifiques d’un antigéne (93).
2.2.3. Lymphocytes B

En plus du mucus, la muqueuse intestinale est également protégée par les
immunoglobulines A produites par les plasmocytes. Au niveau digestif, les plasmocytes
sont majoritairement retrouvés au niveau de la lamina propria. Les plasmocytes
intestinaux constituent 80 % de I’ensemble des plasmocytes du corps, et produisent
plusieurs grammes d’anticorps par jour (94). Des différences importantes entre le
systeme immunitaire murin et humain sont retrouvées quant a la production d’IgA. Dans
le systéme immunitaire murin, les IgA sont principalement polymériques. Chez les

humains, deux isotypes d’'IgA existent, IgA1 et [gA2.

Les IgA participent au maintien d’'une homéostasie locale en limitant les interactions

entre le microbiote et les cellules de I'hote. La plupart des bactéries commensales
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résidant dans l'intestin gréle seront recouvertes d’IgA, et engendrent ainsi une réponse
immunitaire indépendante des lymphocytes T. Au total, 90 % des bactéries recouvertes
d’IgA dans le cdlon étaient également présentes a une abondance relative supérieure a 1
% dans l'intestin gréle (95). Dans cette étude, la seule exception notable était le taxon
Muribaculaceae (une famille bactérienne appartenant aux Bacteroidetes) qui était
retrouvé a la fois dans la fraction recouverte et non recouverte d’IgA dans le célon, alors

qu’elle était également présente dans le duodénum.

Une autre étude retrouvait quatre taxons surreprésentés dans la fraction recouverte
par les IgA: la famille Muribaculaceae (anciennement appelée S24-7), le genre

Lactobacillus, une espece du genre Erysipelotrichaceae et les SFB (Figure 21) (96).
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Figure 21. Abondance relative du microbiote fécal de quatre taxons bactériens
significativement enrichis dans la fraction recouverte d’IgA, d’apres Palm et coll.
(96). La famille S24-7 est désormais appelée Muribaculaceae. Légende : Pre = avant triage
par cytométrie de flux, Pos = Fraction recouverte d’IgA, Neg = fraction non recouverte
d’IgA.

Actuellement aucun mécanisme n’a été clairement identifié permettant d’expliquer
pourquoi certaines bactéries sont recouvertes d’IgA alors que d’autres non. Certains
auteurs ont suggéré que les IgA recouvraient plus spécifiquement des bactéries
commensales proinflammatoires capables d’engendrer une dysbiose ou de favoriser une
colite (96). Il est en tout cas probable que la localisation anatomique des bactéries joue
un réle (présence au niveau de l'intestin gréle), comme I’ont montré Bunker et coll. (95).
Il est également possible que des bactéries occupant une niche en contact étroit avec la
muqueuse intestinale puissent plus facilement induire une réponse immunitaire, par

rapport a des bactéries retrouvées dans la lumiére intestinale. En effet, les
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Lactobacillaceae et les SFB sont retrouvés préférentiellement au niveau des cryptes
intestinales grace a leurs capacités d’adhésion, et sont recouverts d'IgA (Figure 22) (97).

a Small intestine b Colon

Bacteroides acidifaciens

Mucus SFB . Y
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gy, Helicobacter spp.

Bifidobacteriaceae
Akkermansia muciniphila

Inner mucus (attached)

Paneth cell

Lamina propria Lamina propria

Figure 22. Taxons bactériens principalement retrouvés a proximité de la
muqueuse de I'intestin gréle et du célon, d’aprés Donaldson et coll. (97).

2.2.4. Lymphocytes T

Lors d’une infection touchant la muqueuse intestinale, les lymphocytes T spécifiques
de 'antigéne reconnu vont proliférer suite a 'action des cellules de I'immunité innée
(cellules dendritiques et macrophages). Ces cellules de I'immunité innée produisent
différentes cytokines, qui vont permettre la différenciation des lymphocytes T CD4* en
différentes cellules effectrices, par I'intermédiaire des réponses Th1, Th2 et Th17. La
réponse Th2 est principalement induite dans le cas d’infections parasitaires (helminthes)

et ne sera pas développée ici.

La réponse Thl est efficace contre les micro-organismes intracellulaires, et fait
intervenir les lymphocytes T cytotoxiques CD8* suite a la production d’IL-12 et par les
cellules dendritiques (98). Les lymphocytes T CD8* vont ensuite produire de I'l[FN-y et du
TNF. L’'IFN-y promeut également lui-méme la réponse Th1l. Cette réponse Th1 est utile

pour lutter contre des bactéries intracellulaires capables de survivre et de se répliquer
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dans les macrophages. En effet, lors de la persistance de ces bactéries dans les cellules de
’héte, les protéines bactériennes sont présentées a la surface de la cellule et vont induire
une activation des lymphocytes T. La production d’[FN-y et de TNF par les lymphocytes
T CD8* va activer les cellules dendritiques et les macrophages pour tuer les bactéries

présentes dans le compartiment intracellulaire.

La réponse Th17 est enclenchée pour lutter contre des bactéries ou des champignons
extracellulaires. Elle fait intervenir des lymphocytes qui expriment le facteur ROR-yt* et
produisent de I'lL-17, parfois en combinaison avec I'lL-22 (98). Les lymphocytes ROR-yt*
comprennent les lymphocytes T CD4*Th17, et les lymphocytes T CD8* Th17. Les cellules
lymphoides de I'immunité innée (ILC) de groupe 3 expriment également le facteur

transcriptionnel ROR-yt.

Les lymphocytes T CD4+ Th17 sont des lymphocytes helper tres abondants au niveau
des muqueuses, ou ils aident a maintenir une homéostasie entre les cellules de 'h6te et
le microbiote (99). Ces cellules produisent de I'lL-17 et de I'IL-22 qui sont impliquées
dans la production de peptides antimicrobiens et le remodelage des tissus. Le facteur
principal permettant la différenciation en lymphocytes T Th17 est STAT3. L’activation de
STATS3 est faite en réponse a la production des cytokines IL1-, IL-6, et IL-23 par les
cellules de 'immunité innée. La délétion de STAT3 dans un modeéle murin abrogeait la
différenciation Th17, tandis que la surexpression de STAT3 par un rétrovirus engendrait
une induction de la production d'IL-17 (100). Chez 'homme, le syndrome hyper-IgE
autosomique dominant est associé a des mutations hétérozygotes de STAT3 dans 70 %
des cas. Ce syndrome est caractérisé par des infections récurrentes (abceés cutanés,
infections respiratoires, candidose cutanéo-muqueuse) (101). Dans un modele murin de
pneumopathie a Klebsiella pneumoniae, il a été montré que le récepteur IL-17R était
indispensable pour controler l'infection pulmonaire (102). Un autre article a permis de
mettre en évidence le réle de I'[L-23, permettant la production d’IL-17, dans la défense

de I'hote suite a une pneumopathie a K. pneumoniae (103).

La différenciation en lymphocytes T CD4* Th17 est influencée par la composition du
microbiote digestif et par la présence de cellules immunitaires innées qui amplifient la

réponse Th17 (99). La colonisation par des Segmented Filamentous Bacteria (SFB), un
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commensal qui adheére fortement aux cellules épithéliales au niveau de I'iléon terminal,
était associée a la présence de cellules Th17 au niveau de la lamina propria intestinale.
Chez les souris germ-free, ces cellules Th17 étaient absentes. En cas de colonisation par
des SFB, on observait une augmentation des cellules Th17 ainsi qu'une résistance accrue
a l'infection a Citrobacter rodentium (32). Le polysaccharide A (PSA), un métabolite
produit par la plupart des souches de Bacteroides fragilis présentes chez ’homme, semble
diminuer les niveaux d’'IL-17 et d’'IFN-y. En effet, dans un modéle murin de colite induite
par Helicobacter hepaticus, le transfert de B. fragilis capable de produire du PSA
protégeait les souris de cette colite (104). Par contre, le mutant B. fragilis APSA n’était pas
protecteur. L’administration de PSA purifié diminuait la production d’IL-17 et permettait

de diminuer l'inflammation et les signes de colite.

Bien que la réponse Th17 soit utile pour lutter contre les bactéries pathogenes
extracellulaires, elle peut aboutir a une inflammation délétére du fait d’'une boucle
d’amplification positive lorsqu’elle n’est pas contrélée (Figure 23). En condition
d’homéostasie, la réponse Th17 est régulée par la production d’IL-10 (cytokine anti-

inflammatoire) ainsi que par les lymphocytes T régulateurs (Treg) (105).
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Figure 23. Roéle des cellules immunitaires innées dans [linitiation de
I'amplification de la réponse Th17, d’apres Littmann et coll. (99).

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont capables de limiter I'inflammation et I'auto-
immunité. IIs expriment notamment le facteur transcriptionnel Foxp3 ainsi que CD25 et
sont indispensables au maintien de '’homéostasie. La perte de fonction du gene Foxp3
dans un modele murin était associée au développement de lésions inflammatoires. Chez
I’homme, un syndrome de déreglement immunitaire-polyendocrinopathie-entéropathie
lié a I'X (IPEX) a été décrit, causé par des mutations dans le géne Foxp3. Ces patients
présentent des endocrinopathies auto-immunes, des infections locales ou systémiques,
ainsi qu'une entéropathie auto-immune sévere (106). La différenciation en Treg se fait
principalement au niveau de la muqueuse, notamment grace aux cellules dendritiques
CD103* capables de produire de I'acide rétinoique favorisant la différenciation Treg. 1l
existe donc un équilibre délicat entre Treg et lymphocytes T Th17 au niveau de la
mugqueuse intestinale, en partie lié a la composition du microbiote intestinal. En effet, la
diminution en Th17 était associée a une augmentation des Treg (Figure 24) (107). Dans
cette étude, I'équilibre Treg/Th17 était sous-tendu par la composition du microbiote
intestinal. Suite a l'administration de 4 antibiotiques (ampicilline, vancomycine,

meétronidazole et néomycine), le nombre de cellules intestinales Th17 était effondré
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(diminution de plus de 80 %), ce qui s'Taccompagnait d’'une augmentation du nombre de

lymphocytes Treg Foxp3+.
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Figure 24. Différenciation Th17 (IL-17*) ou Treg (Foxp3+*) au niveau de la lamina
propria intestinale, d’aprés Ivanov et coll. (107). Légende : SPF = specific pathogen free,
GF = Souris germ-free, 2 wks et 6 wks = Souris germ-free ayant bénéficié d’'une
transplantation de microbiote fécal a partir des selles de souris SPF aux temps indiqués.

Sil'absence de certaines bactéries est associée a la différenciation en Treg, la présence
de bactéries appartenant a la classe Clostridia a été a I'inverse associée a I'accumulation
de Treg. La colonisation digestive de souris par un cocktail de 46 souches apparentées
aux Clostridium appartenant aux clusters IV (Faecalibacterium prausnitzii, C. viride) et
XIVa (C. boltei), dans un environnement riche en TGF-§ (la lamina propria) favorisait la
différenciation Treg, ainsi qu’'une résistance a la colite provoquée par le dextran sodium
sulfate (DSS) (108). Dans un autre modele murin recevant un cocktail de 17 bactéries
apparentées aux Clostridium (clusters 1V, XIVa et XVIII) les Treg étaient également
augmentés, ce qui était associé a une diminution des signes de colite induite par 'acide

sulfonique trinitrobenzoique (TNBS) (109).

42



2.2.5. Meétabolites digestifs

Tryptophane

Le tryptophane est un métabolite impliqué dans le dialogue microbiote - systéme
immunitaire de 'hdte. Le tryptophane peut étre métabolisé de fagcon endogeéne en
kynurénine, sérotonine et mélatonine. Il peut également étre métabolisé par certaines
bactéries en indole, scatol et tryptamine. Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques
(AhR) permet la régulation de I'immunité intestinale par I'intermédiaire des métabolites
du tryptophane, qui peuvent servir de ligands a AhR (110). AhR est exprimé par plusieurs
types de cellules immunitaires, principalement par les cellules lymphoides innées de

groupe 3 ROR-yt* (111).

Le métabolisme endogéne du tryptophane est important, car on estime que 93 % du
tryptophane absorbé est dégradé en kynurénine, 1 a 2 % en sérotonine et mélatonine. Le
microbiote digestif utilise 4 a 6 % du tryptophane ingéré pour le métaboliser selon
différentes voies en fonction des especes bactériennes. Comme différentes bactéries vont
posséder différentes enzymes catalytiques, le métabolisme bactérien du tryptophane est
plus complexe a étudier, car les bactéries peuvent coopérer pour générer différents
meétabolites. Les genres bactériens intervenant dans le métabolisme du tryptophane sont

repris de fagon simplifiée dans le Tableau 2.

Le tryptophane est principalement dégradé par les bactéries par la voie de I'indole. De
nombreux catabolites du tryptophane d’origine bactérienne sont des ligands d’AhR,
comme la tryptamine, le scatol, I'indole acide acétique, I'indole acide acrylique, I'indole-

3-aldéhyde et I'indole acide lactique (112).

La composition du microbiote digestif peut également avoir un effet sur les voies de la
sérotonine et des kynurénines. En effet, la production de SCFA (acides gras a courtes
chaines) comme l'acétate ou le butyrate accroit I'expression de Tphl dans les cellules
entéro-endocrines de I'épithélium intestinal (113). La tryptophane hydroxylase (TpH)
est I'enzyme permettant I'entrée dans la voie de la sérotonine, en produisant du 5-OH

Tryptophane a partir du tryptophane. A l'inverse, 'expression de l'indolamine 2,3-
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dioxygenase-1 (IDO-1) est régulée négativement par les SCFA (butyrate) (114). L'IDO-1
est 'enzyme permettant I'entrée dans la voie des kynurénines, en produisant de la

kynurénine a partir du tryptophane.

Tableau 2. Genres bactériens intervenant dans le métabolisme du tryptophane
au niveau digestif, d’apres Roager et coll. (112) et complété avec les références (113) et
(114).

Voie , . . .
Métabolique Métabolite Bactéries
Anaérobies Aérobies
Gram - Gram +
Sérotonine Sérotonine T par Bactéries productrices de SCFA (Tph1)
Tryptophane Tryptamine Clostridium
Ruminococcus
Indole Acide Bacteroides Clostridium Escherichia
Lactique Parabacteroides  Eubacterium  Lactobacillus
Indole Acide Bacteroides Clostridium Escherichia
Acétique
Indole Bacteroides Clostridium Escherichia
Kynurénine Kynurénine | par Bactéries productrices de SCFA (IDO-1)

Le principal effet des métabolites du tryptophane est médié par le récepteur AhR. AhR
est un régulateur important de I'inflammation et de I'immunité au niveau digestif. Les
souris délétées pour AhR présentaient une colite au DSS plus sévéere et une mortalité plus
importante (115). Les souris déficientes pour AhR étaient également plus sensibles a
'infection a Citrobacter rodentium (116). En I'absence d’AhR, les cellules lymphoides
innées produisaient moins d’IL-22. L'IL-22 peut induire le relargage de peptides
antimicrobiens par I'épithélium digestif, ce qui permet de modifier la composition du
microbiote ou d’agir sur des micro-organismes pathogénes (117). Un deuxieme
mécanisme possible est la régulation du développement des cellules lymphoides innées

et des lymphocytes intraépithéliaux (118). Plusieurs métabolites bactériens du
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tryptophane permettent de protéger la muqueuse digestive de l'inflammation (119), en

agissant sur AhR (Figure 25).

Récemment, il a été montré que la sérotonine pouvait également activer AhR au niveau
des cellules épithéliales intestinales (120). L’accumulation intracellulaire de sérotonine
par le transporteur de la sérotonine SERT induisait 'expression de CYP1A1 (cytochrome

P450) par l'intermédiaire d’AhR dans les cellules épithéliales intestinales.
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Figure 25. Métabolites du tryptophane d’origine endogene ou bactérienne
pouvant servir de ligands a AhR, d’apreés Gao et coll. (110).

La production de ligands d’AhR est sous-tendue par plusieurs facteurs : I'alimentation,
la composition du microbiote et I'activité enzymatique endogene (118). Par exemple, les
Lactobacillus peuvent produire de I'indole-3-aldéhyde a partir du tryptophane, qui peut
agir ensuite sur les cellules lymphoides innées (117). Dans un modele de colite au DSS, la
supplémentation en tryptophane permettait de diminuer la sévérité des symptomes de

colite, par un mécanisme dépendant d’AhR (121).
Acides gras a courtes chaines (SCFA)

De nombreuses bactéries anaérobies peuvent convertir des glucides provenant de
'alimentation en acides organiques (lactate), ainsi qu’en acides gras a courtes chaines

(SCFA) (acétate, propionate, butyrate). Les fibres alimentaires peuvent étre fermentées
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dans le ceecum et le célon par certaines bactéries pour produire des SCFA (122). Les
bactéries appartenant au phylum Bacteroidetes produisent plutét de l'acétate et du
propionate, tandis que les bactéries appartenant au phylum Firmicutes produisent plutét
du butyrate (123). Les bactéries capables de produire du butyrate font habituellement
partie des Lachnospiraceae et des Ruminococcaceae (124). Chez 'homme, 'acétate
représente 60 % des SCFA produits, le propionate 25 % et le butyrate 15 % (125). La
concentration en SCFA va dépendre de la composition du microbiote, du temps de transit
intestinal, de l'utilisation des SCFA par les cellules de I'h6te et de I'apport en fibres

alimentaires (119).

Le butyrate représente la source d’énergie principale pour les colonocytes et sera ainsi
rapidement absorbé, mais il peut également agir sur le systeme immunitaire. Le butyrate
a un effet anti-inflammatoire en inhibant le facteur transcriptionnel NF-xB (126), ce qui
induit une diminution de cytokines proinflammatoires telles que I'lL-12 et le TNFa (127).
Des concentrations élevées en butyrate induisent la synthése de mucines en agissant sur
la méthylation des histones du promoteur de MUC2 (128). Ces deux effets combinés
conduisent a une diminution de la translocation bactérienne (129). Dans un essai
randomisé en double aveugle incluant 40 patients atteints de shigellose, le butyrate
diminuait'inflammation (130). Un autre effet du butyrate est la réduction de I'expression
et de l'activité de PPAR-y, ce qui favorisait I'oxydation des graisses aux dépens de la
lipogenese et s’opposerait a 'obésité induite par une alimentation riche en lipides (131).
Toutefois, de rares études ont suggéré un effet inverse des SCFA, pouvant représenter

jusqu’a 10 % des apports énergétiques et ainsi participer au surpoids (125).

Le propionate est dérivé de la fermentation de fibres alimentaires de type fructanes,
comprenant I'inuline (132). L’inuline est considérée comme un prébiotique, car elle peut
stimuler la croissance de certaines especes bactériennes, comme Anaerostipes et
Bifidobacterium, et diminuer I'abondance de Bilophila (133). Le propionate inhibe
directement la croissance de certaines bactéries entéro-pathogenes, comme Salmonella
Typhimurium (1). L’administration de propionate permettait l'obtention d’une
résistance a la colonisation par S. Typhimurium dans un modele murin. L’administration
de Bacteroides (producteur de propionate) permettait également d’améliorer la

résistance a la colonisation par S. Typhimurium (1). Récemment, la famille
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Muribaculaceae a été identifiée chez la souris comme fortement corrélée avec la

production de propionate (134) (Figure 26).
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Figure 26. Corrélation entre abondance en Muribaculaceae et concentration en
propionate, ainsi que Lachnospiraceae et butyrate, d’apres Smith et coll. (134). Jaune
= groupe de souris supplémentée en acarbose, bleu = alimentation standard.

Le role des SCFA sur I'immunité et 'homéostasie intestinale est également décrit,

surtout en favorisant la différenciation des lymphocytes en Treg. Dans un modele de

souris germ-free, la supplémentation en SCFA (acétate et/ou butyrate) permettait la

restauration des populations Treg au niveau du cdlon (135). Chez des souris possédant

un microbiote digestif normal, la supplémentation en SCFA permettait également

d’augmenter le nombre de lymphocytes Treg (135). Les effets des SCFA sur 'immunité et

I’'homéostasie intestinale sont récapitulés dans la Figure 27.

47



Dietary fibres or
resistance starches

&,
% odji%O

Commensal bacteria

SE—

& Pathogen

— | exclusion

SCFAs (acetate, butyrate
and propionate)

JIILL

~

T Epithelial
barrier

RTG

Energy
metabolism

Inflammasome
activation

IL-18 secretion

B cell

TT,.,cellsand
toferogemc DCs

(_J

T Mucus

GPR41

Goblet cell

T FOXP3
TTGFB
TIL-10

DC

T Gut homeostasis

—

GPR43] GPR109A Colon
lumen
l I HDACs
Signal
transduction Apoptosis

CD4°T cell

1 Neuroinflammation
Tl Microglial cell
activation

L Allergic airway
inflammation
1 T,2 cellresponses

Hyperacétylation

Histones L
NF-xB

Figure 27. Effet des SCFA (butyrate, propionate, acétate) sur I'immunité et
I’homéostasie digestive, d’apres Rooks et coll. (119).

Des métabolites digestifs produits par le microbiote, parmi lesquels figurent les SCFA,
peuvent inhiber directement la croissance de bactéries pathogenes, ou indirectement en
agissant sur I'environnement et en le rendant moins favorable pour la bactérie pathogene

(136).

Une diminution de la concentration digestive en SCFA est décrite comme favorable a
I'implantation et a la croissance de Salmonella Typhimurium. Dans un modele murin, un
traitement par streptomycine engendrait une diminution des Clostridium, ce qui
aboutissait a une diminution des concentrations en butyrate associée a une expansion de
Salmonella Typhimurium (137). En effet, les cellules de 1’épithélium colique oxydent le

butyrate en CO2 ce qui provoque une hypoxie de I'épithélium. Cependant, en absence de
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butyrate, les cellules de I'épithélium colique fermentent le glucose en lactate pour
produire de I'énergie, ce qui s’accompagne d’une tension en oxygene plus élevée dans
I'épithélium. Salmonella Typhimurium est capable de croitre préférentiellement dans ces

conditions par I'intermédiaire de la cytochrome oxydase bd-11 (137).

D’autres entérobactéries peuvent étre également inhibées par les SCFA. Apres
injection de streptomycine, l'abondance de la classe Clostridia était réduite,
principalement au niveau des familles Lachnospiraceae et Ruminococcaceae qui
contiennent d’importants producteurs de butyrate (138). Cette diminution de la
concentration en butyrate retrouvée au niveau caecal diminuait 'activité du récepteur
PPAR-y, engendrant une augmentation de I'expression de NosZ2, un gene codant pour la
synthése d’oxyde nitrique. L’augmentation de la concentration en nitrates dans la lumiére
colique favorisait ainsi I’expansion des Enterobacteriaceae, qui sont capables d’utiliser les

nitrates pour leur croissance (138).
Polyamines

Les polyamines sont des molécules polycationiques retrouvées dans la plupart des
cellules (procaryotes et eucaryotes) et comprennent la putrescine, la cadavérine, la
spermidine et la spermine (119). Certaines bactéries pathogenes dépendent des
polyamines pour exprimer leur virulence (139). C’est le cas de Shigella qui ne produit pas
de cadavérine contrairement a Escherichia coli, suite a des mutations dans le locus cad.
En effet, la cadavérine protégeait la muqueuse colique des effets des entérotoxines
ShET1/ShET2 (140). Pour Shigella, cadA est considéré comme un gene d’anti-virulence

et sa délétion a été nécessaire pour I'évolution de cette bactérie en tant que pathogene.

Le tube digestif contient normalement de hauts niveaux de polyamines, provenant a la
fois de la synthese par le microbiote et par les cellules de I'hote. L’administration
d’arginine en combinaison avec une souche de Bifidobacterium animalis permettait
d’augmenter la concentration en polyamines coliques, et de diminuer la production de
TNF et d’IL-6 (141). Il est ainsi possible d’agir sur la concentration des polyamines en

modifiant I'alimentation ou la composition du microbiote digestif.
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Polysaccharide A (PSA) et Glycosphingolipides

Bacteroides fragilis est une bactérie commensale du tube digestif présentant des
propriétés immunomodulatrices par I'intermédiaire de la production du polysaccharide
A (PSA) (142). La colonisation par B. fragilis de souris germ-free restaurait la balance
Th1/Th2 en activant les lymphocytes T CD4+. Cette restauration n’était pas observée en
cas de colonisation par un mutant de B. fragilis déficient pour la production de PSA (143).
B. fragilis est également capable d’agir sur les lymphocytes T invariant natural killer

(INKT) par la production de glycosphingolipides (144).
2.2.6. Ligands bactériens

Le systéeme immunitaire inné reconnait des motifs moléculaires associés aux
pathogenes (PAMP), par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR).
Ces récepteurs peuvent étre exprimés a la fois par des cellules de I'immunité et par des

cellules épithéliales.

Plusieurs types de PRR ont été décrits. Les principaux récepteurs a étre activés par des
PAMP bactériens sont les Toll-like récepteurs (TLR), et les NOD-like récepteurs (NLR).
Les PAMP pouvant étre reconnus sont divers, comprenant le lipopolysaccharide, des
acides nucléiques spécifiques non présents chez I'hote, ou des lipoprotéines. L’activation

des PRR induit rapidement une réponse proinflammatoire.

La famille des TLR est la plus étudiée. Les TLR 1, 2, 4, 5, 6 et 11 sont présents au niveau
de la membrane et interagissent avec le milieu extérieur. Les TLR 3, 7, 8 et 9 sont situés
dans des vésicules intracellulaires et interagissent avec des acides nucléiques viraux et
bactériens. Les principaux TLR sont TLR4 qui interagit avec le lipopolysaccharide
(constituant des Gram négatifs), TLR5 qui se lie a la flagelline et TLR9 qui se lie aux
oligodéoxynucléotides CpG non méthylés (provenant fréquemment de '’ADN bactérien)

(145). TLR4 active MyD88, ce qui, au final, va activer NF-«B.

La famille des NLR est constituée de protéines cytosoliques permettant la détection de
bactéries intracellulaires, et d’initier une réponse inflammatoire aboutissant a leur

clairance. NOD1 et NOD2 reconnaissent le peptidoglycane ; NOD1 reconnait en plus le
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méso-DAP (constituant des Gram négatifs), tandis que NOD2 reconnait en plus le
muramyl didepeptide (présent a la fois chez les Gram positifs et chez les Gram négatifs)
(146). Apres liaison a leur ligand, NOD1 et NOD2 vont activer NF-kB et la voie des MAP

kinase.
Conclusion

Les effets immunomodulateurs des métabolites présents au niveau digestif sont
nombreusx, les principaux métabolites impliqués étant ceux de la voie du tryptophane, les
SCFA (butyrate, propionate, acétate), les polyamines (spermine, spermidine), le PSA et
les glycosphingolipides. Il est possible de modifier les concentrations de tous ces
métabolites bactériens en intervenant au niveau de l'alimentation (147). Un schéma
récapitulatif du réle des métabolites bactériens sur la modulation du systéme

immunitaire est repris dans la Figure 28.
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Figure 28. Schéma récapitulatif de l'effet de la modulation du systéme
immunitaire par le microbiote digestif, d’aprés Budden et coll. (148).
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2.3. Axe Intestin Poumon

2.3.1. Interactions entre intestin et poumons

Au niveau épidémiologique, il existe une forte association entre des maladies
inflammatoires intestinales et des maladies chroniques pulmonaires. Chez des patients
souffrant de maladies inflammatoires chroniques intestinales, une atteinte de la fonction

pulmonaire était rapportée dans 44 a 50 % des cas (149).

Quand le microbiote digestif est altéré (par une antibiothérapie, une infection ou le
tabac), les différents ligands et métabolites participant au maintien de ’homéostasie sont

également altérés. La réponse immunitaire locale, mais également systémique, peut étre
modulée (Figure 29).
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Figure 29. Principes généraux de I’axe intestin-poumons, d’apres Budden et coll.
(148).

Un risque accru de développer un asthme a été lié a une altération digestive chez les
jeunes enfants. L’amélioration des conditions d’hygiene pourrait avoir un retentissement
sur la composition du microbiote digestif, ainsi que sur le risque de développer des
maladies respiratoires chroniques (150). Notamment, une faible diversité au niveau du
microbiote digestif durant le premier mois de vie était associée au risque de développer

un asthme, mais pas de développer une rhinoconjonctivite allergique (151). Douze mois
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apres la naissance, on ne retrouvait plus d’association entre diversité du microbiote

digestif et risque de développer un asthme (151).

L’alimentation a également été reliée a la diminution des symptomes d’inflammation
allergique des voies respiratoires dans un modele murin (152). Dans le groupe recevant
une alimentation riche en fibres, 'abondance relative des Bacteroidetes était augmentée.
Parmi les Bacteroidetes, la principale famille identifiée était les Porphyromonadaceae,
mais elle pouvait probablement correspondre aux Muribaculaceae. En effet, cet article a
été publié en 2013, et les séquences appartenant a la famille Muribaculaceae sont
faussement identifiées comme appartenant au genre Barnesiella (ou a la famille
Porphyromonadaceae) dans plusieurs bases de données (153). Ce point est plus détaillé
dans le chapitre 4.3.5 du manuscrit. Les concentrations caecales et sériques en SCFA
étaient augmentées chez les souris recevant une alimentation riche en fibres. De plus, les
souris traitées avec du propionate (faisant partie des SCFA) présentaient également une
inflammation pulmonaire réduite. Le propionate augmentait la production des
précurseurs des cellules dendritiques dans la moelle osseuse. Par contre, aucune

différence n’était observée quant au nombre de lymphocytes T CD4* FoxP3+CD25* (Treg).

Un lien entre alimentation riche en fibres et concentration en SCFA a été confirmé dans
un autre modele murin (154). L’abondance relative des Bacteroidetes augmentait dans le
groupe recevant une alimentation riche en fibres. Parmi les Bacteroidetes, les séquences
détectées étaient classées comme appartenant aux familles Bacteroidaceae,
Porphyromonadaceae et a une famille inconnue appartenant aux Bacteroidales. Les
auteurs ont mis les données de métagénomique a disposition sur MG-RAST (ID 12662).
Nous avons réanalysé une partie des données de métagénomique avec Qiime 2 en
utilisant la base SILVA 132, et certaines séquences correspondaient a des Muribaculaceae
(données non montrées). Par exemple pour la souris identifiée comme « CtrIMumHF2 »,
19 OTU appartenaient aux Bacteroidetes. Parmi ceux-ci, en réanalysant les données, 8
appartenaient aux Muribaculaceae, 8 aux Rikenellaceae, 1 aux Bacteroidaceae, et 2 a des
familles non classées. Lorsque des souris gestantes recevaient une alimentation riche en
fibre ou une supplémentation en acétate (faisant partie des SCFA) pendant toute la
grossesse, il n'y avait pas de développement de maladies allergiques des voies aériennes

chez leur progéniture. Par contre cet effet protecteur n’était pas retrouvé lorsque
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I'alimentation riche en fibre ou la supplémentation en acétate était débutée a partir la

naissance, ce qui suggérait une absence d’effet médié par la lactation.

Chez les fumeurs, les microbiotes pulmonaires et digestifs sont altérés. Au niveau
digestif, on observe une abondance des genres Bacteroides et Prevotella augmentée chez
les fumeurs présentant une maladie de Crohn, mais également chez les fumeurs faisant
partie du groupe controle, comparé aux non-fumeurs (155). Des liens entre microbiote
pulmonaire ou digestif et bronchopneumopathie chronique obstructive ont été mis en
évidence. Cependant, les modifications du microbiote sont-elles la cause ou bien la
conséquence de cette maladie ? Ces deux hypotheses sont probablement toutes les deux

vraies, avec un modele d’interactions bidirectionnelles (148).
2.3.2. Infection pulmonaire et microbiote digestif

Plusieurs études ont montré un impact du microbiote sur la réponse a l'infection
pulmonaire. Dans un modele murin, la pneumopathie provoquée par instillation
intranasale de Streptococcus pneumoniae était plus sévere dans le groupe ayant regu des
antibiotiques pendant les 3 semaines précédentes (ampicilline, néomycine,
meétronidazole, vancomycine) (6). La mortalité était également plus importante dans le
groupe traité par antibiotique. La transplantation de microbiote fécal (FMT) engendrait
une normalisation de la charge pulmonaire en en S. pneumoniae et des niveaux d'IL-10 et
de TNF-alpha. Cependant, I'impact éventuel de la FMT sur la sévérité de la pneumopathie
ou la survie n’était pas mentionné. Il est difficile de savoir si l'effet de la FMT sur la
mortalité n’a pas été testé par les auteurs, ou si ¢a n’a pas été inclus dans l'article par
absence de différence. De plus, les données de métagénomique ciblée sur ’ADNr 16S sont
trés concises, seule une diminution modérée de I'alpha-diversité est décrite dans le
groupe traité par antibiotiques (indice de Shannon a 5.2 vs 6.1 pour les contréles), sans

détailler 'altération de la composition du microbiote associée.

Un autre modele murin a été décrit, s’intéressant a la pneumopathie a Staphylococcus
aureus et au lien éventuel avec les segmented filamentous bacteria (SFB) présentes dans
le microbiote digestif (7). Chez des souris C57BL/6 provenant de deux fournisseurs

différents (Jackson et Taconic), des différences au niveau de la sévérité de la
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pneumopathie a S. aureus étaient observées. Ces différences étaient moins marquées
lorsque les souris des différents fournisseurs étaient hébergées en co-housing (cages
communes), laissant suggérer un réle du microbiote intestinal. Apres co-housing, on
retrouvait la présence de SFB chez les souris du fournisseur Jackson, alors que ce taxon
était initialement absent. Cette diminution de sévérité était également retrouvée lorsque
les souris du fournisseur Jackson (SFB-négatives) recevaient une transplantation de
microbiote fécal des selles de souris initialement germ-free mono-colonisées par SFB
pendant 2 semaines. La présence de SFB a été confirmée dans ces selles par PCR, mais
aucun contrdle de l'absence d’autres bactéries n’a été effectué. Au total, cette étude
montre que le microbiote digestif jouait un role dans la réponse de I'hdte a une

pneumopathie par S. aureus, possiblement par I'intermédiaire des SFB.

Lerole des ligands présents au niveau digestif dans la réponse a I'infection a également
été mis en évidence. Dans un modele murin de pneumopathie a Klebsiella pneumoniae, la
réponse de I'hote a l'infection était altérée lorsqu’'une antibiothérapie (ampicilline,
néomycine, métronidazole, vancomycine) était conduite pendant les 14 jours précédents
(156). Par contre, si des ligands bactériens des Nod-like récepteurs (NLR) étaient en plus
administrés, la charge bactérienne était diminuée. Les ligands des NLR utilisés étaient le
MurNAcTripap (NOD1) et le muramyl dipeptide (ligand de NOD2). Les ligands des Toll-
like récepteurs (TLR) n’avaient pas d’effet. Les ligands des TLR utilisés étaient du LPS de
Haemophilus influenzae (ligand de TLR4), de I'’ADN bactérien CpG non méthylé (ligand de

TLR9), du muramyl dipeptide. Ce travail a été réalisé par une seule personne (156).
2.3.3. Microbiote pulmonaire

Depuis l'essor des techniques de métagénomique, l'existence d'un microbiote
pulmonaire a pu étre mise en évidence. Comme pour le microbiote digestif, les techniques
de culture conventionnelle ne permettaient pas de mettre en évidence I'intégralité de sa
composition. Auparavant, 'existence d’'un microbiote pulmonaire était controversée car
I’ADN bactérien retrouvé aurait pu correspondre a une contamination du prélévement
par des bactéries oropharyngées. Un des meilleurs arguments allant a 'encontre de
I’hypothese de la contamination est que lors de la réalisation de prélevements successifs

avec le méme bronchoscope, on n’observe pas de dilution de la quantité bactérienne
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(157). La concentration en ADN bactérien étant évidemment beaucoup plus faible au
niveau du poumon qu’au niveau digestif, il est donc d’autant plus important d’utiliser des
contrdles négatifs pour faire la part des séquences contaminantes présentes dans les
réactifs d’extraction et de séquencage. A titre de comparaison, dans le poumon la
concentration bactérienne est comprise entre 103 et 105 UFC/g (158) contre 1012 UFC/g

dans le co6lon.

Le microbiote pulmonaire est composé a plus de 50 % d’anaérobies des genres
Prevotella, Veillonella, Fusobacterium et dans une moindre mesure Actinomyces (159,
160). Des bactéries non strictement anaérobies sont également retrouvées, appartenant
aux genres Streptococcus et Haemophilus. 11 s’agit d’'une balance entre l'entrée de
bactéries par microaspiration a partir de I'oropharynx (salive), et la sortie par clairance

grace au systéme mucociliaire et aux macrophages alvéolaires (5).
Conclusion

Un schéma récapitulatif de 'axe intestin-poumon est repris dans la Figure 30. On y
retrouve la plupart des concepts abordés jusqu’ici. Les SCFA représentent une des voies
les mieux décrites permettant la communication entre intestin et poumon, mais il peut
également en exister d’autres. Le métabolite désaminotyrosine (DAT) figurant sur le

schéma n’a pas été détaillé ici, car il est impliqué par la réponse antivirale.
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2.4. Colonisation digestive par des bactéries

résistantes aux antibiotiques

2.4.1. Entérobactéries Productrices de Carbapénémase

(EPC)

Les entérobactéries productrices de carbapénémase (EPC) sont en augmentation
croissante ces derniéres années. Méme si actuellement les déceés attribuables a K.
pneumoniae résistant aux carbapénémes sont inférieurs a ceux causés par E. coli ou K.
pneumoniae résistants aux céphalosporines de troisieme génération, la dynamique
d’évolution de ces derniéres années semble particulierement préoccupante. La mortalité
attribuable a une infection par K. pneumoniae résistant aux carbapénemes en Europe en
2015 était estimée a 2 094 déces, alors qu’elle n’était estimée qu’a 341 déces en 2007. 11
s’agit de la plus forte hausse de mortalité entre 2007 et 2015, multipliée par un facteur
6,2. Sur la méme période, la mortalité attribuée a I'’ensemble des bactéries

multirésistantes était augmentée d’un facteur 2,5 (161).

L’étude European Survey of Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae
(EuSCAPE), ayant pour objectif d’analyser les isolats de K. pneumoniae résistants aux
carbapénemes isolés en Europe entre novembre 2013 et mai 2014, a été récemment
publiée (162). Apres analyse des 944 génomes de K. pneumoniae résistants aux
carbapénemes, 684 était producteurs d’au moins une carbapénémase. Les principales
carbapénémases identifiées étaient KPC (45,5 %), 0XA-48 (36,3 %), NDM (11,5 %), VIM
(8,2 %), IMP (0,4 %). Le total est supérieur a 100 %, 18 souches possédant 2
carbapénémases. La combinaison la plus fréquente était la coproduction de NDM et OXA-
48 (10 souches). Pour la plupart des 260 souches restantes qui résistaient aux
carbapénemes mais ne produisaient pas de carbapénémase, une combinaison de (-
lactamase a spectre étendu et/ou de céphalosporinase plasmidique amp(C, associée a des
mutations au niveau des porines (imperméabilité) a été mise en évidence. Les souches
francaises incluses dans cette étude étaient en nombre tres limité (12 0XA-48 et 1 KPC).
La forte participation de I'ltalie a cette étude explique le pourcentage élevé de KPC

retrouvé (Figure 31). Les auteurs concluent a une forte dissémination nosocomiale de K.
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pneumoniae productrice de carbapénémase, majoritairement liée au ST-258. Cependant
le ST-258 est fortement associé a la production de KPC, une carbapénémase relativement

rare en France.
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Figure 31. Répartition des mécanismes de résistance des souches de K.
pneumoniae recues dans le cadre de I'étude EuSCAPE, d’apreés David et coll. (162).

En France, la majorité des EPC recus par le centre national de référence (CNR) de la
résistance aux antibiotiques sont de type 0XA-48 (72 % des souches en 2018) (163).
Cette prédominance d’OXA-48 est associée a un réservoir important situé dans les pays
du Maghreb avec lesquels existent de nombreux liens (voyages, migration, rapatriements
sanitaires). NDM est en ordre de fréquence la deuxieme carbapénémase identifiée (16 %
des souches en 2018), les principaux variants retrouvés étant NDM-1 et NDM-5. Les
autres carbapénémases sont plus rares (5 % de VIM, 3 % de KPC, 2 % de 0XA-48+NDM,
1 % d’IMP). Les rares cas de K. pneumoniae KPC identifiés en France appartenaient

également au ST-258.

Les infections par EPC peuvent aboutir a des situations d'impasses thérapeutiques. Si
les souches productrices de carbapénémase de classe D (0OXA-48) peuvent encore rester

sensibles au méropéneme, ce n’est pas le cas des souches productrices de carbapénémase
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de classe A (KPC) ou B (NDM, VIM). Le ceftazidime-avibactam a été récemment
commercialisé et il est habituellement actif sur les carbapénémases de classe A (KPC) ou
D (OXA-48). Par contre, le ceftazidime-avibactam ne présente pas d’activité sur les
enzymes de classe B (NDM, VIM), ces souches devant étre considérées comme résistantes.
La colistine reste active sur 95 % des souches productrices de carbapénémase. La
résistance plasmidique a la colistine (génes mcr-1 a mcr-5) est a I'heure actuelle
exceptionnelle, et concerne habituellement E. coli BLSE non producteur de
carbapénémase (6 souches recues par le CNR de la résistance aux antibiotiques en 2018)
(163). De nouvelles molécules sont en cours de commercialisation : imipénéme-
relebactam, méropénéme-vaborbactam, céfépime-zidébactam, céfidérocol,
omadacycline, éravacycline et de la plazomycine. Parmi celles-ci, le céfidérocol semble
particulierement intéressant, présentant également une activité sur les souches

productrices de carbapénémase de classe B (NDM, VIM).
2.4.2. Modeles animaux de colonisation

Plusieurs modeéles murins de colonisation par des bactéries multirésistantes ont été

décrits dans la littérature.
Enterococcus faecium résistant aux glycopeptides (ERG)

Dans le but de coloniser des souris a Enterococcus faecium résistant aux glycopeptides
(ERG), des souris recevaient des antibiotiques deux fois par jour pendant 5 jours, puis
étaient exposées a 104 UFC d’ERG par gavage gastrique (164). Lorsque I'exposition a
I’ERG avait lieu 2 ou 5 jours apres I'arrét de I'antibiothérapie, une colonisation par ERG a
des niveaux compris entre 5 et 8 log d’'UFC/g de selles était retrouvée. Si 'exposition a
I’ERG avait lieu 10 jours apres l'arrét de I'antibiothérapie, une colonisation a de faibles
niveaux, proches de la limite de détection estimée a 2 log d’'UFC/g de selles, était mise en
évidence. La colonisation a ERG semblait plus stable dans le temps et a des niveaux plus
élevés lorsque les souris étaient exposées a de la pipéracilline/Tazobactam ou a de la
clindamycine, plutdt qu’a de la céfoxitine. Cette étude suggere ainsi que I'exposition a des
antibiotiques anti-anaérobies favorise fortement la colonisation a ERG en cas
d’exposition dans les 5 jours suivant I'arrét des antibiotiques. La céfoxitine possede une

activité anti-anaérobie vis-a-vis des cocci a Gram positif anaérobies, mais de nombreux
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bacilles a Gram négatif anaérobies sont résistants. Parmi les Bacteroides du groupe

fragilis, 35 % étaient résistants a la céfoxitine entre 2006 et 2010 (165).

Dans ce méme modéle murin de colonisation a ERG, la concentration en SCFA
(propionate, butyrate, acétate) au niveau caecal était 7 a 20 fois plus basse chez les souris
traitées par clindamycine par rapport aux controles (166). Cependant les SCFA n’avaient
pas de rdle direct dans I'inhibition de la réplication bactérienne. La courbe de croissance
de la source d’ERG utilisée était similaire dans un bouillon cceur cervelle avec ou sans
addition de SCFA. Par contre, la croissance bactérienne de la souche d’ERG était inhibée
dans des contenus caecaux de souris controles apres incubation en anaérobiose, mais pas
lorsque ces mémes contenus caecaux avaient été autoclavés ou filtrés de maniere a
éliminer les bactéries du microbiote caecal. La souche d’ERG était capable de croitre dans
les contenus caecaux de souris traités par clindamycine, apres une phase de latence de 6
heures. Les auteurs suggéraient que la résistance a la colonisation par ERG était réalisée
par des substances inhibitrices produites par le microbiote anaérobie, mais que les SCFA

étaient juste un marqueur de I'altération du microbiote (166).

Dix ans plus tard, la méme équipe a continué a travailler sur le modele de colonisation
a ERG mis au point. La clindamycine a été utilisée pour altérer le microbiote digestif et
favoriser la colonisation a ERG. La clindamycine altérait non seulement la composition du
microbiote, mais aussi les métabolites retrouvés au niveau des selles. Certains
métabolites du tryptophane (indole-3-propionate, indole acide acétique, acide
xanthurénique, acide kynurénique) étaient diminués suite au traitement par
clindamycine (167). Toutefois leur réle dans la résistance ala colonisation n’est pas

déterminé, il pourrait également s’agir d’'une simple association sans lien de causalité.
Clostridioides difficile

Dans un modele murin de colite a Clostridioides difficile, une seule dose de
clindamycine injectée par voie intrapéritonéale suffisait pour engendrer une infection en
cas d’exposition a 103 UFC de C. difficile 24 heures apres administration de clindamycine
(52). Les souris ayant survécu a I'infection restaient colonisées pendant plus de 28 jours.

Des analyses métagénomiques des contenus caecaux ont été réalisées pour les souris
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ayant été exposées a la clindamycine et/ou a C. difficile. Les analyses métagénomiques au
niveau iléal et caecal montrent que la clindamycine diminue fortement ’abondance du
genre Barnesiella (appartenant aux Bacteroidetes) et de la famille Lachnospiraceae
(appartenant aux Firmicutes) pendant au moins 28 jours. De maniere étonnante, le
microbiote caecal des souris 14 a 28 jours apres injection de clindamycine était dominé a
plus de 50 % par des Mollicutes. Les auteurs n’ayant pas rendu publiques leurs données
de séquencage, leurs résultats ne peuvent pas étre vérifiés a I'aide d’'une base de données
plus récente. Il est toutefois probable que les bactéries identifiées comme Barnesiella
appartiennent en fait a la famille Muribaculaceae récemment décrite (168). Les souris
exposées a des spores de C. difficile jusqu’a 10 jours apres injection de clindamycine
développaient une colite, mais les auteurs n’ont pas essayé d’infecter les souris a C.
difficile plus de 10 jours apres l'injection de clindamycine pour mettre en évidence une

restauration du microbiote aboutissant a une résistance a l'infection.
Entérobactéries productrices de -lactamase a spectre étendu (BLSE)

Dans un modeéle murin de colonisation a E. coli BLSE, 9 antibiotiques différents ont été
administrés 3 jours de suite, les souris ayant recu 108 UFC d’E. coli BLSE ST-131 par
gavage orogastrique le premier jour (169). La clindamycine et le céfotaxime permettaient
d’obtenir les concentrations en E. coli BLSE les plus élevées (pic a 8 log UFC/g de selles).
Cependant a 14 jours, plus aucune souris n’était colonisée a E. coli BLSE quel que soit
I'antibiotique utilisé. Les auteurs concluaient que les bacilles a Gram négatif anaérobies
n’étaient pas les seules bactéries a apporter une résistance a la colonisation, car le
céfotaxime était aussi efficace que la clindamycine dans leur modele. Parmi les 9
antibiotiques testés, seule la clindamycine avait un effet notable sur la concentration en
Gram négatifs anaérobies retrouvés en culture. Par rapport aux modeles décrits
précédemment, la colonisation a E. coli BLSE semblait tres limitée dans le temps. Les
auteurs ne fournissent pas d’information sur l'origine de la souche d’E. coli utilisée. Il est
possible que différentes souches soient plus ou moins aptes a coloniser le tube digestif,
et puissent étre rapidement éliminées méme apres avoir atteint des concentrations

supérieures a 8 log UFC/g de selles.
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Un modele de colonisation a K pneumoniae BLSE a été décrit par 'équipe de Donskey
en 2007, 'objectif de I'étude étant de déterminer les effets de I'administration de
carbapénemes sur la colonisation digestive. Les antibiotiques étaient administrés
pendant 5 jours de suite, puis 2 jours apres I'arrét de 'antibiothérapie les souris étaient
exposées a 10* UFC de K pneumoniae BLSE par gavage (170). L’administration
d’ertapéneme ou d'imipéneme n’était pas associée a une colonisation par K. pneumoniae
BLSE, alors que la ceftriaxone ou la pipéracilline/Tazobactam engendrait une
colonisation supérieure a 7 log UFC/g de selles pendant au moins 6 jours. La souche de K.
pneumoniae utilisée était sensible a I'ertapénéme et a I'imipéneme, et résistante a la
ceftriaxone et a la pipéracilline/Tazobactam. La concentration en carbapénemes dans les
selles était sous la limite de détection a ]3, les auteurs ayant administré la souche par
gavage a ] 2. Il semblerait que 'ertapénéme soit toujours présent dans les selles 48h apres
administration d’apres Wong et coll., cette voie d’excrétion représentant 10 a 20 % de la
dose injectée (171). Pour l'imipénéme, I'élimination par voie biliaire est réputée
négligeable (inférieure a 1 %) donc le probleme se pose moins (172). La plupart des
bactéries anaérobies sont sensibles a I'ertapéneme, a 'exception de rares souches de
Bacteroides du groupe fragilis. Les auteurs observaient une diminution de Ia
concentration en anaérobies du genre Bacteroides pour les souris traitées par
ertapénéme, mais moins franche que dans le groupe ayant recu
pipéracilline/Tazobactam (-1 log vs -3 log UFC/g de selles, respectivement). L'imipéneme
n’avait pas d’effet sur la concentration en Bacteroides. Pour s’affranchir du probleme de
sensibilité de la souche de K. pneumoniae aux carbapénemes, il aurait été possible
d’utiliser une souche productrice de carbapénémase, K. pneumoniae productrice de KPC-

1 ayant déja été décrite dans la littérature 5 ans auparavant (173).
Entérobactéries productrices de carbapénémase (EPC)

Peu de modeéles de colonisation par EPC ont été décrits. L’équipe de Donskey a publié
en 2011 un modele de colonisation par K. pneumoniae productrice de carbapénémase de
type KPC (174). Cette étude avait pour but d’évaluer I'effet de différents antibiotiques sur
la colonisation par K. pneumoniae KPC. Les souris recevaient des antibiotiques pendant 8
jours, débutant 2 jours avant I'exposition a 103 UFC de K. pneumoniae KPC (JO) et se

terminant 5 jours apres 'exposition. Le suivi de la concentration en K. pneumoniae KPC
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dans les selles était réalisé jusque J11, soit 6 jours apres I'arrét des antibiotiques. Les deux
antibiotiques permettant d’obtenir les concentrations les plus importantes de K
pneumoniae KPCa]11 étaient la clindamycine et la pipéracilline/Tazobactam. Cependant,
méme dans le groupe clindamycine, l1a concentration en K. pneumoniae KPC dans les selles
chutait fortement entre J6 et J11, passant d’un niveau supérieur a 10 log UFC/g de selles
aJ6a5,5logUFC/gdesellesa]11. Laclindamycine etla pipéracilline/Tazobactam étaient
les deux antibiotiques induisant la plus grande diminution de la concentration en
anaérobies dans les selles a |5 (indétectables, pour une limite de détection estimée a 4 log

UFC/g de selles).

2.4.3. Colonisation par des bactéries multi-résistantes

chez 'Homme

Facteurs de risque de colonisation par EPC

AThopital, les patients ayant été en contact avec un patient porteur d’EPC pour lequel
des précautions complémentaires n’ont pas été instaurées sont considérés a risque de
devenir a leur tour porteur d’EPC (175). Cependant, tous les patients ayant été
potentiellement exposés a une EPC ne vont pas forcément devenir colonisés. Certains

facteurs vont jouer sur la susceptibilité potentielle a la colonisation.

Les facteurs de risque classiquement retrouvés dans la littérature font intervenir les
comorbidités et les dispositifs invasifs pouvant accroitre la charge en soins, ainsi que la
notion d’antibiothérapie pouvant altérer le microbiote digestif. Dans une étude
s'intéressant a la colonisation par EPC chez les enfants, les facteurs de risque étaient
I'exposition a une antibiothérapie a visée anti-Pseudomonas dans les 3 mois précédents,
une chirurgie récente, et la ventilation mécanique (176). Dans une autre étude, seule
I'antibiothérapie dans les 24 heures précédentes était associée a la colonisation par EPC,
mais les auteurs n’ont pas recueilli d’'information sur le type d’antibiotiques utilisés
(177). La pression de colonisation, 'exposition a des carbapéneémes, et un score de
comorbidités (Charlson) élevé ont également été décrits comme facteurs de risque de
colonisation a K. pneumoniae KPC (178). Une étude francgaise retrouvait significativement

associée en analyse univariée I'utilisation « récente » d’antibiotiques, définie comme une
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antibiothérapie dans les 6 mois. Cette association n’était pas retrouvée en multivarié
(179). Le facteur le plus significativement associé en analyse multivariée était la présence
d’une infection concomitante (OR =9,83), qui peut probablement étre considérée comme

un marqueur d’antibiothérapie au moment de I'exposition a I'EPC.

Nous avons participé a une étude multicentrique sur les facteurs de risque
d’acquisition de K. pneumoniae 0XA-48 chez les patients « contact », dirigée par le Pr
Zahar et publiée dans Journal of Hospital Infection en 2018 (3). Dans cette étude
rétrospective chaque cas d’acquisition nosocomiale de K. pneumoniae OXA-48 était
associé a 3 patients contrdles hospitalisés dans le méme service et choisis sur le critere
de la durée d’exposition la plus similaire possible. La durée d’exposition était définie
comme la durée pendant laquelle un patient était exposé au patient index avant la mise
en place des précautions complémentaires. Apres analyse multivariée, les variables
associées a 'acquisition de K. pneumoniae OXA-48 chez les patients exposés étaient : la
notion d’antibiothérapie durant la durée d’exposition (p < 0,001), la réalisation d’au
moins une procédure invasive (cathéter central, sonde urinaire, sonde naso-gastrique,
chirurgie) (p = 0,04), et la proximité géographique vis-a-vis du patient index (p = 0,03).
La notion d’antibiothérapie durant le mois précédent était significativement associée a la
colonisation par K. pneumoniae OXA-48 en univarié, mais pas dans le modele multivarié.
Les antibiotiques les plus a risque durant la durée d’exposition étaient les [3-lactamines
présentant une activité anti-anaérobie (amoxicilline et acide clavulanique,
pipéracilline/Tazobactam). Aucune différence n’était mise en évidence pour la
clindamycine, mais les effectifs étaient tres faibles et la clindamycine était regroupée dans
une classe « autres anti-anaérobies » avec le métronidazole. Au total, cette étude montrait
que la prescription des -lactamines présentant une activité anti-anaérobie était un
facteur de risque majeur d’acquisition d’EPC. De plus, elle suggérait que la prescription
de ces molécules a risque durant la période d’exposition était plus prédictive du risque
d’acquisition de K. pneumoniae OXA-48, que leur prescription durant le mois précédant
I'exposition. Cela serait compatible avec I'existence d'une fenétre de susceptibilité a la

colonisation relativement courte, qui nécessiterait d’étre confirmée dans d’autres études.

Le point marquant dans toutes ces études épidémiologiques, c’est que la définition

d’'une antibiothérapie récente est tres diverse. Les valeurs extrémes ont pour minimum
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une antibiothérapie recue dans le jour précédent I'exposition et pour maximum dans les
180 jours précédents. Si on considere les données des modeéles animaux de colonisation
a EPC ou a entérobactéries productrices de $-lactamase a spectre étendu, il serait logique
de penser que le risque de colonisation devienne plus important lorsque le délai entre
I'antibiothérapie et 'exposition a I'EPC est minimal. De la méme fagon, peu d’études
s’'intéressent aux antibiothérapies prescrites apres la fin de la période d’exposition
potentielle a une EPC (début des précautions complémentaires chez le cas index), mais
seulement aux facteurs de risque retrouvés avant l'exposition. Une altération du
microbiote ayant lieu dans les jours ou les semaines suivant une exposition a une EPC

pourrait pourtant également représenter un facteur de risque important de colonisation.

Effet d'une antibiothérapie sur la colonisation

Il est plus difficile d’étudier précisément l'effet d’'une antibiothérapie sur la
colonisation chez 'Homme, car il n’est pas possible pour des raisons éthiques évidentes
d’exposer les patients a des bactéries multi-résistantes. De plus, les patients recoivent
fréquemment de plusieurs antibiothérapies successives au cours d’'un méme séjour.
Cependant, les données observationnelles qui ont été publiées chez 'Homme présentent
un intérét particulier. En effet, le microbiote digestif de modeles animaux

(principalement murins) differe de celui de 'Homme.

Deés les années 2000, Donskey et coll. ont réalisé une étude prospective incluant 51
patients colonisés a ERG, chez qui la charge bactérienne en ERG dans les selles a été
monitorée en fonction des antibiotiques recus (180). Des charges bactériennes en ERG
élevées (8 log CFU / g de selles) étaient retrouvées chez les patients ayant recu des
antibiotiques a forte activité anti-anaérobie (pipéracilline-Tazobactam, méropéneme,
clindamycine), mais pas pour les antibiotiques présentant une faible activité anti-
anaérobie (fluoroquinolones, trimethoprime-sulfamethoxazole). Des résultats similaires
ont également été retrouvés pour des bacilles a Gram négatif multi-résistants
(entérobactéries ou P. aeruginosa), les antibiotiques a activité anti-anaérobie augmentant
leur charge bactérienne dans les selles (181). Plus récemment, le role des
Porphyromonadaceae (une famille bactérienne strictement anaérobie) dans la résistance
a la colonisation vis-a-vis d’ERG a été suggéré dans une cohorte de patients ayant recu

une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (182).
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2.5. Stratégies de restauration du microbiote

digestif
2.5.1. Probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants présentant des effets bénéfiques
lorsqu’ils sont consommés, principalement en améliorant ou en restaurant le microbiote
digestif. Parmi les probiotiques, les plus étudiés sont les bactéries lactiques appartenant
a l'ordre Lactobacillales. Ces bactéries présentent des propriétés immunomodulatrices,
métaboliques, antimicrobiennes et détoxifiantes présentant un intérét évident au niveau
du maintien de 'homéostasie (183). Les différents mécanismes d’action des probiotiques

sont repris dans la Figure 32.
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67



Récemment, l'utilisation de probiotiques a fait l'objet d'une controverse.
L’administration de probiotiques appartenant aux Lactobacillus a été associée a un retard
a la reconstitution du microbiote digestif suite a une antibiothérapie (185). Cet effet
délétere des probiotiques pourrait étre di a la production par les souches de
Lactobacillus utilisées de facteurs solubles inhibant la croissance de nombreux taxons
bactériens du microbiote digestif (Prevotella, Faecalibacterium, Coprococcus, Sutterella).
Dans cette méme étude, une transplantation de microbiote fécal autologue, a partir de
selles conservées avant toute antibiothérapie, permettait une reconstitution rapide du
microbiote digestif. Une autre étude également publiée dans le méme journal, le méme
jour, montrait une absence d’efficacité des probiotiques (186). Dans cette étude, les

probiotiques passaient juste temporairement au niveau du systeme digestif, sans effet

durable.

Toutefois, le manque d’efficacité des probiotiques mis en évidence dans les deux
études précédentes peut correspondre a l'utilisation de souches non optimales, ou d'un
mode d’administration non adapté. Un probiotique peut étre administré conjointement
avec un prébiotique, une combinaison appelée symbiotique. Le prébiotique associé
permettrait de promouvoir la croissance et I'implantation de la souche de probiotique.
Ainsi I'administration d’un probiotique seul (Lactobacillus rhamnosus GG) ne permettait
pas d’obtenir une colonisation digestive durable chez des nouveau-nés (187), tandis que
I'administration de la combinaison symbiotique d’une autre souche de probiotique
(Lactobacillus plantarum) associée a un fructo-oligosaccharide permettait d’obtenir une

colonisation persistant plusieurs mois (188).

Dans un essai controlé et randomisé incluant 4 556 nouveau-nés, I'administration de
la combinaison symbiotique de Lactobacillus plantarum avec un fructo-oligosaccharide a
été évaluée (189). Cet essai a eu lieu dans différents villages ruraux d’Inde, dans lesquels
la mortalité infantile était particulierement importante. L’administration de ce
symbiotique permettait de diminuer le taux de sepsis et de déces par rapport au placebo

(risque relatif = 0,60 [IC 95 % 0,48 - 0,74]).
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De plus, les probiotiques commencent également a étre administrés par voie
intranasale pour prévenir ou traiter des maladies respiratoires allergiques ou
infectieuses. L’administration intranasale de différentes souches de Lactobacillus
présentait un effet protecteur dans un modele murin d’infection grippale (190). La
mortalité était diminuée, et l'effet était plus important en administrant des bactéries
vivantes plutdt que des bactéries mortes. Différentes souches de Lactobacillus ont
également montré une capacité a inhiber la formation de biofilm de la souche PAO1 de P.
aeruginosa, ainsi que son activité élastase (191). Cela suggere un role potentiel de
certaines souches de Lactobacillus dans la prévention ou le traitement d’infections
respiratoires chroniques a P. aeruginosa, qui nécessite d’étre évalué dans des modeéles in

vivo.

Une revue treés compléte de la place des probiotiques a été récemment publiée (192).
Les auteurs de cette revue sont également les auteurs principaux de I'article ayant associé
I'administration de probiotiques a un retard de reconstitution du microbiote digestif
suite a une antibiothérapie (185). Pourtant, I'avis de ces auteurs sur les probiotiques n’est
pas négatif. Les stratégies qu’ils proposent consistent a aller vers une administration de
probiotiques plus personnalisée, pouvant étre fonction du microbiote de base de
I'individu ou d’'un mécanisme mis en évidence dans des études préalables. Ainsi, il est peu
probable qu'une souche donnée soit efficace chez tous les individus, pour traiter
différentes conditions. Une orientation vers I'utilisation de souches spécifiques, dans des
sous-populations spécifiques, et dans un contexte clinique spécifique, pourrait s’avérer
plus efficace. La place des probiotiques est donc amenée a se modifier en paralléle de

’évolution de la compréhension des microbiotes digestifs et pulmonaires.
2.5.2. Transplantation de Microbiote Fécal (FMT)

Un modele de colonisation a Escherichia coli producteur de carbapénémase NDM-1 a
été utilisé par Mahieu et coll. pour évaluer l'efficacité de la transplantation de microbiote
fécal sur la colonisation par EPC (193). Un cocktail d’antibiotiques a large spectre était
administré (vancomycine, métronidazole, ceftriaxone) pendant 5 jours (J1 aJ5), puis une
exposition a un tres fort inoculum d’E. coli NDM-1 (5 x 102 UFC) par gavage était répétée

3 fois (J4, J5 et ]8). Ensuite une transplantation de microbiote fécal était réalisée pendant
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4 périodes de 3 jours de suite (J10 a]12,]23 a]25,]37 2J39,J49 aJ51). A]57, 50 % des
souris du groupe transplantation de microbiote fécal étaient toujours colonisées par EPC,
contre 79 % dans le groupe controle (p=0,11). Un des points forts de 'étude était
l'utilisation de cages individuelles pour chaque souris. Ces résultats étaient modérément
convaincants, étant donné la lourdeur du protocole de FMT utilisé et I'absence de

différence significative sur 14 souris par groupe.

En utilisant le méme modeéle de colonisation par E. coli NDM-1, Mahieu et coll. ont
étudié I'effet d’un protocole de FMT de trois jours seulement (J10 a J12) (194). A ]26, la
concentration en EPC dans les selles était plus faible dans le groupe FMT que dans le
groupe contrdle (3 log UFC/g de selles vs 4,7 log UFC/g de selles, respectivement).
Cependant la FMT ne présentait un effet que sur une diminution de la concentration en

EPC dans les selles, et pas sur la décolonisation.

L’équipe de Pamer a évalué I'effet de la FMT dans leur modéle murin de colonisation
par ERG (182). Aprés une semaine de traitement par ampicilline, les souris étaient
exposées a 108 UFC d’E. faecium possédant le gene vanA. Une FMT était alors réalisée
pendant trois jours de suite. Apres une phase de latence d’'une semaine, on observait un
infléchissement de la concentration en ERG dans les selles, qui devenait indétectable a
J15 alors que dans le groupe contrdle on retrouvait toujours 7 log d’ERG/g de selles. La
plupart des analyses statistiques utilisées dans cet article ne sont pas adaptées, car les
auteurs ont choisi un test paramétrique (test t de Student) sur des concentrations
bactériennes, sans réaliser de transformation logarithmique préalable. Cependant étant
donné I'ampleur de la différence observée, il est trés probable qu'une différence
significative ait tout de méme été retrouvée avec un test plus adapté (test paramétrique
apres transformation logarithmique, ou bien test non paramétrique sur les rangs). Les
auteurs ont retrouvé un membre du phylum Bacteroidetes, tres abondant chez les souris
controles et chez les souris ayant bénéficié d’'une FMT, qu’ils identifient comme
appartenant au genre Barnesiella. 11 s’agit en fait trés probablement de la famille
Muribaculaceae décrite 3 ans apres la publication de leur étude et tres abondante au
niveau du microbiote digestif murin (153, 168), méme si les données brutes de
séquencage ne sont pas disponibles pour le vérifier. Pamer le reconnait indirectement

dans un article publié ultérieurement en faisant référence a sa propre étude dans les
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termes suivants : « As previously reported, S24-7 (Barnesiella) was strongly associated
with VRE protection » (2). S24-7 est I'ancienne dénomination des Muribaculaceae.
Barnesiella fait partie des Porphyromonadaceae et non des Muribaculaceae, mais Pamer
veut probablement dire que les séquences identifiées comme Barnesiella dans son article

de 2013 correspondaient a la famille Muribaculaceae.

Pour Pamer et coll,, la résistance a la colonisation par ERG est médiée par ce taxon
décrit comme Barnesiella. Dans leur derniere figure, le microbiote digestif de patients qui
vont ou non développer une colonisation a ERG a été comparé, et les auteurs concluent
que la présence de Barnesiella était protectrice de la colonisation par ERG. Cependant
I'abondance relative détectée était tres faible, Barnesiella présentant une abondance
moyenne a 0,25 % chez les patients qui ne vont pas se coloniser, contre 0,005 % chez
ceux qui vont se coloniser a ERG. Chez 'homme Barnesiella est plus fréquemment
retrouvée que les Muribaculaceae, il est donc possible que leurs séquences détectées chez
la souris et chez 'humain, qui sont toutes les deux identifiées comme Barnesiella,
correspondent en réalité a des taxons différents (Barnesiella chez 'homme, et
Muribaculaceae chez la souris 7). Malgré ces limites cette étude est intéressante, car c’est
une des premieres a montrer que dans un modele murin, un taxon appartenant aux
Bacteroidetes est associé a la résistance a la colonisation, et que son abondance est

restaurée suite a une FMT.

Chez I'humain, la FMT est en pleine expansion. Plus de 200 études cliniques sont
enregistrées sur ClinicalTrials (195). La FMT peut étre réalisée a partir de selles
collectées le méme jour, de selles congelées, ou de capsules. Des banques de selles ayant
pour but de collecter, conserver et distribuer des selles de donneurs sains commencent a

étre développées (196).

Dans une méta-analyse récente, 11 études ont été inclues pour analyser I'effet de la
FMT sur la décolonisation a EPC (197). Du fait d’'une forte hétérogénéité, il n’était pas
possible de regrouper les résultats de ces études, dont seulement cinq présentaient un
groupe controle. Au final, le niveau de preuve de I'éradication microbiologique de la
colonisation a EPC par la FMT était bas a 1 semaine et tres bas a 1 mois. Les auteurs

recommandaient d’utiliser de ne pas utiliser la FMT en routine pour essayer de
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décoloniser ces patients. Des études contrélées randomisées dans des populations a haut
risque (patients hospitalisés en réanimation, neutropéniques, ou transplantés) sont

nécessaires pour mettre a jour ces recommandations.

2.5.3. Transplantation de filtrats stériles de microbiote

fécal

Dans le cas des infections récurrentes a Clostridioides difficile, 1a transplantation de
microbiote fécal est devenue le traitement de référence. Cette transplantation peut étre
réalisée a partir de selles fraiches, ou congelées. Le mécanisme d’action exact n’est pas
encore élucidé, cependant en cas d’infection récurrente a C. difficile 1a FMT permet une
guérison dans 92 % des cas, contre 42 % pour la fidaxomicine et 19 % pour la

vancomycine (198).

Une étude pilote portant sur 5 patients avec des diarrhées récurrentes a C. difficile
suggere que la transplantation de filtrats stériles de selles pourrait également étre
efficace. Les selles étaient homogénéisées, puis centrifugées a 1 800 G pendant 10
minutes, et le surnageant était filtré une premiére fois a travers un papier de cellulose.
Des filtrations successives par un filtre de 10 um, 0,6 pm, puis 0,2 pm étaient réalisées. La
stérilité du filtrat obtenu était vérifiée par culture. Apres transplantation de filtrats
stériles, I'alpha-diversité augmentait et la composition du microbiote du receveur tendait
a se rapprocher de celle du donneur. Les limites de cette étude sont le faible nombre de

patients inclus et I'absence de groupe controle.

Ces données préliminaires pourraient, si elles sont confirmées dans d’autres études,
remettre en cause le réle des bactéries dans I'efficacité de la FMT. Les auteurs proposent
que l'effet observé pour les filtrats stériles puisse étre lié a des composants bactériens
(différents types de ligands), a des composés antibactériens d’origine bactérienne
(bactériocines), ou a des bactériophages. Ces résultats n’ont pas été reproduits a notre
connaissance depuis leur publication en 2017, que ce soit chez des patients ou dans des
modeles animaux, mais ils présentent un intérét important pour essayer d’élucider le

meécanisme de la FMT.
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2.6. Objectifs de la these

L’objectif principal de la these est d’évaluer I'impact de la colonisation par EPC sur la

sévérité de la pneumopathie a P. aeruginosa dans un modele murin.

Pour atteindre ce but, nous avons procédé dans cet ordre :

- Caractérisation de deux souches d’EPC par séquencage du génome complet et
analyse des facteurs de virulence et des déterminants de résistance retrouvés.

- Mise au point d’'un modéle murin de colonisation a K. pneumoniae NDM-1, et
évaluation de la durée de la fenétre de susceptibilité a la colonisation digestive
encadrant une injection de clindamycine.

- Mise en évidence d'un pronostic défavorable associé a la colonisation par EPC lors
d’une infection pulmonaire a P. aeruginosa 14 jours plus tard, et de la restauration
du pronostic par la transplantation de microbiote fécal.

- Description des modifications des populations cellulaires immunitaires par
cytométrie en flux, des modifications du microbiote digestif par métagénomique,
et des modifications en métabolites par métabolomique dans le but d’analyser les

mécanismes sous-jacents.
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3. Matériel et Méthodes

3.1. Souches bactériennes et animaux

3.1.1. Souches bactériennes

La souche bactérienne d’entérobactérie productrice de carbapénémase utilisée est une
souche clinique (KPLO0.2) de Klebsiella pneumoniae productrice de carbapénémase de
type NDM-1. Le génome de cette souche a été séquencé par technologie Illumina. La
préparation des librairies a eu lieu avec le kit Nextera XT, et le séquencage a eu lieu sur
[llumina - HiSeq PE 100. La taille des read était de 2 x 100 paires de bases (paired end).
Le séquencage a été réalisé par un partenaire privé, Admera Health LLC. Nous avons
ensuite réalisé I'assemblage en utilisant la plateforme Galaxy (199), a partir des fichiers
fastq. Apres vérification de la qualité des read, les adaptateurs Nextera XT ont été retirés
avec Trimmomatic. L'assemblage a ensuite été réalisé avec Unicycler. L’annotation
automatisée a été réalisée avec Prokka. Le génome a été déposé dans Genbank (référence

PYBH00000000).

Une autre souche clinique de K. pneumoniae productrice de carbapénémase de type
0XA-48 (KPLO.1) a été également séquencée et déposée dans Genbank (référence
QHMAO01000000). Cependant, apres analyse in silico, cette souche n’a pas été retenue

dans le modéle final.

La souche de Pseudomonas aeruginosa utilisée pour provoquer une pneumopathie

dans le modele murin était la souche de référence PAO1.

Les souches bactériennes étaient incubées dans du lysogeny broth (LB) a 35 °C pendant
18 heures, puis diluées au 1/20°me dans du LB et incubées pendant 4 heures
supplémentaires pour obtention d’'une phase exponentielle de croissance. Apres
centrifugation a 3 000 RPM pendant 8 minutes, et 2 étapes de lavage au PBS, une
suspension de densité optique a 0,9 était réalisée. Elle était équivalente a
approximativement 5 x 108 UFC/mL. La suspension était ensuite diluée a la concentration
désirée pour la colonisation digestive (107 UFC/mL) ou l'infection pulmonaire (107
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UFC/50 pL). La concentration exacte en bactéries était vérifiée par dilutions successives
et étalement sur LB agar. Une concentration bactérienne variant au maximum d’un

facteur 2 par rapport a la valeur souhaitée était considérée comme acceptable.

La souche de référence de Muribaculum intestinale DSM 28989 a été obtenue aupres
du Leibniz Institute DSMZ. Cette souche anaérobie stricte a été cultivée en milieu de
Rosenow ainsi qu’en milieu Viande Levures (VL) en atmosphere anaérobie. Elle a servi

pour la mise au point de la qPCR Muribaculaceae.

3.1.2. Modele murin

Des souris males C57BL/6] (Janviers Labs, Le Genest Saint Isle, France) dgées de 6 a 8
semaines étaient hébergées sous un statut sanitaire EOPS (exempt d’organismes
pathogénes spécifiques) dans une animalerie de niveau A2. Une stabulation de 1 semaine
apres réception des souris était respectée. Les animaux étaient hébergés en cages
individuellement ventilées, chaque groupe de 5 souris étant hébergé dans une cage
séparée. Le change était réalisé au moins une fois par semaine, dont immédiatement
apres chaque injection d’antibiotique. Une autorisation du comité d’éthique animale a été

obtenue préalablement a ce projet (APAFiS #7166).
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3.2. Procédures

3.2.1. Colonisation digestive

Groupe Controle

Une injection de 200 pL PBS par voie intrapéritonéale était réalisée a JO et a J7*.

Groupe Clindamycine

Une injection de clindamycine (10 mg/kg dans 200 pL de PBS) était réalisée par voie

intrapéritonéale a JO et a J7*.

Groupe EPC

Les souris étaient exposées a la souche de K pneumoniae productrice de
carbapénémase NDM-1 dans l'eau de boisson pendant 24 heures (de JO a J1), a une
concentration de 107 UFC/mL. Une injection de 200 pL de PBS par voie intrapéritonéale

était réalisée a J0 et J7*.

Groupe EPC+Clindamycine

Une injection de clindamycine (10 mg/kg dans 200 pL de PBS) était réalisée par voie
intrapéritonéale a ]0. Les souris étaient dans le méme temps exposées a la souche de K.
pneumoniae productrice de carbapénémase NDM-1 dans l'eau de boisson pendant 24
heures (de JO a J1), a une concentration de 107 UFC/mL. L’injection de clindamycine était
répétée a J7* (Figure 33).

*: pour la mise au point du modeéle de colonisation décrite dans le chapitre 4.2, une
seule injection de clindamycine était réalisée a J0. A partir du chapitre 4.3 (infection
pulmonaire a P. aeruginosa), deux injections de clindamycine a ]JO et ]7 étaient réalisées

pour maintenir un haut niveau de concentration en EPC dans les selles.
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Figure 33. Schéma expérimental de la colonisation digestive, suivie d’'une
infection par P. aeruginosa (PAO1). Figure créée a l'aide de BioRender.io (Toronto,
Ontario, Canada).

Groupe Transplantation de Microbiote Fécal (FMT)

La méme procédure que pour le groupe EPC+Clindamycine était réalisée les 10
premiers jours, puis une transplantation de microbiote fécal par gavage orogastrique
était realisée a J11 et J13 (respectivement J-3 et J-1 avant infection par la souche de P.
aeruginosa PAO1). Des selles de souris contrdles étaient récupérées dans des tubes de 2
mL auxquels étaient ajoutés 500 pL de PBS et des billes de silice (2 a 3 selles/tube). Les
selles étaient ensuite broyées a I'aide d’un TissueLyser II (Qiagen, Hilden, Allemagne) et
de billes de céramique de 1,4 mm de diametre, puis filtrées a 'aide d'un tamis cellulaire.
Le filtrat était ensuite injecté a 'aide d’'une sonde orogastrique souple, pour un volume

de 200 pL par souris (Figure 34).
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Groupes Filtrat et Filtrat Inactivé

Le groupe « Filtrat » a bénéficié d’'une transplantation de filtrats stériles de selles
(apres filtration par un filtre 0,2 um), et un groupe « Filtrat Inactivé » a recu un filtrat
stérile ayant en plus été inactivé par chauffage a 95 °C pendant 10 minutes et déprotéinisé
par adjonction d’acide trichloracétique (ATCA) puis tamponné a pH 7 avant gavage

orogastrique (Figure 34).

FMT Tamis cellulaire J11 713
Gavage Gavage
Selles de oro-gastrique oro-gastrique
souris Broyage P 7
controles / /
. Filtre N
Filtrat 0.22uM Va
Centrifugation / / }5
ﬁ N y <
Filtrat
Inactive » Chauffage a Y’\‘ » 4
95°C +
/ déprotéinisation / /
17
Y 3 e e

Figure 34. Schéma expérimental de la transplantation de microbiote fécal ou des
filtrats de selles. Pendant les 10 premiers jours, le schéma expérimental est similaire au
groupe « EPC + Clindamycine ».



3.2.2. Infection pulmonaire et sacrifice

A J14 apres le début de I'expérience, une instillation intranasale de 107 UFC de la
souche de P. aeruginosa PAO1 dans 50 puL de PBS était réalisée. Les souris étaient
anesthésiées par nébulisation d’isoflurane 2 % pendant 2 minutes. Pour les
expérimentations ou des souris infectées étaient comparées a des souris non infectées
(cytométrie en flux), les souris non infectées ont recu une instillation de 50 puL de PBS
stérile apres la méme procédure d’anesthésie. Une surveillance particuliere d’une
quinzaine de minutes suivant l'acte était réalisée. Dés le réveil des souris avec reprise
d’'une déambulation, la réintégration de la cage était possible. Dans les 24 heures suivant
I'infection, si des signes de détresse respiratoire aigué ou une perte de poids majeure
(>20 %) étaient observés, il étaitimmédiatement procédé a une mise a mort des animaux

concernés conformément au protocole d’éthique déposé.

Un score clinique était utilisé pour évaluer la sévérité de I'infection chez les animaux.
Il est basé sur plusieurs criteres pondérés de 0 a 2 : I'aspect de la fourrure (lisse 0, hérissé
1), le niveau d’activité (tres mobile 0, peu mobile 1, prostrée 2) et la température

corporelle (normale 0, froide 2).

Les animaux étaient sacrifiés 18 a 24 heures apres infection par injection
intrapéritonéale de 200 uL de pentobarbital sodique (Doléthal®) pour une dose de 182
mg/kg. Tous les échantillons étaient prélevés en post-mortem : sang, liquide broncho-
alvéolaire, poumons, rate. Pour certaines expérimentations, les contenus de I'iléon, du
cecum, et du cOlon étaient également prélevés. L'autopsie avait lieu sous un poste de

sécurité microbiologique de type 2, dans I'animalerie A2.

Les différents types de prélevements réalisés sont schématisés dans la Figure 35. Le
sang était prélevé par ponction intracardiaque, immédiatement apres le déces de
I'animal. Le liquide broncho-alvéolaire était récupéré en injectant 2 x 800 pL de PBS dans
les poumons, apres avoir inséré un tube métallique dans la trachée en passant par
I'oropharynx, et noué un fil autour de la trachée de maniere a éviter le reflux.

Approximativement 1 200 pL de PBS étaient réaspirés. Les différents organes étaient
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prélevés de fagon stérile en prenant soin de nettoyer les instruments dans de 'alcool a 70

°C entre chaque prélévement.

Liquide
broncho-alvéolaire
T

Sang
(intracardiaque)

/

Poumon droit
(ADN, ARN)

Poumon gauche

L (bactério ou FACS)
Contenus digestifs

(iléon, caecum,
colon)

Rate
(bactério ou FACS)

Figure 35. Types de prélevements réalisés lors du sacrifice. FACS = cytométrie en

flux.
3.2.3. Colite au DSS

Du dextran sodium sulfate (DSS) était ajouté dans I’eau de boisson a une concentration
de 3 %. Les souris étaient exposées au DSS pendant les 7 premiers jours, puis de I'eau de

boisson standard était mise a disposition pendant les 7 jours suivants.
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3.3. Méthodes d’analyse

3.3.1. Bactériologie

Calcul de la concentration en EPC et en entérobactéries dans les selles

Les selles de souris été suspendues dans 500 pL de PBS, puis broyées a I'aide de billes
de silice a 'aide d’un TissueLyser II. Cinq cents microlitres (500 uL) supplémentaires de
PBS étaient ensuite ajoutés pour obtention d'un volume total de 1 mL. Apres
homogénéisation par vortex, des dilutions successives au 1/10¢me étaient réalisées, puis
100 pL de chaque suspension étaient étalés sur milieu de culture. Le milieu de culture
utilisé pour dénombrer les EPC était un milieu LB agar additionné de 6 mg/L de
vancomycine et de 32 mg/L de céfotaxime. Un milieu McConkey était utilisé pour

dénombrer les entérobactéries.

Calcul de la concentration en P. aeruginosa et en bactéries dans les organes

Les organes étaient broyés a 'aide d'un TissueLyser Il et de billes de céramique de 1.4
mm de diameétre dans 500 pL de PBS, puis 500 pL supplémentaires de PBS étaient ajoutés.
Des dilutions successives au 1/10eme étaient réalisées, qui étaient ensuite étalées sur

milieu LB, ainsi que sur milieu cétrimide pour dénombrer P. aeruginosa.
3.3.2. Perméabilité pulmonaire

Une injection d’albumine-FITC (isothiocyanate de fluorescéine) (200 puL a 2 mg/mL)
était réalisée 2 heures avant le sacrifice. Un rapport de fluorescence liquide broncho-
alvéolaire divisé par le sang était réalisé a partir des prélevements faits lors de I'autopsie.
Un rapport élevé (> 3 %) était le reflet d’'une perméabilité pulmonaire augmentée, et donc

témoin d’une infection sévere.
3.3.3. Cytométrie en flux

Les analyses de populations cellulaires par cytométrie en flux ont été réalisées en
collaboration avec I'équipe 12 de l'unité INSERM U1019 du Centre d’Infection et

d’Immunité de Lille (Dr Philippe Gosset).
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Toutes les manipulations décrites ont été réalisées sous poste de sécurité
microbiologique de type 2. Le poumon gauche ainsi que la rate étaient prélevés et
immédiatement réfrigérés dans de la glace. Le poumon était déposé dans une boite de
Petri stérile, puis haché avec un scalpel a usage unique. Apres transfert dans un tube
contenant 2 mL de collagénase a 0,1 mg/mL (Clostridium histolyticum collagenase C2139,
Sigma-Aldrich), la solution était incubée au bain-marie a 37 °C pendant 30 minutes. Les
cellules étaient homogénéisées a 'aide d’une seringue 2 mL et d'une aiguille 20 G a 15
min et 30 min d’incubation. Huit millilitres (8 mL) de PBS-2 % de serum de veau fétal
(SVF) étaient ajoutés. La solution était centrifugée a 1 700 RPM pendant 7 minutes a 4 °C.
Le surnageant était éliminé. Le culot était repris avec du Percoll 30 % préparé
extemporanément. La solution était centrifugée a 2 000 RPM pendant 15 minutes a 4 °C
sans frein. Le surnageant était délicatement rejeté. La rate était déposée sur un tamis
cellulaire 70 um préalablement humidifié avec du PBS SVF 2 %, puis broyée
mécaniquement a I'aide d’un piston de seringue 2 mL stérile. Le tamis était lavé avec 5
mL de PBS SVF 2 % afin de recueillir un maximum de cellules. Le culot était re-suspendu
dans 1 mL de tampon de lyse de globules rouges (RBC Lysis Buffer). Aprés 5 minutes
d’incubation a température ambiante, 6 mL de PBS-2 % SVF étaient ajoutés pour stopper
la réaction. La solution était centrifugée a 1700 RPM pendant 7 minutes a 4 °C. Le
surnageant était éliminé, le culot repris dans 2 mL de milieu RPMI complet additionné
d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine). Un comptage cellulaire en cellule de
Malassez était effectué. Une suspension de concentration 3 x 10° cellules / 600 uL de

RPMI additionné d’antibiotiques était réalisée.

Des anticorps monoclonaux dirigés contre le CD5 murin, CD1d, NK1.1, CD4, CD25,
CD69, TCRy®, TCR-B, CD45, 1-Ab, F4/80,CD103,CD11c, CD86, Ly6G, CD11b, CD45 et CCR2
ont été utilisés. Un cytometre de flux LSR Fortessa (BD Biosciences, San Jose, Californie,
Etats-Unis) a permis d’acquérir les données, qui ont par la suite été analysées a 'aide du
logiciel Flow]o (Stanford, Californie, Etats-Unis). Les cellules dendritiques cDC1 ont été
identifiées comme des cellules CD103*CD11b-, et les cDC2 comme des cellules

CD11b*CD103-.
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3.3.4. Métagénomique ciblée sur 'ADNr 16S

L’analyse métagénomique a été réalisée en collaboration avecle plateau de Génomique
fonctionnelle et structurale de I'Université de Lille (Shéhérazade Sebda, Dr Martin

Figeac).

L’ADN des différents contenus digestifs (iléon et cblon) était extrait avec un kit
d’extraction optimisé pour les prélevements de selles QIAamp® DNA Stool (Qiagen,

Hilden, Allemagne), selon les recommandations du fabricant.

La préparation des librairies a été réalisée en amplifiant des régions hypervariables de
I’ADNr 16S avec le kit Ion 16S™ Metagenomics, suivie d’'une construction des librairies
avec le kit Ion Plus Library (Life Technologies, Carlsbad, CA). Les librairies ont été
quantifiées et soumises a un controle qualité en utilisant Agilent 2100 BioAnalyzer
(Agilent Technologies). Les librairies ont été mélangées de facon équimolaire et
séquencées sur une plateforme Ion PGM avec une puce Ion314 Chip Kit v2 ainsi que le kit
Ion PGM Sequencing 400 (Life Technologies). Les fichiers fastq ont été exportés a I'aide

du logiciel Ion Reporter.

Le code utilisé pour analyser pour les données avec Qiime 2 (200) est fourni dans
I’Annexe 1. Brievement, la fonction denoise-pyro de dada2 a été utilisée pour éliminer les
erreurs de séquencage, ainsi que pour retirer les 15 premieres bases des séquences. Ces
valeurs sont recommandées par les développeurs de dada2 pour analyser des séquences
provenant d’lon Torrent sur Qiime 2. Il n’a pas été possible d’entrainer spécifiquement
'algorithme de classification classify-sklearn étant donné que les séquences des amorces
utilisées dans le kit Ion 16S™ Metagenomics ne sont pas publiées. L’algorithme de
classification silva-132-99-nb-classifier déja préentrainé sur l'intégralité de la séquence
de 'ADNr 16S a été utilisé. Cet algorithme est basé sur la classification taxonomique
SILVA (201), dont la derniere version 132 a été publiée en décembre 2017. Les read
correspondant a des séquences contaminantes (Cyanobacteria, mitochondries,
chloroplastes, eukaryotes) ont été exclus. Les séquences de Cyanobacteria, bien
qu'appartenant aux bactéries, correspondent en effet fréquemment a de I’ADN de
mitochondries ou de chloroplastes (202). Finalement, seuls les read correspondant a des
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bactéries identifiées au moins au niveau du phylum ont été conservées. L’analyse
statistique de variation de composition de microbiote a été réalisée par méthode ANCOM
(203). Une heatmap a été réalisée en se positionnant sur un niveau correspondant aux
familles bactériennes (niveau 5) a I'aide de la fonction feature-table heatmap de Qiime 2,

en ne conservant que les familles retrouvées dans au moins 500 read.

Les données brutes de métagénomique ciblée sur I’ADNr 16S ont été déposées dans
Sequence Read Archive sous le numéro BioProject PRINA563864 (Annexe 2). Trente-deux
BioSamples correspondant aux 16 prélevements de c6lon et aux 16 prélevements d’iléon
ont été créés (numéros SAMN12691165 a SAMN12691196). Les données seront rendues

publiques au 31 décembre 2020 ou a la date de publication de I'article.
3.3.5. Mise au point d’'une qPCR Muribaculaceae

Le couple d’amorces suivant a été sélectionné pour amplifier les Muribaculaceae :
- Mb-F (GAGAGTACCTGAAGAAAAAGC)
- Mb-R (ACGCATTCCGCATACTTCT)

Des amorces déja publiées ont été utilisées pour amplifier 'TADNr 16S d'un grand
nombre de bactéries (« universelles ») (204), et un autre couple d’amorces pour amplifier
plus spécifiquement les Bacteroidaceae (205). Ces 3 couples d’amorces amplifient chacun

une partie de 'ADNr 16S.

Le volume final de la réaction de PCR était de 20 pL, comprenant 18 pL de mix et 2 pL
d’extrait d’ADN. Le mix de PCR était constitué de 10 pL de mix Brilliant IIl SYBR® Green
QPCR (Agilent, Santa Clara, Californie, Etats-Unis), 0,3 uL. de ROX, 3,7 uL. d’eau DNase-free,
2 uL d’amorce Forward (2 pM), 2 pL d’amorce Reverse (2 uM). Les réactions
d’amplification ont eu lieu sur un automate AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, Santa
Clara, Californie, Etats-Unis), en utilisant les conditions suivantes: 95 °C pendant 3
minutes, 40 cycles de 95 °C pendant 5 secondes, et 60 °C pendant 30 secondes. Une
courbe de fusion avec une résolution de 0,5 °C était réalisée pour s’assurer de la
spécificité des produits amplifiés. Le logiciel Agilent AriaMx était utilisé pour analyser les

données, en prenant le ROX comme référence.
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Apres optimisation de la concentration en amorces et de la température d’hybridation,
'efficacité de la PCR Muribaculaceae a été estimée a 93,6 % sur la souche de M. intestinale
DSM 28989. L’efficacité de la PCR 16S était estimée a 100 % sur cette méme souche. La

formule utilisée était la suivante, Cq étant le cycle de quantification :

Abondance relative en Muribaculaceae = [(1 + efficacité PCR 16S)*Cq] / [(1 + efficacité
PCR Muribaculaceae)*Cq] * 100

Les résultats fournis par la qPCR Muribaculaceae ont été validés par rapport aux

résultats de séquencage nouvelle génération.
3.3.6. Métabolomique

L’analyse métabolomique ciblée a été réalisée en collaboration avec le laboratoire de
Toxicologie du CHU de Lille (Dr Marie Lenski, Pr Delphine Allorge). Une méthode de
métabolomique ciblée est en cours de développement dans I'unité Fonctionnelle de
toxicologie du Pole de Biologie Pathologie Génétique du CHU de Lille. Cette méthode
permet actuellement la détection de 238 métabolites impliqués dans diverses voies
métaboliques majeures telles que la glycolyse, le cycle de Krebs, la voie des pentoses, le
métabolisme des acides aminés, ce qui permet un profilage représentatif du métabolome.
Ces métabolites ont été sélectionnés en fonction de leur disponibilité sous forme de

standards commerciaux.

Les contenus des différents compartiments digestifs ont été récupérés dans des tubes
Eppendorf 2 mL dans lesquels 200 pL de PBS et des billes de silice de 0,1 mm de diametre
avaient été ajoutés au préalable. Les tubes ont été pesés avant et apres ajout des
échantillons pour déterminer le poids de chaque échantillon. Ils ont été broyés a l'aide
d’'un TissueLyser II. Le volume de PBS ajouté a été normalisé par rapport au volume de
selles : pour l'iléon et le cOlon le rapport était d'un volume de selles pour 10 volumes de
PBS, pour le caecum le rapport était d’'un volume de selles pour 5 volumes de PBS. Les
échantillons ont été centrifugés a 13 000 RPM pendant 5 minutes, puis le surnageant a

été filtré a I'aide d’un filtre 0,2 um. Ils ont été conservés a -80 °C jusqu’a analyse.
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Les échantillons conservés a -80 °C ont été décongelés lentement dans de la glace
pilée. Chaque échantillon a été homogénéisé au vortex pendant 30 secondes. Cinq
microlitres (5 pL) d’étalons internes (-hydroxyéthyl-théophylline a 800 ng/mL et
méthyl-clonazépam de 62,5 ng/mL) ont été ajoutés a 20 pL de chaque échantillon. Un
pool des échantillons a tester a été utilisé comme controle de qualité (QC) afin de tester
la stabilité analytique au sein d’'une série et corriger le signal en cas de fluctuation de
réponse. Les flacons échantillons ont été déposés dans l'injecteur maintenu a +10 °C et
10 pL, puis le contenu était injecté dans le chromatographe en phase liquide. L’ordre
d’analyse des échantillons a été randomisé pour éviter les biais analytiques et un QC était

intercalé tous les 7 échantillons.

La séparation chromatographique a été réalisée sur colonne de type phase inverse
Acquity UPLC® HSS T3 (150 x 2,1 mm ; 1,8 um, Waters) maintenue dans une enceinte a
50 °C. La phase mobile, constituée d’'un mélange formate d’ammonium 5 mM pH 3 (A) et
d’acétonitrile avec 0,1 % d’acide formique (B), a été utilisée en mode gradient (Tableau

3) le débit est de 0,4 mL/min. Le temps d’analyse était de 30 minutes.

Tableau 3. Gradient d’élution pour I'analyse métabolomique ciblée.

Temps (min) Phase mobile Phase mobile Curve
A (%) B (%)

0 97 3 Initial
4 97 3 7
25 3 97 7
27 3 97 7
28 97 3 7
30 97 3 7

Le systeme chromatographique était couplé a un spectromeétre de masse haute
résolution G2-XS-QToF (Quadrupole Time-of-Flight, Waters). L'ionisation était faite en

mode électrospray positif.
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Les parametres suivants ont été utilisés :

- Température de source : 120 °C

- Gaz de nébulisation : 50 L/H

- Gaz de désolvatation : 1000 L/H

- Température de désolvatation : 600 °C

- Tension des capillaires (inlet et Lockmass) : 0.5 kV
- Tension de cone: 20V

-  Gamme de masse : 50 et 1000 m/z.
L’acquisition en mode MSe :

- basse énergie : 6 eV

- haute énergie : rampe de collision de 10 a 40 eV

Le pilotage de I'appareil et le traitement des données ont été réalisés avec le logiciel

Unifi (version 1.8.2, Waters).

Une dérive d’intensité ayant lieu au cours du temps, il a été nécessaire de normaliser
les résultats en fonction de leur ordre de passage. Cette normalisation a été réalisée a
I'aide de MetaboDrift v1.1 (206). La dérive d’intensité n’a pas engendré de biais dans
'analyse dans la mesure ou I'ordre de passage des échantillons était randomisé, et qu’elle
a pu étre en grande partie corrigée grace aux 12 contrdles qualité qui ont été répétés au
cours de I'analyse pour évaluer la dérive pour chaque métabolite analysé. L’analyse des

données normalisées a ensuite été réalisée par MetaboAnalyst v4.0 (207).
3.3.7. Métabolites du tryptophane

Les métabolites du tryptophane ont été dosés en collaboration avec le laboratoire de
Toxicologie du CHU de Lille (Dr Benjamin Hennart, Dr Marie Lenski, Pr Delphine Allorge).
Pour déterminer la concentration des métabolites du tryptophane, les mémes
échantillons d’iléon, de caecum, et de colon prétraités pour I'analyse métabolomique ont
été utilisés. Les concentrations du tryptophane, de la kynurénine, de 'acide kynurénique,
de la 3-hydroxykynurénine, de [l'anthranilate (ou acide anthranilique), du 3

hydroxyanthranilate (ou acide 3-hydroxyanthranilique), de I'acide xanthurénique, de
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I'acide quinaldique, de l'acide 8 hydroxyquinaldique, de I'indole acide lactique, du 5
hydroxyindole acide acétique, de I'indole acide acétique, du 5 hydroxytryptophane, de la

sérotonine et de la tryptamine ont été évaluées.

Une procédure analytique basée sur une technique de chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse en tandem avec ionisation par électrospray (LC-
ESI/MS/MS) a été utilisée. Cette procédure a été développée en accord avec les méthodes
publiées précédemment, avec des modifications mineures (208, 209). Cinquante
microlitres (50 pL) de surnageant de contenu digestif ont été analysés apres addition de
50 pL d’acétonitrile contenant du tryptophane-D5 a une concentration 50 000 nM,
servant de standard interne. Les échantillons ont été vortexés puis centrifugés et le
surnageant (50 pL) était ajouté a de I'eau désionisée (600 pL). Quinze microlitres du
mélange étaient injectés sur un systeme UPLC-MS/MS (Xevo TQ-S Detector, Waters,
Milford, USA) équipé d’'une colonne Acquity HSS C18 (Waters, Milford, USA). Les ions de
chaque composant analysé ont été détectés en mode ionisation positive et par méthode
MRM (multiple reaction monitoring). Le logiciel Chromalinks (Waters, Milford, USA) était

utilisé pour I'acquisition de données et I'analyse.

3.3.8. Inférence fonctionnelle a partir de métagénomique
ciblée

PICRUSt2 a été utilisé pour réaliser une inférence de fonctions métaboliques au niveau
du microbiote colique a partir des données et métagénomique ciblée sur 'ADNr 16S
(210). Apres un prétraitement des données sous Qiime2 (fonction denoise-pyro de
dadaZ2), les séquences représentatives ont été exportées au format FASTA, et une table
contenant I'abondance de chaque ASV par échantillon a été exportée au format BIOM.
Apres analyse par PICRUSt2, des différences inter-groupes pour chaque fonction
meétabolique ont été recherchées avec STAMP (211), par méthode ANOVA suivi d'un test
post-hoc de Tukey et application d’'une correction de Bonferroni pour les comparaisons
multiples. Une analyse complémentaire de la contribution de chaque ASV dans les

modifications de fonction métabolique observées a été réalisée avec PICRUSt2 et R.
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3.3.9. Analyse statistique

La quasi-totalité des figures et des analyses statistiques a été réalisée sous R (212). Les
packages dplyr et tidyr ont été utilisés pour transformer les données dans une forme
exploitable. Les packages ggplot2, ggpubr, ggsci et gridExtra ont été utilisés pour générer
les différentes figures. Les tests statistiques utilisés étaient soit un test de Student, soit
une ANOVA suivie d'une analyse post-hoc lorsque les données étaient paramétriques. Les
données non paramétriques ont été transformées en logarithme de base de 10 pour les
rendre paramétriques lorsque c’était approprié (charge bactérienne). L’analyse des
courbes de survie a été réalisée a I'aide du package R survival, en utilisant un test du log-
rank. Les analyses statistiques de variation de composition de microbiote ont été
réalisées par méthode ANCOM (203). Pour la partie métabolomique ciblée, I'analyse
statistique a été réalisée a 'aide de MetaboAnalyst v4.0 (123) : analyse en composantes

principales, heatmap, ANOVA, et corrélation.
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4. Résultats

4.1. Caractérisation des souches cliniques d’EPC
utilisées

Nous avons d’abord caractérisé les souches d’EPC utilisées par séquengage du génome
entier et recherché les déterminants géniques de résistance et de virulence. La prédiction
du sequence type (ST) et du type capsulaire de la souche ont également permis d’obtenir

des informations épidémiologiques.

L’objectif de cette premiére partie était de choisir une souche clinique de Klebsiella
pneumoniae productrice de carbapénémase, ayant diffusé au niveau mondial, et n’étant
pas considérée comme hypervirulente. En effet, nous souhaitions obtenir dans un modele
murin une colonisation digestive durable par EPC, en 'absence de signes d’infection

(colite ou bactériémie).

Deux souches cliniques de Klebsiella pneumoniae productrices de carbapénémase ont
été séquencées: KPLO.1 (productrice de carbapénémase de type OXA-48) et KPL0.2
(productrice de carbapénémase de type NDM-1). Ces deux souches ont été isolées lors de
bactériémies : KPL0.1 chez un patient de 77 ans au décours d’une chirurgie digestive,
KPLO.2 chez une patiente de 84 ans présentant comme porte d’entrée une pyélonéphrite.

La souche KPLO0.2 a été utilisée pour la suite de ce travail de these.

La caractérisation de ces souches d’EPC a fait 'objet d’une publication dans
Microbiology Resource Announcements (213) dans un objectif de transparence et de

reproductibilité.

Article 1 : (Annexe 3)
Le Guern R, Grandjean T, Faure K, Bauduin M, Kipnis E, Dessein R. 2018. Draft Genome
Sequences of Two Carbapenemase-Producing Klebsiella pneumoniae Strains

Isolated from Blood Cultures. Microbiol Resour Announc 7.
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Le génome des deux souches a également été déposé dans DDBJ/ENA/GenBank sous
le numéro d’acces QHMA00000000 (KPLO.1) et PYBH00000000 (KPLO.2). Le numéro
d’acces SRA est SRP155589.

4.1.1. Souche KPLO.1

Le génome de KPLO.1 est composé de 5 825 823 paires de bases, avec un pourcentage
en bases G et C de 56.70 % en moyenne. Au total 5 628 genes codant pour des protéines
ont été annotés. KPLO.1 appartient au Sequence Type 307 (ST-307) et posséde le locus de
capsule de type KL102 (214). ST-307 est décrit comme étant hautement prévalent en
Italie (215).

Les genes de résistance suivants ont été prédits en utilisant ResFinder v3.0
(216) (Tableau 4) :

- cinq génes de résistance aux [-lactamines (blaoxa-4s, blasuv-2s, blatem-18, blacrx-m-1s,
blaoxa-1)

- quatre genes de résistance aux aminoglycosides [aac(3)-1la, aph(3 »)-Ib, aph(6)-1d,
aac(6=)- Ib-cr]

- cinq genes de résistance aux fluoroquinolones [gnrS1, qnrB1, aac(6’)-1b-cr, 0gxA,
0qxB]

- et d’autres genes de résistances divers (fosfomycine, fosA ; phénicolés, catB4 ;

sulfonamide, sulZ ; trimethoprime, dfrA14 ; tétracycline, tetA).

Les genes de virulence suivants ont été prédits en utilisant Kleborate, un outil bio-
informatique permettant de détecter dans les génomes du genre Klebsiella les génes de
virulence de type yersiniabactine et colibactine (ICEKp) (217), aérobactine et
salmocheline (218), ainsi que les genes associés au caractere hypermucoide (rmpA et

rmpA2).

Un score de virulence 0 a 5 est attribué a chaque isolat par I'outil Kleborate en fonction
de la présence des caracteres de virulence suivants :
- 0 = absence de locus de virulence détecté

- 1 = seulement yersiniabactine
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- 2 = yersiniabactine et colibactine, ou seulement colibactine

- 3 = aérobactine et/ou salmocheline seulement (absence de yersiniabactine ou de
colibactine)

- 4 = aérobactine et/ou salmocheline avec yersiniabactine (sans colibactine)

- 5 = yersiniabactine, colibactine et aérobactine et/ou salmocheline.

La souche KPLO.1 obtenait un score de virulence de 0/5 d’apres Kleborate. En effet,
aucun des geénes de virulence n’était détecté. Les génes associés au caractere

hypermucoide étaient également absents.

Kleborate confirmait également les résultats de résistance retrouvés avec ResFinder v3.0,
et permettait en plus la détection de mutations associées a la résistance aux
fluoroquinolones (GyrA-83I; ParC-80I). Ces mutations n’étaient pas détectées par
ResFinder, qui n’était pas en mesure de détecter les résistances causées par des

mutations chez Klebsiella dans sa version 3.0.

92



Tableau 4. Principaux genes de résistances identifiés chez KPL0.1 en utilisant
ResFinder v3.0 (216).

KPLO.1

B-lactamines

Geéne de résistance  Identité (%) KPLO.1/Réf  Phénotype de résistance N° d’accession

blasnv-28 99,88 861/861 B-lactamines AF299299
blaoxa-as 100 798/798 B-lactamines AY236073
blatem-1B 100 861/861 B-lactamines AY458016
blacrx-m-15 100 876/876 B-lactamines AY044436
blaoxa-1 100 831/831 B-lactamines HQ170510
Aminoglycosides
aac(3)-1Ila 100 861/861 Aminoglycosides CP023555
aph(3')-Ib 99,88 804/804 Aminoglycosides AF321551
aph(6)-1d 100 837/837 Aminoglycosides M28829
Fluoroquinolones
aac(6')-Ib-cr 100 600/600 DQ303918
Aminoglycosides
Fluoroquinolones
qnrS1 100 657/657 Quinolones AB187515
ogqxB 98,57 3153/3153 Quinolones EU370913
0gxA 98,89 1176/1176 Quinolones EU370913
Fluoroquinolones
aac(6')-Ib-cr 100 600/600 DQ303918
aminoglycosides
qnrB1 100 645/645 Quinolones DQ351241
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4.1.2. Souche KPLO0.2

Le génome de KPL0.2 est composé de 5 741 089 paires de bases, avec un pourcentage
en bases G et C de 56,94 % en moyenne. Au total de 5 570 628 génes codant pour des
protéines ont été annotés. KPL0.2 appartient au Sequence Type 147 (ST-147) et possede
le locus de capsule de type KL64 (214). Les génes de résistance suivants ont été prédits
en utilisant ResFinder v3.0 (216) (Tableau 5) :

- cinq genes de résistance aux -lactamines (blanpwm-1, blasnv-11, blatem-18, blacrx-m-1s,
blaoxa-1)

- quatre genes de résistance aux aminoglycosides [aac(3)-Ila, strA, aph(6)-1d, aac(6’)-
Ib-cr]

- quatre genes de résistance aux fluoroquinolones [gnrB1, aac(6=)-1b-cr, ogxA, 0qxB]

- et d’autres genes de résistances divers (fosfomycine, fosA ; phénicolés, catB4 ;

sulfonamide, sull ; trimethoprime, dfrA1 ; tétracycline, tetA).

ST-147 a été identifié comme I'un des 3 ST principaux chez K. pneumoniae productrices
de carbapénémase dans une étude mondiale ; ST-147 est habituellement retrouvé en
Inde, en Italie et en Grece (219). ST-147 fait partie des ST a haut risque de dissémination
mondiale (220).

Les genes de résistance aux antibiotiques ont été déterminés a I'aide de ResFinder v3.0

(216).

KPL0.2 obtenait un score de virulence de 1/5 d’apres Kleborate. En effet, seule la
présence de yersiniabactine (ybt 16; ICEKp1Z2) était détectée. Les génes associés au

caractére hypermucoide étaient absents.

Kleborate confirmait également les résultats de résistance retrouvés avec ResFinder v3.0,
et permettait en plus la détection de mutations associées a la résistance aux

fluoroquinolones (GyrA-83I ; ParC-80I).
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Tableau 5. Principaux genes de résistances identifiés chez KPL0.2 en utilisant
ResFinder v3.0 (216).

KPLO.2
B-lactamines

Geéne de résistance Identité (%) KPL0.1/Réf Phénotype de résistance  N° d’accession

blarem-18 100 861/861 B-lactamines AY458016
blacrx-m-15 100 876/876 B-lactamines AY044436
blanpm-1 100 813/813 B-lactamines FN396876
blaoxa-1 100 831/831 B-lactamines HQ170510
blasnv-67 99,77 861/861 B-lactamines DQ174307
Aminoglycosides
aph(3")-Ib 99.88 804/804 Aminoglycosides AF321550
Fluoroquinolones
aac(6')-Ib-cr 100 600/600 DQ303918
Aminoglycosides
aac(3)-Ila 100 861/861 Aminoglycosides CP023555
aph(6)-1d 100 837/837 Aminoglycosides M28829
Fluoroquinolones
qnrB1 100 645/645 Quinolones DQ351241
Fluoroquinolones
aac(6')-Ib-cr 100 600/600 DQ303918
Aminoglycosides
0gxB 98,54 3153/3153 Quinolones EU370913
0gxA 99,49 1176/1176 Quinolones EU370913
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Globalement ces deux souches étaient peu virulentes d’apres I’analyse in silico, et donc
bien adaptées a l'utilisation dans un modéle murin de colonisation digestive. Seule la
souche KPL0.2 possédait un géne de virulence porté sur ICEKp. ICEKp est un élément
mobile qui contient le locus ybt et code pour le sidérophore yersiniabactine. Les
sidérophores représentent un facteur de virulence important, car ils améliorent la survie

et la réplication de la bactérie chez I'hote (221).

Pour incorporer du fer, quasiment tous les isolats de Klebsiella pneumoniae produisent
le sidérophore entérobactine. Cependant, I'entérobactine est inhibée par la lipocaline-2
(Lcn2), présente chez 'homme et également chez la souris. Dans un modele murin de
pneumopathie a K. pneumoniae, les souris Lcn2*/* (phénotype sauvage) présentaient un
foyer de pneumopathie circonscrit, alors que chez les souris Lcn27- de nombreuses
bactéries étaient retrouvées dans I'espace périvasculaire (222). La yersiniabactine ne se
lie pas avec Lcn2, ce qui permet d’améliorer la réplication bactérienne en présence de
Len2. Ainsi, la yersiniabactine est un facteur de virulence reconnu pour l'infection
pulmonaire a K. pneumoniae (223). Cependant cet effet est modéré et n’améliore pas la

croissance dans le sérum humain ou dans 'urine (224).

La présence de yersiniabactine est tres fréquemment retrouvée dans les isolats
cliniques : sur 2498 génomes de souches cliniques de K. pneumoniae, le géne ybt était
retrouvé dans 39,5 % des cas (217). La présence de yersiniabactine est retrouvée a la fois
chez des souches isolées d’infection ou de colonisation, contrairement aux autres facteurs
virulence de type aérobactine, colibactine, et salmochéline qui étaient retrouvés

exclusivement chez des souches isolées d’'infection (225).

L’étude EuSCAPE incluant 1722 de K. pneumoniae isolées en Europe entre novembre
2013 et mai 2014, qui a été récemment publiée en juillet 2019, ne mentionne pas les
caractéres de virulence des souches de K. pneumoniae dans le manuscrit (162).
Cependant, les auteurs ont mis a disposition sur Microreact (226) les données de 1717

souches (https://microreact.org/project/EuSCAPE Kp), parmi lesquelles figurent

notamment le caractere infectant ou colonisant de la souche, ainsi que la présence de
yersiniabactine. Cette base de données publique nous a permis d’observer que la

présence de yersiniabactine n’était pas associée au caractere infectant des souches
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isolées (présence chez 43,8 % des souches infectantes contre 46,4 % des souches
colonisantes, p = 0,55) a I'aide d’un test du x?. Il faut tout de méme noter que dans cette
étude 87 % du sous-ensemble des souches dont le statut infectant ou colonisant était

connu (1319/1513) étaient responsables d’infection.

Cette premiere étape de caractérisation des souches est indispensable pour la suite du
travail, étant donné qu'’il nous paraissait plus judicieux de travailler avec des souches
cliniques qu’avec des souches de référence de type American Type Culture Collection
(ATCC). Les souches de référence présentent le désavantage de ne pas forcément étre le
reflet de I'épidémiologie hospitaliere, sont plus coliteuses (451 € sur ATCC), et ne sont

pas caractérisées au niveau des facteurs de virulence.

Pour la mise au point du modele de colonisation a EPC, nous avons sélectionné la
souche KPLO0.2, productrice de carbapénémase de type NDM-1 et possédant uniquement
la yersiniabactine (score de virulence 1/5). La présence de yersiniabactine semblait
intéressante du fait de son caractere extrémement fréquent (39,5 % des souches
cliniques de K. pneumoniae) et de l'avantage théorique qu’elle pourrait procurer au
niveau de la réplication bactérienne pour obtenir un modele de colonisation stable dans

le temps.
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4.2. Modele murin de colonisation a EPC

Une antibiothérapie récente est un facteur de risque majeur de colonisation par EPC
chez les patients ayant été potentiellement exposés a une EPC au cours de
I'’hospitalisation. Cependant, la définition d’'une antibiothérapie récente peut varier de 1
jour a 6 mois selon les études. De plus, une antibiothérapie débutée apres I’exposition a
une EPC pourrait également étre un facteur de risque, mais ce point est peu étudié dans
la littérature. Nous avons souhaité évaluer la durée de la fenétre de susceptibilité a la
colonisation par EPC encadrant I'administration de clindamycine, un antibiotique

possédant une forte activité anti-anaérobie.

Pour mettre au point un modele murin de colonisation par EPC, nous avons d’abord
étudié la résistance a la colonisation apportée par le microbiote digestif. En I'absence
d’antibiothérapie concomitante, il n’était pas possible d’obtenir une colonisation
digestive durable a EPC. Par contre, une fenétre de susceptibilité a la colonisation de 7
jours encadrant la prise de clindamycine a été mise en évidence. Cette fenétre de
susceptibilité était retrouvée non seulement lorsque I'exposition a 'EPC avait lieu dans
les 7 jours précédant I'administration de clindamycine, mais également dans les 7 jours

suivants.

La mise au point du modele de colonisation a EPC et I'étude de la résistance a la
colonisation apportée par le microbiote digestif ont fait I'objet d’'une publication dans
Antimicrobial Agents Chemotherapy (227). Cette publication concerne les chapitres 4.2.1
a4.2.4 uniquement. La vérification de I'absence d’effet délétere de la colonisation par EPC
dans le chapitre 4.2.5 n’a pas fait 'objet d’'une publication, mais est nécessaire pour la

compréhension de la suite du travail.

Article 2 : (Annexe 4)

Le Guern R, Grandjean T, Bauduin M, Figeac M, Millot G, Loquet A, Faure K, Kipnis E,
Dessein R. 2019. Impact of the Timing of Antibiotic Administration on Digestive
Colonization with Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae in a Murine

Model. Antimicrob Agents Chemother 63.
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4.2.1. Résistance a la colonisation par EPC liée au

microbiote digestif

Le role du microbiote digestif dans la résistance a la colonisation par EPC a été

évalué. Quatre conditions étaient étudiées :

- Groupe contrdle : recevait une injection de PBS stérile a ]J0, et avait acces a

de I'eau de boisson standard.

- Groupe clindamycine : recevait une injection de clindamycine a J0, et avait

acces a de I'eau de boisson standard.

- Groupe EPC : recevait une injection de PBS stérile a ]0, et était exposé a de
I'EPC (souche KPL0.2) dans I'eau de boisson pendant 24 heures puis a de

I'eau standard.

- Groupe EPC + Clindamycine : recevait une injection de clindamycine a J0, et
était exposé a de I'EPC (souche KPLO0.2) dans I'’eau de boisson pendant 24

heures puis a de I'’eau standard.

Dans ce modele murin, pour obtenir une colonisation a EPC durable (supérieure a
une semaine), il était nécessaire d’injecter de la clindamycine de maniere concomitante a
I'exposition a I'EPC (Figure 36). En effet, chez les souris exposées uniquement a la souche
KPLO0.2 dans I’eau de boisson pendant 24 heures a J0 sans injection d’antibiotique, a partir
de J4 la concentration en EPC dans les selles était inférieure a la limite de détection,

préalablement estimée a 200 UFC/g de selle.

Lorsqu’'une injection de clindamycine était réalisée a J0 en méme temps que
I'exposition a 'EPC (groupe « EPC + Clinda »), on obtenait une colonisation digestive qui
se stabilisait entre 8,3 et 8,7 log d’EPC / g de selles au cours de la deuxieme semaine (J8 a

J14).

En I'absence d’exposition a 'EPC il n’y avait pas d’EPC détectée dans les selles y
compris chez les souris ayant recu de la clindamycine. Ces deux groupes (groupe
« Contrdle » et groupe « Clindamycine ») valident les conditions d’hébergement dans des

cages séparées, et 'absence de transmission croisée entre les cages.
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Ces résultats montrent que le microbiote digestif normal s’oppose a une
colonisation durable a EPC dans un modéle murin. C’est le concept de résistance a la
colonisation, décrit a de multiples reprises dans la littérature que nous allons discuter

dans la suite du document.

Concentration en EPC dans les selles
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Figure 36. Concentration en EPC dans les selles en fonction du temps.
n=>5 souris par groupe. Les groupes « EPC seul » et « EPC + Clinda » ont été exposés a la
souche KPL0.2 (K. pneumoniae NDM-1) dans I'’eau de boisson pendant 24 heures a ]J0. Les
groupes « Clinda » et « EPC + Clinda » ont regu une injection de clindamycine a JO (10
mg/kg en intrapéritonéal). La limite de détection a été estimée a 200 UFC/g de selles
(ligne horizontale).
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4.2.2. Localisation de la colonisation a EPC le long du tube

digestif

La colonisation a EPC est le plus souvent étudiée au niveau des selles, car il s’agit
d’un préléevement non invasif. La localisation de la colonisation a EPC le long du tube
digestif est peu étudiée. Pourtant, pour explorer 'axe intestin-poumon, il est important
d’évaluer la charge bactérienne en EPC non seulement au niveau des féces, mais aussi au
niveau de l'iléon, du caecum et du colon. En effet, les effets potentiels sur les cellules

immunitaires différent selon le compartiment étudié.

Seul le groupe EPC + Clindamycine a été étudié, car c’était le seul a étre colonisé a
J14. Les contenus de I'iléon, du caecum, du célon ainsi que les feces ont été prélevés a J14

apreés sacrifice pour documenter la concentration en EPC le long du tube digestif.

Une concentration plus élevée d’EPC était retrouvée au niveau du ceecum (8,2 log
EPC/g contenu * 0,5), du cblon (8,0 log + 0,4) et des feces (8,1 log + 0.2), par rapport a
I'iléon (5,0 log + 0,8, p < 0,01) (Figure 37).

Cesrésultats montrent que la concentration en EPC dans les selles est un bon reflet
de la concentration présente au niveau du c6lon et au niveau du ceecum. On retrouvait
également la présence d’EPC au niveau iléal, méme si la charge bactérienne était moins
élevée (3 log d’'UFC de moins que dans le caecum, I'iléon, et le célon). En effet, I'iléon est
connu pour étre moins favorable a la croissance bactérienne, étant le siege d'une
libération abondante de composés antibactériens comme les sels biliaires, et des peptides
antimicrobiens synthétisés par les cellules de Paneth (228). Comme la charge bactérienne
totale est moins élevée dans I'iléon que dans les autres compartiments, ces résultats sont
compatibles avec une colonisation par EPC tout le long du tube digestif. La présence d’'EPC
au niveau iléal est un résultat intéressant, car la muqueuse iléale contient de nombreuses

cellules immunitaires.
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Concentration en EPC le long du tube digestif
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Figure 37. Concentration en EPC le long du tube digestif pour le groupe EPC +
Clindamycine. n=5 souris par groupe, toutes exposées a la souche KPL0.2 (K
pneumoniae NDM-1) dans I’eau de boisson pendant 24 heures a J0, ainsi qu’a une injection
de clindamycine a JO (10 mg/kg en intrapéritonéal) a 0. Les prélevements des différents
compartiments ont été effectués a J15.
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4.2.3. Altération du microbiote digestif associée a

I'antibiothérapie et a la colonisation par EPC

Les modifications du microbiote associées a I'administration de clindamycine et/ou a
I'exposition a I'EPC ont été analysées par métagénomique ciblée sur 'ADNr 16S. Des

échantillons de muqueuse de l'iléon terminal ont été prélevés a J14 dans les 4 groupes

cités précédemment (n=2 souris par groupe).

Ces résultats sont représentés sous forme d’abondance relative des différents ordres

bactériens détectés : résultats bruts (Figure 38), ou séparés par Phyla (Bacteroidetes,

Firmicutes, Proteobacteria) (Figure 39).
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Figure 38. Abondance relative des différents phyla bactériens au niveau
d’échantillons d’iléon terminal prélevés a J14. n=2 souris par groupe. Les groupes
« EPC seul » (CPE) et « EPC + Clinda » (CPE + Clinda) ont été exposés a la souche KPL0.2
(K. pneumoniae NDM-1) dans 'eau de boisson pendant 24 heures a ]J0. Les groupes
« Clinda » et « EPC + Clinda » (CPE + Clinda) ont recgu une injection de clindamycine a JO

(10 mg/kg en intrapéritonéal).
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Figure 39. Abondance relative des différents phyla bactériens au niveau
d’échantillons d’iléon terminal prélevés a J14, séparés selon les 3 phyla principaux
(Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria). n=2 souris par groupe.

L’exposition a 'EPC dans I'’eau de boisson pendant 24 heures, sans injection associée
de clindamycine, n’altérait pas le microbiote digestif 14 jours apres 'arrét de I’exposition
par rapport aux souris contréles. Dans ces deux groupes « Controle » et « EPC », on

retrouvait au niveau iléal plus de 90 % des séquences d’ADNr 16S classées en tant que

Firmicutes (Clostridiales ou Lactobacilliales).

L’administration de clindamycine, sans exposition a I'EPC, provoquait une
augmentation des Bacteroidetes (45 %) et des Proteobacteria, appartenant

majoritairement a 'ordre Enterobacteriales (26 %).

L’administration de clindamycine associée a une exposition a 'EPC pendant 24 heures

provoquait une expansion majeure des Proteobacteria (84 %), appartenant
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majoritairement a l'ordre Enterobacteriales (76 %). Les entérobactéries étant
naturellement résistantes a la clindamycine, l'injection de clindamycine permettait leur

expansion.

Ces reésultats suggerent un role des bactéries anaérobies appartenant a l'ordre
Clostridiales dans la résistance a la colonisation par EPC. Cependant, ces résultats
uniquement descriptifs ne concernaient que la muqueuse iléale, avec un faible nombre
de souris par groupe ne permettant pas d’analyse statistique. Il serait nécessaire
d’évaluer également les microbiotes iléal et colique de facon dynamique sur un plus grand

nombre d’'individus pour pouvoir conclure.
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4.2.4. Existence d'une fenétre de susceptibilité a la
colonisation par EPC encadrant 'administration de
clindamycine

L’objectif principal était de rechercher l'existence d'une fenétre de susceptibilité

encadrant I'administration de clindamycine, et d’évaluer sa durée.

Sept groupes de 3 souris (n=21) ont été étudiés. Tous les individus ont été exposés a
I'EPC dans I’eau de boisson a J0, mais 'administration de clindamycine a été réalisée a des
temps différents par rapport a I'exposition a 'EPC selon les groupes : ]J-21, ]J-14, ]J-7, JO,
J+7,]+14,]21 (Figure 40).
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Figure 40. Concentration en EPC dans les selles de souris en fonction du temps
et du délai entre I'exposition a I'EPC et l'injection de clindamycine. n=3/groupe.
Toutes les souris ont été exposées a I'EPC dans I'’eau de boisson a J0, mais elles ont recu
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une injection de clindamycine a des temps différents par rapport a I'exposition a 'EPC :
J-21,]-14,]-7,]0, J+7, J+14, ] 21.

L’administration de clindamycine dans la semaine avant ou apres l'exposition a I'EPC
était nécessaire pour obtenir une colonisation digestive. Cette colonisation digestive
persistait alors plus de 3 mois. En effet, lorsque I'injection de clindamycine avait lieu trop
longtemps avant l'exposition a 'EPC (J-21 ou J-14), ou trop longtemps apres (J+14 ou
J+21), on n’observait pas de colonisation digestive durable. Ces résultats suggerent une
absence de persistance d’EPC en dessous de la limite de détection (< 200 UFC/g de selle)
14 jours apres l'exposition, car elle aurait été démasquée par l'administration de

clindamycine, un antibiotique provoquant une expansion majeure des Enterobacteriales.

La résistance a la colonisation induite par le microbiote digestif est un concept ancien,
dont I'un des pionniers a été van der Waaij. En 1971, il formulait déja I'hypothése selon
laquelle la résistance a la colonisation était apportée par des especes anaérobies du tube
digestif, appartenant selon lui principalement au genre Clostridium (229). D’apres lui, les
bactéries du genre Bacteroides ou Lactobacillus présentes dans le microbiote digestif des
souris ne permettaient pas de résister a la colonisation par des entérobactéries telles que
Escherichia coli ou K. pneumoniae. Cependant, ses conclusions sont aujourd’hui a
réévaluer du fait des techniques de I'époque reposant uniquement sur la culture, des
difficultés d’identification bactérienne et par la taxonomie des anaérobies ayant été
largement modifiée depuis. Une étude plus récente utilisant également des techniques de
culture conventionnelles montrait que l'administration d’antibiotiques permettait
d’obtenir une colonisation par E. coli producteur de (3-lactamase a spectre étendu, que ces
antibiotiques présentent un effet sur les Bacteroides (clindamycine), ou non (céfuroxime,

dicloxacilline) (169).

Ces résultats sont cohérents avec les études cliniques s’intéressant au risque
d’acquisition de bactéries multirésistantes pendant un voyage a I'étranger. Alors que le
taux de colonisation par des Enterobacteriaceae multirésistantes était de 51 % au retour
de voyage, seulement 5 % des individus restaient colonisés 3 mois apres (230). Dans cette
population de voyageurs sains, 10 % ont été exposés a des antibiotiques pendant leur
voyage. La plupart de ces études sur des voyageurs s’intéressent a l’acquisition

d’entérobactéries productrices de 3-lactamase a spectre étendu, et a I'heure actuelle on
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retrouve peu d’études sur I'acquisition d’entérobactéries productrices de carbapénémase
telles que NDM-1. Au total, l'utilisation d’antibiotiques pendant le voyage est un facteur
de risque majeur d’acquisition de bactéries multirésistantes (231). Le microbiote digestif

normal semble protéger les voyageurs exposés a des bactéries multirésistantes (232).

Dans un contexte de mésusage d’antibiotiques pouvant atteindre 50 % des
prescriptions hospitalieres, éviter la diffusion épidémique des EPC requiert des
politiques de bon usage des antibiotiques, en plus des mesures d’hygiene. Notre modéle
suggere que la simple notion binaire d’exposition a des antibiotiques (oui ou non) n’est
pas le parametre le plus informatif permettant d’expliquer la survenue de colonisation
apres exposition a une EPC. Le délai entre I'administration d’antibiotique relatif a
I'exposition a 'EPC pourrait étre le facteur principal expliquant la survenue d’une
colonisation. Il s’agit d’'un parameétre qui pourrait étre pris en compte dans les stratégies
d’hygiene et de bon usage des antibiotiques. En effet, nos résultats sont compatibles avec
I'existence d’'une fenétre de susceptibilit¢ a la colonisation encadrant la prise
d’antibiotique. Cette fenétre de susceptibilité était évaluée a 7 jours dans notre modele
murin, mais elle dépend probablement de la nature du ou des antibiotiques regus, et de

leur activité anti-anaérobie.

La transposition de résultats d'un modéle murin a des patients est toujours délicate.
Néanmoins, il parait important de limiter au maximum la prescription d’antibiotiques
possédant une forte activité anti-anaérobie lorsqu’elle n’est pas nécessaire. Une des
pistes de travail potentielles pourrait étre les patients allergiques a la pénicilline. En effet,
en cas de prophylaxie chirurgicale, la clindamycine est fréquemment utilisée a la place de
la céfazoline d’apres les recommandations de la Société Francaise d’Anesthésie
Réanimation. Certes il ne s’agit que d’'une prophylaxie (une dose unique de 900 mg de
clindamycine), mais ce schéma est identique a celui utilisé dans notre modele murin (une
administration de 10 mg/kg de clindamycine). La notion d’allergie a la pénicilline est
fréquente, 10 % des adultes rapportant une allergie a la pénicilline. Cependant en
pratique, 90 % des adultes se déclarant allergiques a la pénicilline ne le sont pas
réellement et pourraient recevoir une (3-lactamine telle que la céfazoline, qui présente
trés peu d’allergies croisées. La céfazoline altére peu le microbiote digestif (233),

contrairement a la clindamycine. Un exemple d’intervention que nous avons menée pour
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optimiser la prescription d’antibiotiques chez les patients se disant allergiques a la

pénicilline (234) est détaillé dans la discussion.

Chez les patients qui ont potentiellement été exposés a une EPC pendant leur
hospitalisation et qui sont étiquetés « contact EPC », il conviendrait également de limiter
au maximum toute prescription d’antibiotique superflue. En effet, dans notre modele
murin non seulement I'antibiothérapie dans la semaine précédente était associée a une
colonisation par EPC a long terme ; mais le méme phénomeéne était observé lorsque
I'antibiotique était administré dans les 7 jours suivants. Grace a la résilience apportée par
le microbiote digestif, un patient qui aurait été exposé a une EPC lors des soins aurait une

probabilité plus élevée de résister a la colonisation en I'absence d’antibiothérapie.
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4.2.5. Vérification de l'absence d’effet délétere d’une

colonisation par EPC

Dans le cadre de la mise au point d’'un modeéle de colonisation a EPC, le caractere
colonisant (et non infectant) de la souche d’EPC implantée a été vérifié. Ces controles sont
primordiaux pour la compréhension de la suite du travail réalisé. Pour cela, I'absence de
colite a été vérifiée (suivi du poids, analyse de la perméabilité intestinale) puis une
translocation digestive au niveau de la rate a été recherchée. Pour maintenir des niveaux
d’EPC élevés dans les selles, deux injections de clindamycine a JO et J7 seront utilisées a

partir de maintenant, au lieu d’'une seule injection a JO0.
Courbes de poids

On observe une légere inflexion de la prise de poids chez les souris ayant recu de la

clindamycine (qu’elles aient ou non été colonisées a EPC) (Figure 41).

Controle | | EFC | | Clinda | ‘ EFC + Clinda |

108

Groupe
3? === Controle
3 EPC
& — Clinda
== EPC + Clinda

i
-
]
4
-
]

10

o

10

o

Jour

Figure 41. Courbes de poids en fonction du temps. n=5 souris par groupe. Les
groupes « EPC» et « EPC+Clindamycine » ont été exposés a la souche KPL0.2 (K
pneumoniae NDM-1) dans I’eau de boisson pendant 24 heures a J0. Les groupes « Clinda »
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et « EPC+Clindamycine » ont recu une injection de clindamycine a J0 eta]7 (10 mg/kg en

intrapéritonéal).
Permeéabilité intestinale

Pour rechercher des modifications de la perméabilité intestinale, les souris

« controle », « EPC + Clindamycine » et un témoin positif de colite au Dextran Sulfate

Sodium (DSS) ont été comparés.

Apres exposition a du DSS a 3 % dans I’eau de boisson pendant les 7 premiers jours,
on observait une perte de poids tres importante (Figure 42). Un des individus du groupe

DSS est décédé de colite a J14.
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Figure 42. Courbe de poids en fonction du temps. n=5 souris par groupe. Le groupe
« EPC + Clindamycine » a été exposé a de 'EPC dans 'eau de boisson pendant les 24
premieres heures, et a regcu une injection de clindamycine a JO et a J7. Le groupe DSS a été
exposé a du DSS a 3 % dans I'’eau de boisson pendant les 7 premiers jours.
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La perméabilité intestinale était évaluée en mesurant les taux sériques en FITC-

Dextran a I'aide d’un spectrophotomeétre, 4 heures aprés un gavage orogastrique de 600

mg/kg de FITC-dextran.

La perméabilité intestinale était similaire dans les groupes « contréle » et « EPC +
Clindamycine », apres gavage orogastrique de FITC. Seul le groupe « DSS » présentait une

perméabilité intestinale augmentée (Figure 43).
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Figure 43. Perméabilité intestinale. n=5 souris par groupe. 1 souris du groupe DSS

est décédée de colite a J14.
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Score de gravité clinique et perméabilité pulmonaire

Finalement, I'absence de translocation digestive d’EPC a été recherchée au niveau de
la rate. Cette expérimentation était également l'occasion de déterminer les valeurs de
score de gravité clinique, de cellularité dans le LBA, de perméabilité pulmonaire et de
concentration bactérienne dans le poumon retrouvée a I'état de base chez des souris non
infectées. Les figures suivantes sont réalisées en I'absence d’infection pulmonaire par P.
aeruginosa. Seul 'effet de I'exposition a la souche d’EPC et/ou a la clindamycine est

considéré.

Comme attendu, on n’observait pas de perte de poids entre le jour de sacrifice et la
veille, le score de gravité clinique était noté a 0 pour tous les individus, et la perméabilité
alvéolo-capillaire était basse (inférieure a 2 % chez tous les individus). On retrouvait une
diminution significative de la perméabilité alvéolo-capillaire dans le groupe clindamycine
par rapport au groupe controle, néanmoins cela pourrait étre lié au nombre de tests

statistiques réalisés (inflation du risque alpha).

On ne retrouvait pas d’EPC dans le poumon et dans la rate. Quelques colonies
d’Enterococcus étaient parfois retrouvées dans la rate, mais inférieures a 1 log d’'UFC. Cela
pourrait correspondre soit a une translocation digestive lors du déces par injection de
pentobarbital, soit a une faute d’asepsie d’'un opérateur au moment du prélévement. Le
ceecum étant distendu chez les souris ayant recu de la clindamycine (indépendamment

de 'exposition a I'EPC), il est plus facile de le 1éser lors de I'autopsie.
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Figure 44. Réponse des souris 18 heures apres instillation intranasale de 50 pL
de PBS stérile. n=5 souris par groupe. A : perte de poids entre J14 et J15 d’apres la
formule (Poids]14 - PoidsJ15) / PoidsJ14 x 100. B : Score de gravité clinique (aspect
fourrure, mobilité, température). C : Cellularité du liquide broncho-alvéolaire (LBA). D =
Lésion pulmonaire déterminée par le rapport (Fluorescence du LBA) / (Fluorescence du
sérum) x 100, de 'albumine-FITC ayant été injectée par voie intrapéritonéale 2 heures

avant sacrifice.
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Figure 45. Résultats microbiologiques 18 heures apres instillation intranasale
de 50 puL de PBS stérile. n=5 souris par groupe. A : Concentration bactérienne en P.
aeruginosa dans le poumon gauche. B : Concentration bactérienne (toutes bactéries

confondues) dans la rate. C : Concentration bactérienne en EPC dans la rate.
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4.3. Impact de la colonisation a EPC sur la

pneumopathie a P. aeruginosa

4.3.1. Impact de la colonisation a EPC sur la sévérité de la

pneumopathie

Le role du microbiote digestif a été mis en évidence dans la réponse de I'hote a une
pneumopathie. Ce concept est décrit dans la littérature selon le terme « axe intestin-
poumon ». La plupart des modeles publiés utilisent une antibiothérapie a tres large
spectre pour altérer le microbiote. Cependant en pratique, I'altération du microbiote
engendrée par une antibiothérapie peut s’accompagner d’'une colonisation par des
bactéries multirésistantes aux antibiotiques. Nous avons souhaité évaluer les roles
respectifs d’'une antibiothérapie par clindamycine et/ou d’'une exposition a une souche
de K. pneumoniae productrice de carbapénémase NDM dans la réponse de I'hote a une

pneumopathie a P. aeruginosa.

Quatre conditions étaient évaluées :

- Groupe contréle : recevait une injection de PBS stérile a JO et a ]7, et avait

acces a de 'eau de boisson standard.

- Groupe clindamycine : recevait une injection de clindamycine a JO et a ]7,

et avait acces a de I'’eau de boisson standard.

- Groupe EPC : recevait une injection de PBS stérile aJO eta]7, et était exposé
a de 'EPC (souche KPL0.2) dans I'eau de boisson pendant 24 heures puis a

de I'eau standard.

- Groupe EPC + Clindamycine : recevait une injection de clindamycine a JO et
a J7, et était exposé a de I'EPC (souche KPL0.2) dans I'’eau de boisson

pendant 24 heures puis a de 'eau standard.

Dans ce modele, I'injection de clindamycine était répétée a JO et a J7 de maniere a

obtenir une concentration élevée en EPC au cours du temps (Figure 46). On observait
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dans cette expérimentation un individu du groupe « EPC + Clindamycine » qui
commengait a diminuer fortement sa charge bactérienne en EPC dans les selles a |5, J6, et
J7. Une seconde administration de clindamycine permettait d’obtenir un modele plus

reproductible.
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Figure 46. Concentration en EPC dans les selles en fonction du temps. n=10 souris
par groupe. Les souris des groupes « Clinda » et « EPC+Clinda » ont regu une injection de
clindamycine (10 mg/kg) a JO et J7 (« C » indiqué sur le schéma). Les souris des groupes
« EPC » et « EPC+Clinda » ont été exposées a de 'EPC dans I'’eau de boisson pendant 24
heures a ]O0.

Apres infection par la souche de P. aeruginosa PAO1 a ]J14, on observait une
pneumopathie plus sévere chez les souris colonisées par EPC. Le score de gravité clinique
ainsi que la lésion alvéolo-capillaire étaient significativement plus élevés dans ce groupe
(Figure 47). Pour les souris uniquement exposées soit a 'EPC, soit a la clindamycine
(absence de colonisation), il n’y avait par contre pas de différence de sévérité par rapport

au groupe controle.
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Figure 47. Réponse des souris 18 heures apres instillation intranasale de P.
aeruginosa (souche PAO1). n=10 souris par groupe. A : perte de poids entre J14 et J15
d’apres la formule (PoidsJ14 - Poids]15) / Poids]J14 x 100. B : Score de gravité clinique
(aspect fourrure, mobilité, température). C : Cellularité du liquide broncho-alvéolaire
(LBA). D = Lésion pulmonaire déterminée par le rapport (Fluorescence du LBA) /
(Fluorescence du sérum) x 100, de l'albumine-FITC ayant été injectée par voie
intrapéritonéale 2 heures avant sacrifice.
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Au niveau microbiologique, la charge bactérienne en P. aeruginosa pulmonaire était
similaire entre les groupes. Il existait par contre une dissémination bactérienne plus

importante au niveau de la rate pour le groupe « EPC + Clindamycine » (Figure 48).
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Figure 48. Données microbiologiques 18 heures apres instillation intranasale de
P. aeruginosa (souche PAO1).n=10 souris par groupe. A : Concentration bactérienne en
P. aeruginosa dans le poumon gauche. B : Concentration en P. aeruginosa dans la rate.

Au total, une pneumopathie a P. aeruginosa plus sévére était observée uniquement
dans le groupe étant « EPC + Clindamycine », le seul a étre durablement colonisé par EPC.

Dans ce modele, I'exposition a 'EPC seule, ou 'administration de clindamycine seule, ne

modifiait pas le pronostic.
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4.3.2. Effet de la transplantation de microbiote fécal

La transplantation de microbiote fécal (FMT) est décrite pour avoir un effet bénéfique
sur |'axe intestin-poumon, en restaurant au moins partiellement le microbiote digestif. La
capacité de la FMT a décoloniser des souris porteuses de bactéries hautement résistantes

émergentes est controversée.

Nous avons souhaité évaluer l'effet de la transplantation de microbiote fécal (groupe
« FMT ») dans notre modele. Le groupe « FMT » a été exposé a I'EPC dans I'’eau de boisson
pendant les 24 premiéres heures, et a recu deux injections de clindamycine aJ0 et ]7, tout
comme le groupe « EPC + Clindamycine ». Par contre, une transplantation de microbiote
fécal a été réalisée a partir de selles de souris contréles a J11 et J13 (respectivement J-3

et J-1 avant infection par la souche de P. aeruginosa PAO1).

On observe une restauration du pronostic chez les souris ayant bénéficié d'une
transplantation de microbiote fécal. Le score clinique ainsi que la perméabilité alvéolo-
capillaire sont similaires dans le groupe FMT par rapport au le groupe controle. En
revanche, nous confirmons le role délétere de la colonisation digestive par EPC sur la
pneumopathie a P. aeruginosa sur deux expérimentations différentes pour un effectif de

15 souris par groupe (Figure 49).

Cette fois-ci, la cellularité était un peu plus élevée dans le groupe EPC, mais on
n’observait plus de différence significative au niveau de la dissémination en P. aeruginosa
au niveau de la rate. Il existait tout de méme une tendance a une augmentation de la
charge bactérienne en P. aeruginosa au niveau du poumon et de la rate, sans que cette

différence soit significative (Figure 50).

La transplantation de microbiote fécale réalisée ne modifiait pas la concentration
bactérienne en EPC dans les selles (Figure 51). Il est possible que la FMT ait un impact a
plus long terme sur la colonisation par EPC, mais pas dans un temps aussi court (premiere

FMT a]J11, deuxieme FMT a J13, sacrifice a J15).
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Figure 49. Réponse des souris 18 heures apres instillation intranasale de P.
aeruginosa (souche PAO1). n=15 souris par groupe. A : perte de poids entre J14 et J15
d’apres la formule (PoidsJ14 - Poids]15) / Poids]J14 x 100. B : Score de gravité clinique
(aspect fourrure, mobilité, température). C : Cellularité du liquide broncho-alvéolaire
(LBA). D = Lésion pulmonaire déterminée par le rapport (Fluorescence du LBA) /
(Fluorescence du sérum) x 100, de l'albumine-FITC ayant été injectée par voie
intrapéritonéale 2 heures avant sacrifice.
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Figure 50. Données microbiologiques 18 heures apres instillation intranasale de

P. aeruginosa (souche PAO1). n=15 souris par groupe. A : Concentration bactérienne en
P. aeruginosa dans le poumon gauche. B : Concentration bactérienne en P. aeruginosa

dans la rate.
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Figure 51. Concentration en EPC dans les selles en fonction du temps. n=15 souris

par groupe.
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Courbes de survie

Nous avons réalisé des courbes de survie afin d’évaluer si I'augmentation de la sévérité
de la pneumopathie a P. aeruginosa se traduisait également par une augmentation de
mortalité. Pour réaliser ces courbes de survie, la dose de P. aeruginosa instillée en

intranasal était deux fois plus élevée que pour les expérimentations précédentes.

Apreés challenge par 2 x 107 UFC/mL de la souche de P. aeruginosa PAO1, la mortalité
du groupe colonisé par EPC était plus élevée que celle du groupe contréle, ou que celle du
groupe clindamycine. La transplantation de microbiote fécal chez les souris colonisées
par EPC restaurait le pronostic (Figure 52). Ces courbes de mortalité proviennent de 3
expérimentations différentes (3 x 5 souris par groupe). Pour le groupe colonisé par EPC
14 individus sur 15 étaient décédés, contre 7 sur 15 pour le groupe controle. Les groupes

Clindamycine et FMT fécal étaient proches du groupe controle (8 et 9 déces

respectivement).
Strata === grp=Controle grp=Clinda =#= grp=EPC+Clinda =#= grp=FMT
1.00 1
0.754
. L |
s |
©
g ] N
8 0.50 |
©
>
2 "
5
w
0.251
p = 0.023
.
0.00 A
0 30 60 90 120

Time

Figure 52. Survie apres challenge par 2 x 107 UFC/mL de P. aeuroginosa PAO1.
n=15 souris par groupe.
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Etude de la dynamique du portage d’entérobactéries par culture

La clindamycine provoquant une expansion des Enterobacteriaceae, nous avons

souhaité analyser la dynamique des entérobactéries présentes dans les selles. Avant tout

traitement par clindamycine et/ou exposition a I'EPC, on retrouvait une charge

bactérienne faible en E. coli, parfois proche de la limite de détection estimée a 2 log UFC/g

de selle (Figure 53). Apres exposition a la clindamycine, la concentration en E. coli dans

les selles augmentait rapidement. Il s’agissait d'une souche commensale, déja présente

chez les souris a de faibles niveaux avant administration d’antibiotique.
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Figure 53. Concentration en Escherichia coli dans les selles en fonction du temps.
n=>5 souris par groupe.
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Concentration en Klebsiella pneumoniae dans les selles
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Figure 54. Concentration en Klebsiella pneumoniae dans les selles en fonction du

temps. n=>5 souris par groupe.

En cas d’exposition a I'EPC a JO en plus de 'administration de clindamycine, une co-

dominance d’E. coli et de K. pneumoniae était retrouvée (Figure 54). Ces taux étaient

stables au cours du temps, autour de 8 a 9 log d’'UFC/g de selles. La FMT n’avait pas d’effet

détectable. Dans d’autres expérimentations, il est arrivé que de rares souris soient

colonisées a I'état de base a Enterobacter cloacae a de faibles niveaux (données non

montrées), mais ce n’était pas le cas ici. Les résultats présentés dans ce document sont

représentatifs de ce qui était habituellement retrouvé lors de nos expérimentations.
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Evaluation de stratégies de décolonisation digestive

Différentes stratégies de décolonisation digestive ont été évaluées dans le cadre du

modele murin mis au point. Comme précédemment, les souris des 4 groupes ont été

exposées a de 'EPC dans I'’eau de boisson pendant 24 heures a ]0, et ont regu une injection

de clindamycine a JO et J7. Le groupe FMT a bénéficié d’'une FMT a J11 et J13, le groupe

colistine a regu de la colistine dans I'’eau de boisson a concentration de 5 000 Ul/mL de

J11 a]13, le groupe mannose a recu du D-mannose dans '’eau de boisson a concentration

de 20 mg/mL de]11a]J13. En effet,le mannose a été décrit pour inhiber 'adhésion médiée

par FimH (par compétition), et permettait de diminuer la concentration digestive en E.

coli uropathogene dans un modele murin (235).
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Figure 55. Evaluation de stratégies de décolonisation digestive : concentration
en EPC au cours du temps. n=5 souris par groupe.
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Seule la colistine parvenait a faire diminuer la charge bactérienne en EPC sous la limite

de détection (Figure 55). Les autres stratégies évaluées n’avaient pas d’effet notable dans

un temps si court.

AJ14 les souris ont été sacrifiées et la charge bactérienne en EPC a été évaluée le long du

tube digestif. La FMT et le mannose ne présentaient pas d’effet notable. La colistine était

tres efficace, méme si on retrouvait une charge bactérienne un peu plus élevée au niveau

du c6lon montrant que la décolonisation n’était pas complete (Figure 56).
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Figure 56. Evaluation de stratégies de décolonisation digestive : concentration
en EPC EPC le long du tube digestif a J14. n=5 souris par groupe.
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4.3.3. Effet de la transplantation de filtrats stériles de

selles

La FMT restaure un pronostic favorable lors d’une infection pulmonaire a P.
aeruginosa dans notre modele de colonisation a EPC. Des résultats similaires sont
retrouvés dans la littérature, avec un effet bénéfique de la FMT suite a une altération du
microbiote digestif par antibiothérapie. Cependant, le mécanisme d’action de la FMT n’est
pas clairement compris. Récemment, un effet bénéfique de filtrats stériles de selles a été
décrit pour des patients atteints de colite a C. difficile (236). Nous avons souhaité explorer

cette piste permettant potentiellement de préciser le mécanisme de la FMT.

L’effet de la transplantation de filtrats stériles de selles a été évalué par rapport a la
transplantation de microbiote fécal (FMT) classique. Un groupe « Filtrat » a bénéficié
d’une transplantation de filtrats stériles de selles (apres filtration par un filtre de 0,2um),
et un groupe « Filtrat Inactivé » a regu d’un filtrat stérile ayant en plus été inactivé par
chauffage a 95 °C pendant 10 minutes et déprotéinisé par adjonction d’acide

trichloracétique (ATCA) puis tamponné a pH 7 avant gavage orogastrique.

L B | &
:

Figure 57. Aspect macroscopique des filtrats stériles de selles (a gauche) et des
selles broyées puis tamisées utilisées pour la FMT (a droite).
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Figure 58. Réponse des souris 18 heures apres instillation intranasale de P.
aeruginosa (souche PAO1). n=5 a 10 souris par groupe. A : perte de poids entre J14 et
J15 d’apres la formule (Poids]14 - Poids]15) / Poids]14 x 100. B : Score de gravité clinique
(aspect fourrure, mobilité, température). C : Cellularité du liquide broncho-alvéolaire
(LBA). D = Lésion pulmonaire déterminée par le rapport (Fluorescence du LBA) /
(Fluorescence du sérum) x 100, de l'albumine-FITC ayant été injectée par voie
intrapéritonéale 2 heures avant sacrifice.

Aucune différence significative n’était observée pour les groupes « Filtrat » ou « Filtrat
inactivé », que ce soit pour le score clinique, la 1ésion pulmonaire, ou la charge
bactérienne (Figure 58 et Figure 59). Les valeurs étant toutefois marginalement moins
élevées que dans le groupe colonisé par EPC, un effet des filtrats aurait peut-étre pu étre

mis en évidence en augmentant le nombre de souris. Cependant, étant donné que la FMT
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était plus efficace que 'utilisation de filtrats stériles, nous n’avons pas souhaité continuer

a explorer I'effet des filtrats stériles dans ce travail.

A. P. aeruginosa (poumon) B. P. aeruginosa (rate)
12.01 ns ns
I 1 I 1
ns ns
1 1
* 7.51 ns
1 1
90{ —
B —
i} <)
= L5,
£ e
3 4
£ 6.0 . > . . .
E = N fLe ) . E;
. : 2.51 -
L [ ]
3.0
. 0.01 o )
Controle EPC  FMT FiltratFiltrat Inact. Controle EPC  FMT  Filtrat Filtrat Inact.

Figure 59. Résultats microbiologiques 18 heures apres instillation intranasale
de P. aeruginosa (souche PAO1). n=5 a 10 souris par groupe. A : Concentration
bactérienne en P. aeruginosa dans le poumon gauche. B : Concentration bactérienne en P.

aeruginosa dans la rate.
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4.3.4. Analyse par cytométrie en flux des populations

cellulaires pulmonaires et spléniques

Dans les chapitres précédents, nous avons montré un pronostic défavorable lors
qu’une infection a P. aeruginosa chez les souris colonisées par EPC, restauré par la FMT.
Pour explorer le mécanisme immunologique sous-jacent, nous avons analysé les
populations cellulaires par cytométrie en flux sur 3 groupes de souris: « contrdle »,
« colonisées a EPC » (EPC + Clindamycine), et « colonisées a EPC ayant bénéficié d’'une
FMT », dans deux conditions: «non infectées» (instillation de 50 pL de PBS), et

« infectées par P. aeruginosa » (instillation de 107 UFC de P. aeruginosa).

L’analyse des populations cellulaires par cytométrie en flux a été réalisée dans le

poumon ainsi que dans la rate.
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Poumon

Apres infection par la souche de P. aeruginosa PAO1, on observe une diminution

significative des lymphocytes NKT (Natural Killer T) dans le poumon (Figure 60).
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Figure 60. Dénombrement des lymphocytes NK et NKT dans le poumon. n=10

souris par groupe : souris non infectées a gauche, souris infectées par une instillation
107 UFC de la souche de P. aeruginosa PAO1 a droite.
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Les lymphocytes T CD4 étaient également diminués chez les souris colonisées par EPC,
uniquement apres infection par PAO1 (Figure 61). La diminution des macrophages

alvéolaires dans le groupe colonisé par EPC n’était pas significative.
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Figure 61. Dénombrement des lymphocytes T CD4 et des macrophages
alvéolaires dans le poumon. n=10 souris par groupe : souris non infectées a gauche,
souris infectées par une instillation 107 UFC de la souche de P. aeruginosa PAO1 a droite.
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Les cellules dendritiques de type cDC1 et cDC2 étaient diminuées au niveau
pulmonaire, chez les souris colonisées par EPC, uniquement apres infection par PAO1.
Cette diminution des cellules dendritiques était partiellement restaurée dans le groupe

FMT (Figure 62).
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Figure 62. Dénombrement des cellules dendritiques de type cDC1 ou cDC2 dans
le poumon. n=10 souris par groupe : souris non infectées a gauche, souris infectées par
une instillation 107 UFC de la souche de P. aeruginosa PAO1 a droite.
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Aucune différence n’était observée au niveau du nombre de neutrophiles retrouvés

dans le poumon entre les groupes (Figure 63). Ce résultat négatif est intéressant, car les

polynucléaires neutrophiles sont un des acteurs majeurs de la réponse immunitaire innée

vis-a-vis d’une infection pulmonaire a P. aeruginosa.
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Figure 63. Dénombrement des polynucléaires neutrophiles dans le poumon.
n=10 souris par groupe: souris non infectées a gauche, souris infectées par une
instillation 107 UFC de la souche de P. aeruginosa PAO1 a droite.

Au total au niveau du poumon, on observait principalement une diminution dans le
groupe EPC dans la condition « infectée par P. aeruginosa » des parametres suivants :

- Lymphocytes NKT et lymphocytes T CD4

- Cellules dendritiques cDC1 et cDC2

Cette diminution est restaurée par la FMT. En 'absence d’infection par P. aeruginosa,

aucune différence n’était mise en évidence dans le poumon.
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Rate

Au niveau de la rate, on observe une diminution importante des lymphocytes NK chez

les souris non infectées colonisées par EPC, non restaurée par la FMT (Figure 64).
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Figure 64. Dénombrement des lymphocytes NK et NKT dans la rate. n=10 souris
par groupe : souris non infectées a gauche, souris infectées par une instillation 107 UFC
de la souche de P. aeruginosa PAO1 a droite.

136



Les lymphocytes T sont diminués au niveau de la rate chez les colonisées par EPC, en

I'absence d’infection. La FMT restaure la concentration en lymphocytes T a des niveaux

comparables aux controles (Figure 65).
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Figure 65. Dénombrement des lymphocytes T et des macrophages dans la rate.
n=10 souris par groupe: souris non infectées a gauche, souris infectées par une

instillation 107 UFC de la souche de P. aeruginosa PAO1 a droite.
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Au niveau de la rate, les cellules dendritiques cDC1 et cDC2 ont tendance a étre plus

élevées dans le groupe EPC en I'absence d’infection (Figure 66).
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Figure 66. Dénombrement des cellules dendritiques de type cDC1 ou cDC2 dans
la rate. n=10 souris par groupe : souris non infectées a gauche, souris infectées par une

instillation 107 UFC de la souche de P. aeruginosa PAO1 a droite.

Au total au niveau de la rate, on observait principalement une diminution dans le

groupe EPC des lymphocytes NK et des lymphocytes T dans la condition « non infectées

». Apres infection par P. aeruginosa, il n’y avait pas de différence mise en évidence.
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4.3.5. Analyse métagénomique de la composition du

microbiote digestif

Nous avons ensuite cherché a mettre en évidence une altération du microbiote digestif
(colique et iléal) spécifique du groupe colonisé par EPC, et en partie restaurée par la FMT.
Pour cela, une technique de métagénomique ciblée sur 'ADNr 16S a été utilisée. Les
données brutes ainsi que les métadonnées des 64 échantillons séquencés ont été
déposées sur Sequence Read Archive (237) sous le numéro BioProject PRJNA563864

(Annexe 2). Elles seront librement accessibles aprés publication de I'article.
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Figure 67. Alpha diversité au niveau du célon. n=4 souris par groupe.

L’alpha-diversité était la plus importante dans le groupe controle, et la plus basse dans
le groupe colonisé par EPC (Figure 67). Les groupes clindamycine et FMT présentaient
une alpha-diversité intermédiaire. A noter que le groupe clindamycine présentait une
forte variabilité intragroupe: deux individus présentaient une alpha-diversité

intermédiaire, pour un individu 'alpha-diversité était similaire aux controéles, et pour un
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autre elle était similaire au groupe colonisé par EPC. Il est possible qu’au moment du
prélévement (7 jours apres la derniere injection de clindamycine), le microbiote digestif
initialement altéré par I'antibiothérapie soit en cours de reconstitution, mais que cette
reconstitution ne soit pas homogene selon les individus. Cette hypothese pourrait étre

confirmée par la réalisation de prélevements plus tardifs.

100
7
2

Figure 68. Abondance relative des différents phyla au niveau du célon.
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En se positionnant au niveau de classification le plus large (phylum) on observe tres
peu de modifications entre les groupes. Les principaux phyla détectés sont les
Bacteroidetes, les Firmicutes, et les Proteobacteria, comme dans la plupart des études

métagénomiques concernant des prélevements digestifs murins (Figure 68).

Les rares bactéries du phylum Actinobacteria détectées appartenaient principalement
au genre Bifidobacterium, mais étaient peu abondantes. Le phylum Actinobacteria était

plus représenté dans les groupes controle et FMT.
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Les Patescibacteria, Tenericutes et Verrucomicrobia étaient présents en trop faible
abondance pour présenter une signification dans notre modele. A noter toutefois que le
phylum Verrucomicrobia correspondait au genre Akkermansia et était présent
principalement chez les souris contréles et clindamycine a des niveaux tres faibles.
L’espece Akkermansia muciniphila est considérée comme bénéfique et associée a une

diminution de I'inflammation, ainsi que des maladies métaboliques et cardio-vasculaires

(238).
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Figure 69. Abondance relative des différentes familles de Bacteroidetes au
niveau du c6lon.

Les modifications les plus importantes étaient observées pour la famille
Muribaculaceae (Figure 69). Cette famille représentait 44 % des séquences pour les
contrdles, mais moins de 0,01 % en cas de colonisation par EPC. On observait une
restauration dans le groupe FMT (30 % des séquences), et cette famille était également

présente dans le groupe clindamycine seule (25 %).
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Une expansion des Tannerellaceae était observée dans tous les groupes ayant recu de
la clindamycine (groupe clindamycine, EPC et FMT). Les Tannerellaceae correspondaient
exclusivement au genre Parabacteroides. Méme s’il n’est pas possible d’identifier les
séquences au niveau de I'espéce, dans la littérature Parabacteroides distasonis est décrit

comme tres abondant chez les patients atteints de maladie de Crohn, et serait un

marqueur de dysbiose (239).
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du cdlon.

Parmi les Firmicutes, les modifications majeures étaient marquées par une expansion
des Lachnospiraceae dans les groupes colonisés par EPC et FMT. Parmi ces
Lachnospiraceae, les genres Hungatella et Lachnoclostridium étaient dominants dans les

groupes EPC et FMT ; et le genre Blautia dans les groupes contrdle et clindamycine.

Les Lactobacillaceae identifiés au niveau du genre correspondaient exclusivement a

Lactobacillus, et présentaient une abondance de I'ordre de 10 a 20 % dans les groupes

controle et clindamycine.
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Figure 71. Abondance relative des différents genres de Firmicutes au niveau du
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colon.

Méme si la famille Erysipelotrichaceae était détectée dans tous les groupes, en pratique
elle se décomposait en 4 genres répartis différemment. Illeibacterium et Dubosiella étaient
présents dans les groupes controle et clindamycine ; tandis que [Clostridium] innocuum
group et Coprobacillus étaient présents dans les groupes EPC et FMT (Figure 71).
lleibacterium et Dubosiella font partie du microbiote digestif murin normal (240).
[Clostridium] innocuum pourrait étre responsable de diarrhées associées aux
antibiotiques chez I'homme (241). Plus de 10 % des souches de C. innocuum seraient
résistantes a la clindamycine (242). Le nom du genre de C. innocuum va probablement
étre modifié dans I'avenir, car il appartient a la famille des Erysipelotrichaceae et non aux

Clostridiaceae, d’ou I'utilisation de crochets dans les bases de données taxonomiques.
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Figure 72. Abondance relative des différentes familles de Proteobacteria au
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Les séquences de la famille Burkholderiaceae correspondaient au genre Parasutterella.
Cette précision est importante car le genre Burkholderia correspond souvent a des
contaminants retrouvés dans les réactifs d’extraction ou d’amplification. Ici, aucun read
n‘a été identifié comme appartenant au genre Burkholderia. Parasutterella n’a
probablement pas d’impact dans notre modele, étant donné que l'abondance est
conservée entre les groupes, mais il s’agit bien d’'un taxon retrouvé dans le microbiote

digestif murin et humain (243).

Les séquences appartenant a la famille Desulfovibrionaceae correspondent au niveau
du genre principalement a des bactéries non cultivées, ainsi qu'au genre Bilophila. Aucun
read n'a été identifié comme appartenant au genre Desulfovibrio, qui pourrait
correspondre a des séquences contaminantes (43). Etant donné que la répartition des
Desulfovibrionaceae n’est pas homogene entre les groupes, et que Bilophila est un genre
fréquemment retrouvé au niveau digestif, il est peu probable que les séquences

appartenant aux genres non cultivés soient des contaminants.
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On observe une augmentation du pourcentage d’Enterobacteriaceae dans les groupes
EPC et FMT. Le groupe clindamycine présente une abondance d’Enterobacteriaceae
comparable au groupe controle, sauf pour une souris (souris Clinda 4) qui fait figure
d’outlier et présente I'abondance la plus élevée du jeu de données. Les Enterobacteriaceae
étaient rarement identifiables au niveau du genre, mais lorsque l'identification était
possible on retrouvait principalement Escherichia-Shigella, Klebsiella et Enterobacter. Les
techniques de culture conventionnelles mises en ceuvre dans le chapitre 4.3.2 sont plus

adaptées pour analyser la composition en entérobactéries.

Vue d’ensemble du microbiote colique
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Figure 73. Abondance relative des différentes familles au niveau du co6lon.

La Figure 73 donne une vue d’ensemble des 10 familles bactériennes les plus
abondantes au niveau du célon.

Une analyse statistique de la composition du microbiote colique a été réalisée par la
méthode ANCOM. Seuls les 3 groupes Contrdle, EPC+Clinda, et FMT ont été conservés
dans l'analyse statistique (exclusion du groupe clindamycine). L’analyse statistique

portait uniquement sur les 3 groupes principaux, car le nombre d’individus par groupe
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était faible (n=4 par groupe) et le groupe clindamycine n’était pas homogéne. La liste

complete des genres variant significativement est reprise dans le Tableau 6.

Tableau 6. Analyse statistique des variations de la composition du microbiote

colique par méthode ANCOM (réalisée au niveau du genre bactérien).

D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae; D_5__Hungatella
D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Muribaculaceae;D_5_uncultured bacterium
D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5__Robinsoniella
D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4_ Muribaculaceae;__

D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Peptostreptococcaceae;D_5_ Clostridioides

D_1_ Firmicutes;D_2_ Erysipelotrichia;D_3_ Erysipelotrichales;D_4_ Erysipelotrichaceae; D_5__[Clostridium]
innocuum group

D_1_ Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5_ Flavonifractor
D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Muribaculaceae;D_5_ Muribaculum
D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae; D_5__Lachnoclostridium

D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Tannerellaceae;D_5_ Parabacteroides
D_1_ Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;

P —

D_1_ Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Muribaculaceae;D_5__mouse gut metagenome

D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4__Muribaculaceae;D_5_ Gram-negative bacterium
cTPY-13

D_1_ Proteobacteria;D_2__Alphaproteobacteria;D_3__Rhodospirillales;D_4__uncultured;D_5__gut metagenome
D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4_ Rikenellaceae;D_5_ Alistipes
D_1__Proteobacteria;D_2__Gammaproteobacteria;D_3__Enterobacteriales;D_4__Enterobacteriaceae;D_5_ Klebsiella
D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4_ Marinifilaceae;D_5__Odoribacter
D_1_ Proteobacteria;D_2__Alphaproteobacteria;D_3__Rhodospirillales;D_4__uncultured;__

D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5_ Lachnospiraceae NK4A136 group
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La quasi-extinction des Muribaculaceae observée dans le groupe colonisé par EPC
est le résultat principal observé dans notre modele. Les Muribaculaceae présentaient une
abondance majeure dans le groupe controle (44 %), ainsi que dans les groupes
clindamycine (25 %) et FMT (30 %). La sévérité de la pneumopathie a P. aeruginosa
n’étant augmentée que dans le groupe EPC, une famille bactérienne majeure quasi

éliminée uniquement dans ce groupe présente donc un intérét particulier.

Les read classés dans le genre Hungatella correspondent probablement a H. hathewayi.
L’autre espéce appartenant au genre Hungatella, H. effluvii, a été isolée a partir d’'une
station de traitement d’eaux usées et n’est pas décrite comme appartenant au microbiote
digestif murin ou humain (244). H. hathewayi était plus connue sous le nom de
Clostridium hathewayi, mais elle a été reclassée en 2014 (244), comme c’est le cas pour
de nombreux Clostridium. 11 s’agit d’'une bactérie fréquemment retrouvée au niveau du
tube digestif humain ; 25 % des adultes sains seraient porteurs de H. hathewayi (245).
Son role n’est pas encore clairement défini, cependant le portage de H. hathewayi a été

associé au cancer colorectal dans une population chinoise (246).

H. hathewayi fait partie des bactéries productrices de butyrate, mais contrairement a
Faecalibacterium prausnitzii elle ne présentait pas d’effet anti-inflammatoire dans un
modele murin de colite (247). La co-incubation de H. hathewayi avec des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse provoquait une diminution tres importante
de la sécrétion d’'IL-10. Cette diminution de la sécrétion d’'IL-10 était également retrouvée
pour des lymphocytes T apres restimulation ex vivo en présence de H. hathewayi (247).
L’'IL-10 étant une cytokine anti-inflammatoire, la diminution de la sécrétion d’IL-10
associée a l'expansion de H. hathewayi pourrait provoquer une tendance

proinflammatoire au niveau digestif.

Hungatella est également associée a la production de triméthylamine N-oxide (TMAO),
un métabolite proathérogene augmentant le risque de mortalité d’origine cardio-
vasculaire (248, 249). A l'inverse, la famille Muribaculaceae était corrélée négativement
aux niveaux de TMAO et a la formation de plaque d’athérome dans un autre modele murin
(250). L’association d'une quasi-extinction des Muribaculaceae et d'une augmentation
majeure des Lachnospiraceae (dont Hungatella) observée dans notre modeéle lors de la

colonisation par EPC (mais pas en cas d’injection de clindamycine seule), pourrait
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suggérer un impact de la colonisation par K. pneumoniae sur le risque cardio-vasculaire.
Cependant il ne s’agit que de données préliminaires, et ce n’était pas l'objet du travail

réalisé ici.
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Iléon

Les résultats de l'analyse métagénomique réalisée au niveau du contenu iléal

présentent moins de différences inter-groupes qu’au niveau colique.

En résumé, on retrouvait une alpha-diversité moins importante dans le groupe
colonisé par EPC (Figure 76), une quasi-extinction des Muribaculaceae dans le groupe
EPC uniquement (Figure 78), et un microbiote dominé par les Enterobacteriaceae,

notamment dans les groupes clindamycine, EPC et FMT (Figure 80).
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Figure 76. Alpha diversité au niveau de I'iléon. n=4 souris par groupe.
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Figure 77. Abondance relative des différents phyla au niveau de I'iléon.
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Figure 78. Abondance relative des différentes familles de Bacteroidetes au
niveau de I'iléon.
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Vue d’ensemble du microbiote iléal
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Figure 81. Abondance relative des différentes familles au niveau de I'iléon.

Une analyse statistique de la composition du microbiote colique a été réalisée par la

méthode ANCOM portant sur les 3 groupes Controle, EPC+Clinda, et FMT (Tableau 7).

Tableau 7. Analyse statistique des variations du microbiote iléal par méthode

ANCOM.

D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4_ Muribaculaceae;

D_5_ uncultured bacterium

D_1_ Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4_Muribaculaceae;

92

91

Reject null
hypothesis

TRUE

TRUE

Au niveau de l'iléon, seule la famille Muribaculaceae était significativement diminuée

dans le groupe EPC (0,02 %), mais son abondance restait élevée dans les groupes controle

(29 %), clindamycine (12 %) et FMT (18 %) (Figure 82).
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Figure 82. Seul taxon variant significativement d’aprés I'analyse ANCOM au
niveau de I'iléon.
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Importance de la base de données taxonomique utilisée

De nombreuses bases de données sont utilisées pour I'analyse bio-informatique des
données de métagénomique. Certaines sont propriétaires (MicroSEQ, utilisée par Ion
Reporter), d’autres open source (GreenGenes et SILVA, utilisées par Qiime 2). Le choix de
la base de données utilisée impacte considérablement les résultats de I'analyse

métagénomique.

Initialement une premiere analyse métagénomique avait été réalisée en utilisant le lon
Reporter Software Metagenomics Workflow, un logiciel propriétaire fourni par Thermo
Fisher. L’outil Ion Reporter comporte deux bases de données : Curated MicroSEQ 16S
Reference Library v2013.1 et Curated GreenGenes v13.5. Avec lon Reporter, les read sont
d’abord mappés sur la base MicroSEQ, puis en cas d’échec sur leur version curated de

GreenGenes. Ces deux bases de données ont été mises a jour pour la derniére fois en 2013.

En réalisant un diagramme « Krona » du microbiote digestif d'un individu du groupe
controle, apres analyse par lon Reporter ou alors par Qiime 2 et SILVA, on peut visualiser
des différences majeures au sein des Bacteroidetes (Figure 84). Pour information les
abondances relatives des différentes familles apres analyse par Qiime 2 et SILVA ne sont
pas strictement identiques a celles indiquées dans les Figures du chapitre 4.3.5, car la
Figure 84 a été réalisée sans €éliminer les taxons inférieurs a 0,5 % d’abondance, afin de

pouvoir étre comparée a I'analyse par lon Reporter.

La famille Muribaculaceae semble donc absente de deux bases de données Curated
MicroSEQ 16S Reference Library v2013.1 et Curated GreenGenes v13.5 utilisées par Ion
Reporter. La famille Muribaculaceae semblait particulierement importante dans notre
modele, car elle représentait 40 a 50 % des séquences des souris contrdles, comme nous
I'avons montré précédemment en utilisant SILVA v132. Pourtant, la version officielle de
GreenGenes 13.5 inclut bien la famille Muribaculaceae (sous I'ancienne dénomination
S24-7). 1l est probable que sur la version de GreenGenes « curated », utilisée par Thermo

Fisher, cette famille ait été exclue pour une raison inconnue.

Ion Reporter classait a tort les séquences correspondant aux Muribaculaceae dans les

Porphyromonadaceae ou dans les Bacteroidaceae. Etant donné qu’on observe dans notre
157



modeéle une quasi-extinction des Muribaculaceae pour le groupe de souris colonisées par
EPC, associée a une expansion des Tannerellaceae ou des Bacteroidaceae, cette mauvaise
classification de la famille Muribaculaceae aurait été problématique et nous n’aurions
probablement pas observé de différence de composition du microbiote au sein des

Bacteroidetes.
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lon Reporter

[x]
Actinobacteria 0.2% .

Verrucomicrobiaceae 0.2% .

0.01% .

Mycoplasmataceae 0.01% .

Haloplasmataceae 0.01% .

[x]

Akkermansiaceae 0.2% .
Actinobacteria 0.2% .
Molicutes RF39 0.05% .

Saccharimonadaceae 0.03% .

Figure 84. Diagramme Krona du microbiote colique de la souris Controéle-1,
apres analyse par Ion Reporter (en haut) ou SILVA (en bas).
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Ces problemes de classification des Muribaculaceae liés a I'utilisation de certaines
bases de données ont été publiés treés récemment par I'équipe ayant décrit les
Muribaculaceae (153). La base de données Ribosomal Database Project (RDP) semblait
concernée (153), mais ce probleme n’était pas décrit pour les bases MicroSEQ ainsi que

pour la version curated de la base GreenGenes utilisée par le logiciel lon Reporter.

Les deux exemples suivants reprennent des séquences classées a tort en tant que
Porphyromonadaceae par lon Reporter, correspondant en fait a des Muribaculaceae apres

vérification sur BLAST (Figure 85).
>MG|3|V4|F|92|88.16|Bacteroidetes|Bacteroidia|Bacteroidales|Porphyromonadaceae

CGGAGGATGCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGCAGGCGGAATGTCAAG
TCAGCGGTAAAATTTCGGGGCTCAACCCCGTCGTGCCGTTGAAACTGGCGTTCTTGAGTGAGC
GAGAAGTATGCGGAATGCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATCACGCAGAACTCCGAT
TGCGAAGGCAGCATACCGGCGCTCAACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGTATCGA

Max = Total  Query E Per.

Description Score Score Cover value Ident Accession
Muribaculum intestinale strain YL27 genome 403 1614 100% 7e-110 96.33% CP021421.1
Muribaculum intestinale strain YL27 chromosome, complete genome 403 1614 100% 7e-110 96.33% CP015402.2
Muribaculum intestinale strain YL27 16S ribosomal RNA, partial sequence 403 403 100% 7e-110 96.33% NR_144616.1
Duncaniella muris strain 129-NIrp6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 392 392 100% 2e-106 95.51% MG970328.1
Paramuribaculum intestinale strain B1117 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 353 353 100% 7e-895 92.68% MG970331.1

>MG|3|V4|R|335|86.18|Bacteroidetes|Bacteroidia|Bacteroidales|Porphyromonadaceae

TCGATACCCACACTTTCGTGCATGAGCGTCAGTTGAGCGCCGGTATGCTGCCTTCGCAATCGG
AGTTCTGCGTGATATCTATGCATTTCACCGCTACACCACGCATTCCGCATACTTCTCGCTCAC
TCAAGAAAACCAGTTTCAACGGCTCGAAGAGGTTGAGCCTCTCAATTTTACCGCTGACTTGA
TCTTCCGCCTGCGCACCCTTTAAACCCAATAAATCCGGATAACGCTCGCATCCTCCG

Description IER || M) | @iy = IR Accession
Score Score Cover value Ident
Duncaniella muris strain 129-NIrp6 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence 453 453 100% 7e-125 100.00% MG970328.1
Muribaculum intestinale strain YL27 genome 364 1459 100% 3e-98 93.47% CP021421.1
Muribaculum intestinale strain YL27 chromosome, complete genome 364 1459 100% 3e-98 93.47% CP015402.2
Muribaculum intestinale strain YL27 168 ribosomal RNA, partial sequence 364 364 100% 3e-98 93.47% NR_144616.1
Paramuribaculum intestinale strain B1117 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 353 353 100% 7e-95 92.65% MGS70331.1

Figure 85. Séquences de Muribaculaceae classées a tort dans les
Porphyromonadaceae par lon Reporter, résultats de la recherche BLAST.
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Lorsque nous réalisions I'analyse en utilisant la base GreenGenes v13.8 avec Qiime 2
(données non montrées), la plupart des séquences étaient classées correctement, mais
avec des noms ne reflétant pas I’évolution de la taxonomie (S24-7 au lieu de
Muribaculaceae) ainsi qu’'une moins bonne discrimination au niveau du genre bactérien.
Par exemple on ne mettait pas en évidence la forte augmentation du genre Hungatella,
car les séquences correspondantes étaient classées comme appartenant au genre
Clostridium par GreenGenes, ce qui était moins informatif dans notre modele. La version
la plus récente de GreenGenes (v13.8) a été mise a jour pour la derniére fois en 2013, or
des remaniements taxonomiques sont réalisés chaque année. Le genre Hungatella a été

décriten 2014 (244).

En conclusion, il semble important d’utiliser une base de données open source a jour
pour l'analyse métagénomique. L’utilisation de bases propriétaires, ou de versions
curated, est potentiellement problématique, car leur composition n’est pas maitrisée.
L’utilisation de bases qui n‘ont pas été mises a jour récemment est également
problématique du fait des évolutions de la taxonomie. GreenGenes est toujours tres
utilisé dans la littérature, notamment du fait des besoins en mémoire RAM inférieurs a
SILVA pour classer les séquences a l'aide de Qiime 2. D’apres notre expérience,
GreenGenes utilisait 10 Go de RAM, ce qui était compatible avec un ordinateur disposant
de 16 Go de RAM dans le cadre d’'une machine virtuelle. SILVA utilisait 30 Go de RAM,
nécessitant un ordinateur disposant de 64 Go de RAM pour fonctionner correctement

dans le cadre d’'une machine virtuelle.

Globalement, SILVA semble étre un meilleur choix, la taille de la base de données étant
plus importante et les mises a jour plus fréquentes (derniere mise a jour v132 en
décembre 2017). En 2018, des chercheurs du Wellcome Trust ont comparé différents
classificateurs (MAPseq, mothur, Qiime, Qiime 2) et différentes bases de données
(GreenGenes, NCBI, SILVA, RDP). Qiime 2 avec SILVA représentait le meilleur choix pour
'analyse de microbiote digestif humain (251). GreenGenes reste pourtant encore tres
utilisé dans la littérature, probablement plus que SILVA. A titre d’exemple, dans un article
de tres bonne qualité publié dans Nature en septembre 2019 (252), 'analyse bio-
informatique était réalisée avec GreenGenes v13.5 (mis a jour en mai 2013) et Qiime 1.8

(mis a jour en décembre 2013).
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Mise au point d’'une PCR amplifiant les Muribaculaceae

Pour réaliser un suivi au cours du temps de la dynamique des Muribaculaceae sans
avoir a réaliser de métagénomique coliteuse, nous avons souhaité mettre au point une

PCR quantitative amplifiant la plupart des Muribaculaceae.

Cette PCR a été optimisée sur la souche de référence Muribaculum intestinale YL27
isolée du contenu cacal d'une souris C57BL/6] par Lagkouvardos et coll. (253). Comme
aucune amorce n’est publiée dans la littérature pour amplifier les Muribaculaceae, nous
avons procédé a une analyse in silico utilisant la base de données SILVA pour déterminer

les régions de '’ADNr 16S spécifiques des Muribaculaceae.

Le couple d’amorces Mb-F (GAGAGTACCTGAAGAAAAAGC) et Mb-R
(ACGCATTCCGCATACTTCT) a été utilisé. Ce couple d’amorces semblait sensible et
spécifique pour la détection des Muribaculaceae, en tolérant 2 mésappariements dans la
séquence des amorces, dont 0 mésappariement dans les 5 derniéres bases (la région ou
vient se fixer la Taq polymérase). La base de données SILVA a été utilisée pour générer

cette analyse (Figure 86).

% Bacteroidia (3.6%) (362 i+ Bacteroidales (5.7%) (6.7 & Muribaculaceae (61%) (60,89 & muribaculum (93%) (93.39
-~ (8) - (42) (4) (30)
Bacteroidales» (6.7%) (6.7% HAW-RM3 -2 ~ (1/3) nextr
Bacteroidetes VC2.1 Bac22 lka33
Chitinophagales LKC2.127-25
Cytophagales M2PE4-65 termite group
Flavobacteriales Marinifilaceae
MLBOZM-17 Marinilabiliaceae
SM1A07 MgMjR-022
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p-251-05
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Figure 86. Prédiction du pourcentage de séquences correctement amplifiées
avec les amorces choisies au sein de la classe Bacteroidia, de I'ordre Bacteroidales,
de la famille Muribaculaceae, et du genre Muribaculum.
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Quatre-vingt-treize pour cent (93 %) des séquences de Muribaculum, 61 % des
séquences de Muribaculaceae, et 6 % des séquences de Bacteroidales correspondaient a
ces critéres pour ce couple d’amorces. Des séquences de référence de souches de
Duncaniella et Muribaculum (appartenant aux Muribaculaceae) ainsi que d’espéces
phylogénétiquement proches (Bacteroides, Porphyromonas, Parabacteroides, Barnesiella)

ont été alignées avec les séquences des deux amorces en utilisant ClustalX.

Apres analyse in silico, ce couple d’amorces semblait prometteur pour amplifier les
bactéries des genres Muribaculum et Duncaniella. On observe un grand nombre de
mésappariements (dont au moins 1 dans les 5 dernieres bases) pour des espéces
phylogénétiquement proches, mais n’appartenant pas a la famille Muribaculaceae

(Tableau 8), ce qui garantit la spécificité de ces amorces.

Tableau 8. Nombre de mésappariements sur les deux amorces Mb-F et Mb-R
apres alignement avec des souches de référence phylogénétiquement proches des
Muribaculaceae.

Mismatch (dont5 Mismatch (dont5 Mismatch (dont 5

Famille Espéce Genbank Amorce derniére Amorce derniére Total derniére

Mb-F s bases) Mb-R s bases) s bases)
Bacteroidaceae Bacteroides fragilis NR_119164.1 9 1 4 1 13 2
Porphyromonadaceae = Porphyromonas gingivalis = NR_040838.1 5 1 6 2 11 3
Tannerellaceae Parabacteroides goldsteinii NR_043317.1 7 1 3 2 10 3
Tannerellaceae Parabacteroides distasonis NR_074376.1 6 1 3 2 9 3
Porphyromonadaceae Barnesiella intestinihominis NR_041668.1 3 0 3 1 6 1
Muribaculaceae Duncaniella muris MG970328.1 1 0 0 0 1 0
Muribaculaceae Muribaculum intestinale  NR_144616.1 0 0 0 0 0 0

Des amorces déja publiées dans la littérature ont été utilisées pour amplifier les

Bacteroidaceae (205), ainsi que des amorces 16S universelles (204).
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Figure 87. Abondance relative estimée pour la famille Muribaculaceae et la
famille Bacteroidaceae. Comparaison des résultats obtenus par la méthode référence de
métagénomique ciblée sur 'ADNr 16S (en haut), et par la qPCR que nous avons mise au

point (en bas) pour 8 échantillons de contenu colique
La PCR mise au point sous-estime 'abondance des Muribaculaceae d’un facteur 2 a 3
mais la méme répartition selon les individus est conservée par rapport a la référence

(Figure 87). Elle semble donc adaptée pour réaliser un suivi dynamique au cours du
temps.

164



Un suivi de la concentration en Muribaculaceae par qPCR normalisée par rapport a
I’ADNr 16S a été réalisé pendant 8 jours pour les groupes contrdle, clindamycine et
EPC+clindamycine (Figure 88). Chez les souris contrdle, 'abondance relative en
Muribaculaceae était stable au cours du temps, aux alentours de 20 a 35 %. Ces résultats
sont cohérents avec ceux précédemment retrouvés par séquencage nouvelle génération
estimant la part des Muribaculaceae a 44 % (Figure 74). Evidemment, la technique de
gPCR mise au point est moins précise que le séquencage nouvelle génération, on observe
donc des variations plus importantes (de 20 % a 44 % des séquences pour les 5 individus

d’'une méme cage au point J0, soit un facteur 2).

Pour les groupes clindamycine et EPC+clindamycine on observe une diminution
majeure des Muribaculaceae le lendemain de l'injection de clindamycine (J1), avec une
abondance inférieure a 0,01 %. Pour le groupe clindamycine on assiste a un début de
reconstitution de I'abondance en Muribaculaceae a J4 (moyenne a 10,7 %), mais il est
variable selon les individus (de 0,5 % a 30,1 %). A ]7 'abondance en Muribaculaceae est
similaire a celle des souris controle (moyenne a 20,2 %). Pour le groupe
EPC+clindamycine, la restauration de I'abondance des Muribaculaceae est tres faible,

avec une abondance moyenne de 0,8 % aJ4 etde 1,6 % a]7.

Ainsi, il semblerait que la reconstitution des Muribaculaceae soit inhibée par les
modifications du microbiote associées a la colonisation par EPC. Cette inhibition pourrait
étre due soit a la souche de K. pneumoniae, soit a un autre taxon variant du fait de la
colonisation par EPC. Elle pourrait avoir lieu par effet direct (sécrétion de bactériocine)
ou indirect (modification des nutriments disponibles, du pH ou de l'osmolalité). La
souche de Muribaculum intestinale DSMZ 28989 n’est pas capable de se répliquer lorsque
I'osmolalité est élevée, contrairement aux souches de Bacteroides, d’'Enterococcus ou de

Lachnospiraceae (254).

Au niveau de la qPCR Bacteroidaceae, il n’y avait pas de différence entre les groupes
clindamycine et EPC+clindamycine au cours du temps. D’apres les résultats de
séquencage nouvelle génération, on aurait pu s’attendre a ce que l'abondance en
Bacteroidaceae soit plus élevée dans le groupe EPC+clindamycine que dans le groupe
clindamycine. L’analyse in silico de la séquence des amorces Bacteroidaceae utilisées

confirme pourtant leur spécificité vis-a-vis de Bacteroidaceae (90 % des séquences de
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Bacteroidaceae présentes dans SILVA devraient en théorie étre correctement amplifiées).
De plus, 'ADN de bactéries appartenant aux Tannerellaceae ne devrait pas étre amplifié
(99,9 % des souches de Tannerellaceae dans SILVA présentent au moins 2

mésappariements, ou au moins un mésappariement dans les 5 derniéres bases).

Les souris ayant servi a I'étude métagénomique et celles utilisées pour la qPCR ayant
été commandées a un an d’intervalle, il est probable que des modifications existent au
niveau de leur microbiote digestif de base. Cette expérimentation confirme toutefois le
caractere reproductible de la forte diminution des Muribacaculaceae, uniquement dans

le groupe EPC+clindamycine.
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Figure 88. Abondance relative en Muribaculaceae et Bacteroidaceae au cours du
temps évaluée par qPCR. n= 5 souris par groupe.
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La souche type de Muribaculum intestinale DSM 28989, représentant la famille
Muribaculaceae, est trés sensible in vitro a 'action de la clindamycine (Figure 89). Cette
souche est également multisensible aux (-lactamines, mais résistante aux
fluoroquinolones. Elle apparait sensible in vitro a 'action de la vancomycine et résistante
a la colistine, bien qu'il s’agisse d'un bacille a Gram négatif. Elle partage cette derniere
caractéristique avec les bactéries du genre Porphyromonas qui sont phylogénétiquement
proches. Dans un modele murin ou l'effet d'une antibiothérapie par vancomycine, par
colistine, ou par fluoroquinolone (enrofloxacine) a été étudié, une tres forte diminution
de la concentration en Muribaculaceae était observée dans le groupe vancomycine, mais

pas dans les groupes ayant recu de la colistine ou une fluoroquinolone (255).

Figure 89. Sensibilité de la souche de Muribaculum intestinale a la clindamycine.
Diameétre d’inhibition de la clindamycine > 70 mm. CMN=clindamycine, LVX =
lévofloxacine.
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4.3.6. Analyse métabolomique

Une analyse métabolomique ciblée a été réalisée. Cette méthode permet

potentiellement la détection de 238 métabolites impliqués dans diverses voies

métaboliques majeures.

Controles Qualité et Normalisation

Il était indispensable de corriger la dérive d’intensité au cours du temps propre a

chacun des métabolites dosés. Pour cela le méme controle qualité (mélange de selles de

souris contréle) a été analysé a 12 reprises, tous les 8 échantillons. En effet la dérive

d’intensité est fonction de la stabilité du métabolite dosé : elle est majeure pour la

biliverdine, mais moins importante pour l'arginine (Figure 90). La normalisation par

métabolite a été réalisée a I'aide de MetaboDrift v1.1 (206). Pour limiter les biais liés a

cette dérive d’intensité, méme si nous avons normalisé les données, les échantillons

avaient été randomisés au niveau de leur ordre de passage sur 'automate.

||||||I|||.“"“|||||||||||||||I||....-|||II||...|||||II||||||I||....
T Voo PRI REY (T YO N

aLe%" 27.1%" 34.2%" a7.6%" 58.5%" 38.4%" 61.2%'

Arginine Beta hydroxyethyl theop Bilirubin Biliverdin Biotin Cortisol Cortisone

A3 oo O
O W 11

221%" 9.8%" 21.8%" a.6%" 6.6%

Arginine -oxyethyl theophylline E1 Bilirubin Biliverdin Biotin Cortisol Cortisone

Figure 90. Drift d’intensité avant correction (en haut) et apres correction (en

bas). lere ligne = QC au cours du temps, 2¢me ligne = échantillons selon I'ordre de passage.
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Caecum

D’apres I'analyse par composantes principales, les groupes contrdle et colonisé par

EPC sont distincts, et le groupe FMT se positionne de fagon intermédiaire (Figure 91).
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Figure 91. Analyse métabolomique sur le contenu czecal: analyse par
composantes principales. n=>5 souris par groupe.
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Une analyse statistique par méthode ANOVA a été réalisée pour rechercher des
différences inter-groupes. Les métabolites significativement différents sont repris dans

le Tableau 9.

Tableau 9. Analyse métabolomique sur le contenu cacal : ANOVA.

p.value Fisher's LSD
7S,8R-Dihydrobiopterin 1,98E-09 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
Riboflavin 6,18E-05 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
5-Hydroxy-L-Tryptophan 0,000124 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
4-Guanidinobutanoate 0,000124 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
Palmitoylcarnitine 0,001648 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
4-Pyridoxate 0,005331 Ctrl - FMT
Cortisone 0,008759 Ctrl - EPC; FMT - EPC

Le 4-Guanidinobutanoate est impliqué dans le métabolisme de l'arginine et de la
proline, 'arginine ayant été décrite comme métabolite activateur des macrophages (256).
En effet, I'arginine est un précurseur direct du NO. Le 4-Guanidinobutanoate est

augmenté dans les groupes EPC et FMT.

La palmitoylcarnitine a été récemment identifiée lors de l'infection a Salmonella
Typhimurium comme un métabolite possédant soit une action antibactérienne directe,
ou comme un métabolite présentant une action immunomodulatrice. Dans un modéle de
culture ex vivo de cellules isolées de ganglions lymphatiques mésentériques, la
palmitoylcarnitine diminuait significativement le nombre de lymphocytes T CD4+CD25¢%,
en induisant I'apoptose par les caspases 3 et 7 (257). Les lymphocytes T CD4*CD25* tués
pourraient faire partie des Treg, ce qui pourrait modifier la réponse immunitaire de I'hote

(257). La palmitoylcarnitine est augmentée dans les groupes EPC et FMT.

La cortisone fait partie des glucocorticoides, et possede un puissant effet anti-
inflammatoire. Des modifications de la concentration digestive en glucocorticoides liées

au microbiote digestif ont été décrites dans un modele murin (258).
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Le 5-Hydroxy-L-Tryptophan est un métabolite du tryptophane impliqué dans la voie

de la sérotonine. La sérotonine présente des effets directs sur les macrophages et cellules

dendritiques en augmentant la synthese d’IL-1f3 et d’IL-6, et stimule les lymphocytes T

(259). L’'Hydroxy-L-Tryptophan est augmenté dans les groupes EPC et FMT. Par contre

on ne met pas en évidence de différence au niveau du tryptophane, mais 'augmentation

du 5-OH tryptophane peut laisser suggérer que des modifications au niveau de

métabolites du tryptophane ont lieu. La sérotonine ainsi que les autres métabolites du

tryptophane ne sont pas inclus dans I'analyse métabolomique réalisée, et ils seront dosés

spécifiquement par une autre méthode (Figure 93) plus précise.
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Figure 93. Métabolites du tryptophane dosés au CHU de Lille. Schéma réalisé par
Benjamin Hennart et Marie Lenski du laboratoire de Toxicologie du CHU de Lille.
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Le 5-Hydroxy-L-Tryptophane, le palmitoylcarnitine, ainsi que le 4-Guanidinobutanoate

sont trés corrélés (Figure 94).
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Figure 94. Corrélation des métabolites retrouvés au niveau du contenu caecal.
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Colon et Iléon

Les résultats de 'analyse métabolomique dans le cdlon et I'iléon ne sont pas présentés

dans le détail pour ne pas alourdir le manuscrit.
Pour le cbdlon on retrouve des modifications au niveau d'un des métabolites du

tryptophane  (5-Hydroxy-L-Tryptophane), de la palmitoylcarnitine, du 4-

Guanidinobutanoate, et de la cortisone comme au niveau du caeecum (Tableau 10).

Tableau 10. Analyse métabolomique sur le contenu colique : ANOVA.

p.value Fisher's LSD
5-Hydroxy-L-Tryptophane 1,18E-07 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
7S,8R-Dihydrobiopterine 9,39E-07 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
Cortisone 9,90E-05 Ctrl - EPC; FMT - EPC
Sphinganine 0,001311 Ctrl - EPC; Ctrl - FMT
Palmitoylcarnitine 0,001682 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl
4-Guanidinobutanoate 0,005201 EPC - Ctrl; FMT - Ctrl

Pour I'iléon on n’observe pas de différence entre les groupes par méthode ANOVA.

Ces premiers résultats de métabolomique devaient étre confirmés par une autre
technique permettant une quantification précise. De plus, certains métabolites d’intérét
n’étaient pas détectables par cette technique de métabolomique en cours de mise au

point.

Nous avons d’abord choisi d’explorer la voie des métabolites du tryptophane. Il serait
également souhaitable de doser précisément les principaux SCFA (propionate, acétate,
butyrate), étant donné leur role pivot permettant I'interaction entre microbiote digestif
et systeme immunitaire de ’hdte. La cortisone est également un candidat intéressant,

étant donné son role anti-inflammatoire majeur.
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4.3.7. Métabolites du tryptophane

Il n’existait pas ou peu de différences au niveau des concentrations du tryptophane
ainsi qu’au niveau du rapport kynurénine/tryptophane, qui est un reflet de 'activité
indolamine 2,3-dioxygenase (Figure 95). Le tryptophane étant apporté par
I'alimentation, les souris colonisées par EPC auraient pu moins s’alimenter. En effet, elles
souffrent de pneumopathie plus sévere et les prélevements ont été réalisés 24 heures
apres infection. Cependant, les concentrations en tryptophane étaient similaires selon les
groupes, ce qui nous permet d’écarter cette hypothése. Nous avons ensuite étudié plus

précisément les métabolites des voies de la sérotonine, des kynurénines et de I'indole.
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Figure 95. Dosage du tryptophane et calcul du rapport kynurénine sur
tryptophane, reflet de I'activité indolamine 2,3-dioxygenase.
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Voie de la sérotonine

On observe une diminution de la sérotonine dans les 3 compartiments (ceecum, célon
et iléon) pour les souris colonisées par EPC, restaurée par la transplantation de
microbiote fécal (Figure 96). Cette diminution de la sérotonine est associée a une
augmentation modérée du 5-OH Tryptophane (précurseur de la sérotonine) et du 5-OH-
indole acide acétique (métabolite de la sérotonine) mais qui n’est pas retrouvée dans les

3 compartiments.

Au niveau digestif, la sérotonine augmente la motilité ainsi que la sécrétion de
bicarbonate (260). Une diminution de la concentration luminale en sérotonine dans le
groupe EPC pourrait peut-étre favoriser la persistance de la colonisation dans le temps.
Néanmoins cette hypothese demanderait a étre vérifiée par des expériences
complémentaires.

La sérotonine pourrait avoir un effet immunomodulateur a distance. Il serait
nécessaire de mesurer la concentration en sérotonine dans le sang et les poumons pour
s’en assurer. La plupart de la sérotonine dans le corps est transportée par les granules
denses des plaquettes. La sérotonine est relarguée lors de 'activation des plaquettes. Les
plaquettes ne peuvent pas synthétiser leur propre sérotonine, elles récupérent la
sérotonine sanguine a travers leur transporteur SERT. La sérotonine sanguine provient
en quasi-totalité des cellules entérochromaffines digestives. La sérotonine stimule les
lymphocytes NK en augmentant leur production d’IFN-y (261), et agit également sur les
cellules dendritiques en augmentant leur production d’IL-13 et en diminuant la
production de TNFa (262). La sérotonine induit également un recrutement de cellules
dendritiques et de polynucléaires neutrophiles (263). Elle protege les lymphocytes NK de
I'apoptose engendrée par un stress oxydatif, en piégeant les formes actives de I'oxygene
produites dans les tissus infectés (264). La diminution de la concentration en sérotonine
pourrait en partie expliquer les résultats obtenus en cytométrie en flux (baisse des
lymphocytes NK et des cellules dendritiques dans les poumons de souris colonisées par

EPC et infectées par P. aeruginosa).

177



Les plaquettes semblent également jouer un réle dans la réponse de 'h6ote a une
infection pulmonaire a P. aeruginosa (265). L'infection pulmonaire a P. aeruginosa induit
une thrombopénie périphérique d’ampleur modérée. Des facteurs d’activations
plaquettaires tels que le platelet factor-4 et la 3-thromboglobuline étaient détectés dans
le LBA. Le role des plaquettes dans la réponse immunitaire vis-a-vis d’autres infections
bactériennes est également désormais reconnu (266). Des bactéries telles que
Staphylococcus aureus étaient sensibles a I'action antibactérienne des plaquettes, tandis
que Streptococcus agalactiae résistait grace a sa capsule polysaccharidique (267).
L’action antibactérienne des plaquettes était médiée par certains effecteurs, comme. PF-

4 ainsi que la défensine hBD-1.

Pour la suite du travail, il serait donc intéressant de doser la sérotonine au niveau

sanguin et pulmonaire, ainsi que d’explorer les plaquettes (nombre et activation).
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Figure 96. Voie de la sérotonine.
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Voie des kKynurénines

On observait une augmentation de deux métabolites de la voie des kynurénines chez
les souris colonisées par EPC, uniquement au niveau du ceecum. Il s’agissait de I'acide
xanthurénique et de I'acide kynurénique. Cette augmentation ne semblait pas restaurée
par la transplantation de microbiote fécal. Ces deux métabolites sont des ligands

potentiels de AhR.

L’acide quinaldique, le 8-OH acide quinaldique, I'acide anthranilique ainsi que le 3-OH

acide anthranilique étaient sous la limite de détection dans tous les échantillons.

L’acide xanthurénique et l'acide kynurénique sont des ligands de AhR. Apres
activation, AhR augmente la production d'IL-22 dans les lymphocytes T CD4+(110). Les
ligands d’AhR induisent la différenciation en Treg, luttant contre les réponses
hyperinflammatoires déléteres (268). Cependant, l'augmentation de I'acide
xanthurénique et de 'acide kynurénique est retrouvée au niveau cacal a la fois dans le
groupe EPC et dans le groupe FMT. Au niveau colique on observe la méme tendance, qui
n’est pas significative car le groupe controle est plus variable. L’augmentation de ces
métabolites observée dans le groupe EPC ne permet probablement pas d’expliquer le
pronostic défavorable, car elle est également retrouvée dans le groupe FMT. Cette
augmentation pourrait étre due a des modifications du microbiote digestif communes aux
groupes EPC et FMT. Une augmentation du xanthurénate a déja été décrite une semaine

apres administration de clindamycine dans un modeéle murin (167).
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Figure 97. Voie des kynurénines.
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Voie de I'indole

L’indole acide lactique était augmenté dans le groupe colonisé par EPC, et encore plus
augmenté dans le groupe qui a recu une transplantation de microbiote fécal (Figure 98).

Les mémes résultats étaient retrouvés a la fois dans le ceecum et dans le colon, mais pas

dans l'iléon.

La tryptamine était sous la limite de détection dans tous les échantillons.
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Figure 98. Voie de I'indole.
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4.3.8. Inférence fonctionnelle a partir de métagénomique
ciblée

Des algorithmes permettant de réaliser une inférence fonctionnelle a partir de
données de métagénomique ciblée sur 'ADNr 16S ont été décrits (269). A partir des
données de métagénomique obtenues précédemment, il est possible de prédire le
génome des bactéries composant le microbiote, et donc de prédire les fonctions
métaboliques de ces bactéries. En effet, phylogénie et fonction sont liées (269). PICRUSt2
est I'algorithme le plus récent permettant de réaliser cette inférence (210). PICRUSt2
utilise des données métagénomiques pas encore classées par rapport a SILVA, et les
compare a sa propre base de données, constituée de plus de 40 000 génomes bactériens.
Contrairement a Qiime 2, PICRUSt2 ne classe pas les séquences, elles sont simplement

insérées dans un arbre phylogénétique préexistant pour prédire des voies métaboliques.

Une analyse statistique a été réalisée par ANOVA suivie d'un test post hoc de Tukey, et
une correction de Bonferroni a été appliquée pour tenir compte des comparaisons
multiples. Treize fonctions métaboliques ont une valeur de p inférieure a 0,01 (Tableau

11). Les numéros EC correspondent a la classification de I'Enzyme Commission (270).
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Tableau 11. Fonctions métaboliques variant significativement entre les groupes

(inférence a partir des données métagénomiques du célon).

Fonction métabolique p-value
EC:6.1.1.23 Aspartate--tRNA(Asn) ligase 4,66E-04
EC:2.8.2.22 Aryl-sulfate sulfotransferase 5,22E-04
EC:1.1.1.130 3-dehydro-L-gulonate 2-dehydrogenase 8,02E-04
EC:2.7.1.51 L-fuculokinase 1,19E-03

EC:2.3.1.241 Kdo(2)-lipid IV(A) lauroyltransferase 2,10E-03
EC:2.4.1.247 Beta-D-galactosyl-(1->4)-L-rhamnose phosphorylase 3,58E-03
EC:3.2.1.180 Unsaturated chondroitin disaccharide hydrolase 3,84E-03
EC:3.2.1.82 Exo-poly-alpha-galacturonosidase 4,45E-03
EC:4.2.2.1 Hyaluronate lyase 4,64E-03

EC:3.5.1.81 N-acyl-D-amino-acid deacylase 6,18E-03
EC:6.3.2.29 Cyanophycin synthase (L-aspartate-adding) 8,32E-03
EC:6.3.2.30 Cyanophycin synthase (L-arginine-adding) 8,32E-03
EC:2.7.7.38 3-deoxy-manno-octulosonate cytidylyltransferase 8,71E-03

La fonction EC:2.8.2.22 Aryl-sulfate sulfotransférase paraissait intéressante, car les

sulfotransférases sont impliquées dans le métabolisme de la sérotonine par

transformation en 5-HT-sulfate (271). Les dérivés sulfatés sont généralement inactivés

et plus rapidement éliminés du fait de leur caractere hydrophile (271). La présence de 5-

HT-sulfate en quantité importante dans des prélevements intestinaux a été rapportée

dans un modele expérimental de syndrome sérotoninergique chez le rat (272).
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Figure 99. Prédiction de l’abondance relative de la fonction Aryl-sulfate
sulfotransférase par échantillon.

Pour déterminer par quels taxons bactériens est portée la prédiction de la fonction
Aryl-sulfate sulfotransférase, une analyse détaillée de la contribution de chaque ASV par

échantillon a été réalisée.

A partir d’'un tableau de 3 713 588 lignes généré sous PICRUSt2, la fonction EC:2.8.2.22
a été extraite et chaque ASV a été matché sous R a la table taxonomique préalablement
construite avec Qiime2 et SILVA dans le chapitre 4.3.5. Par exemple, I'ASV
«06971ddd803e9611cce61d1236df766a » correspondait a Hungatella. Un faible

nombre d’ASV n’ont pas pu étre identifiés.
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Figure 100. Abondance relative de chaque ASV (normalisée par le nombre de
copies d’ADNr 16S) multiplié par la prédiction du nombre de copies de genes
correspondant a une fonction aryl-sulfate sulfotransférase.
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L’augmentation de la fonction Aryl-sulfate sulfotransférase dans le groupe EPC, et dans
une moindre mesure dans le groupe FMT, semble portée en grande partie par le genre
Hungatella. En effet, 10 protéines du génome de H. hathewayi DSM 13479 auraient une
activité sulfotransférase, d’apres la base de données de PICRUSt2. C’est également vérifié
sur l'annotation automatique de la souche type de H. hathewayi (d’apres la requéte
«[[Clostridium] hathewayi DSM 13479] » + «sulfotransferase » sur NCBI Protein).

Certaines entérobactéries posseédent 1 a 3 copies de geénes codant pour des
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sulfotransferases. La souche de K. pneumoniae KPLO0.2 utilisée pour la colonisation n’en
possede pas d’aprés l'annotation automatique de son génome (213). Certains

Parabacteroides possédent une seule copie d'un géne codant pour des sulfotransférases.

L’analyse réalisée par PICRUSt2 est normalisée par rapport au nombre de copies
d’ADNr 16S et par rapport au nombre de copies de chaque fonction métabolique
présentes sur le génome prédit. Le nombre de copies d’ADNr 16S est variable selon
I'espéce bactérienne, compris entre 1 et 15 (273). L’abondance retrouvée par analyse
métagénomique de chaque ASV, est donc divisée par le nombre de copies d’ADNr 16S
pour chaque espece. Par exemple, le nombre de copies d’ADNr 16S estimé pour les ASV
correspondant a Hungatella était de 1, contre 6 pour certains ASV correspondant a
Parabacteroides. Au total, pour obtenir les résultats de la Figure 100, 'abondance de
chaque ASV sera divisée par le nombre de copies estimé d’ADNr 16S, et multipliée par le

nombre de copies estimées des genes correspondant a chaque fonction métabolique.

En analysant des données de métagénomique iléale la fonction Aryl-sulfate
sulfotransférase est prédite comme étant plus abondante dans le groupe colonisé par

EPC, mais la différence n’était pas significative.

Ces résultats d’'inférence fonctionnelle a partir de données de métagénomique ciblée
sur ’ADNr 16S suggerent que la diminution de la concentration en sérotonine observée
au niveau digestif dans le groupe EPC pourrait étre liée a 'augmentation de 'abondance
relative du genre Hungatella, par métabolisation en 5-HT-sulfate. En effet, sur les 2095
fonctions métaboliques étudiées sans a priori, la fonction aryl-sulfate sulfotransférase
était une des plus significativement associées au groupe colonisé par EPC. Cette
hypothese demande toutefois a étre vérifiée, du fait du caractere inférentiel de I'analyse
réalisée. Elle pourrait étre vérifiée par métagénomique fonctionnelle (séquencgage direct
de ’ADN dans un échantillon, non ciblé sur 'ADNr 16S), ou par dosage direct de la 5-HT-

sulfate.
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5. Discussion et perspectives

Nous avons montré I'existence d’une fenétre de susceptibilité a la colonisation par EPC
évaluée a une semaine avant ou apres une injection de clindamycine. La colonisation par
EPC était associée a une moindre résilience du microbiote : 'alpha-diversité était
diminuée dans le groupe colonisé par EPC, par rapport au groupe ayant juste recgu de la
clindamycine. Cet état de dysbiose, toujours présent 7 jours apres la derniere
administration d’antibiotique, était caractérisé par une quasi-extinction de la famille
Muribaculaceae accompagnée d'une expansion des genres Hungatella et
Lachnoclostridium. La dysbiose digestive induite par la colonisation par EPC aggravait la
sévérité de l'infection pulmonaire a P. aeruginosa, ce qui était en partie restauré par la
transplantation de microbiote fécal. L’aggravation de la pneumopathie pourrait faire
intervenir les cellules dendritiques, les macrophages alvéolaires, et les lymphocytes T NK

et CD4 au niveau pulmonaire. Une diminution de la sérotonine a été mise en évidence au

niveau digestif, dont le role précis reste a déterminer.

Fenétre de susceptibilité a la colonisation encadrant une administration de

clindamycine

L’existence d'une fenétre de susceptibilité a la colonisation par EPC encadrant la prise
d’un antibiotique souligne I'importance de lutter contre toute prescription d’antibiotique
non justifiée. C’'est probablement d’autant plus vrai pour les antibiotiques présentant une

forte activité anti-anaérobie et excrétés par voie biliaire, tels que la clindamycine.

La clindamycine est principalement prescrite en cas d’allergie a la pénicilline,
notamment dans le cadre d’antibioprophylaxie. En effet, la clindamycine, seule ou
associée a la gentamicine ou a la vancomycine, est recommandée par la société frangaise
d’anesthésie et de réanimation a la place de la céfazoline en cas d’allergie a la pénicilline
(274). Cependant en pratique, 90 % des patients se disant allergiques a la pénicilline ne
le sont pas en réalité et pourraient recevoir de la céfazoline (275). Treés peu d’allergies
croisées entre les pénicillines et la céfazoline sont retrouvées, car la céfazoline ne posséde
pas la chaine latérale R1 responsable de 90 % des réactions allergiques IgE-médiées

(276). L’antibioprophylaxie par clindamycine consiste en une seule injection de 900 mg
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en [V lente, avec éventuellement une réinjection de 600 mg si la durée de I'intervention
est supérieure a 6 heures. Ce schéma thérapeutique est trés similaire a celui utilisé dans
le modele murin de colonisation par EPC que nous avons mis au point. En effet, nous
avons montré qu’'une seule injection de clindamycine (10 mg/kg) suffisait a créer une
fenétre de susceptibilité a la colonisation par EPC évaluée a au moins 7 jours, et que

lorsque cette colonisation était installée, elle persistait plus de 3 mois.

En parallele de ce travail de thése, nous avons participé a une action éducative pour
essayer d’optimiser la prescription d’antibiotiques chez les femmes enceintes qui se
déclaraient allergiques a la pénicilline, mais dont les symptomes rapportés a
l'interrogatoire autoriseraient la prescription de céfazoline. Si les patientes se déclarant
allergiques a la pénicilline n’ont pas présenté de symptdomes laissant suspecter une
allergie sévere (choc anaphylactique, cedéme de Quincke, atteinte respiratoire...), il est
recommandé de leur prescrire de la céfazoline au lieu de la clindamycine ou de la
vancomycine (277). Cependant, ces recommandations émanant des Centers for Disease
Control sont peu appliquées, car en pratique clinique seulement 14 % des
antibiothérapies étaient adaptées au niveau de risque allergique dans une étude publiée
en 2009 (278). En particulier, la plupart des patientes a bas risque d’anaphylaxie
recevaient de fagon erronée de la clindamycine. Nous avons donc mené une action
éducative sur une période de 6 mois, ciblant tous les prescripteurs potentiels, en
collaboration avec des gynécologues, anesthésistes, infectiologues, hygiénistes et
allergologistes du CHU de Lille. Le taux de prescriptions d’antibiotiques conformes chez
les patientes se disant allergiques a la pénicilline a été amélioré suite a cette action, avec
17 % d’antibiothérapies conformes avant intervention contre 67 % apres (p < 0,001). La
prescription de clindamycine chez les femmes enceintes se disant allergiques a la
pénicilline était diminuée dans le groupe a bas risque d’anaphylaxie. Ce travail a

récemment été publié dans un journal d’anesthésie obstétrique (234).

Nous souhaitons dans un second temps généraliser dans tous les secteurs d’anesthésie
'application d’algorithmes de prescription en fonction des symptémes d’allergie a la
pénicilline rapportés par les patients (279). Cela permettrait de limiter la prescription de
clindamycine, qui présente un impact a long terme sur le microbiote et qui présente une

efficacité moindre sur la prévention des infections postopératoires (280). Pour cela,
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'utilisation du systeme informatique de 1'hdpital en complément d’interventions

éducatives représente une piste intéressante (281).

L’'impact d’autres antibiotiques possédant une forte activité anti-anaérobie comme
I'amoxicilline-clavulanate ou la pipéracilline-Tazobactam n’a pas été évalué dans notre
modele. Pourtant, ces antibiotiques sont également décrits pour altérer fortement le
microbiote digestif et permettre une colonisation prolongée par des bactéries
multirésistantes (174). Nous souhaitons évaluer dans notre modéle murin I'impact
d’autres antibiotiques sur le microbiote digestif, et de déterminer la fenétre de
susceptibilité a la colonisation associée. Les antibiotiques les plus prescrits en France au
moment de I'enquéte nationale de prévalence de juin 2017 étaient par ordre décroissant
les céphalosporines injectables, l’amoxicilline-clavulanate, les fluoroquinolones,
I'amoxicilline, les imidazolés, la pipéracilline-Tazobactam (282). Ces antibiotiques
fréquemment prescrits présentent des spectres d’action différents, notamment au niveau
de leur activité anti-anaérobie, ce qui pourrait permettre de mieux comprendre le
processus de résistance a la colonisation et son altération par des antibiotiques. De plus,
cela pourrait permettre d’identifier des antibiotiques plus a risque que d’autres au niveau
de leur impact sur la résistance a la colonisation. Il est par contre plus délicat d’agir sur
la prescription de ces antibiotiques, fréquemment utilisés dans le cadre d’antibiothérapie
probabiliste. Des composés dérivés du charbon actif, tels que le DAV132, permettent de
se lier aux antibiotiques présents au niveau digestif et diminueraient I'impact des

antibiotiques sur la composition du microbiote sans modifier les taux sériques (283).

Dans notre modele, la fenétre de susceptibilité encadrant la prise de clindamycine était
présente aussi bien avant qu’aprés l'exposition par EPC. Il s’agit d’'un parameétre
important, qui est rarement pris en compte dans les études cherchant a identifier des
facteurs de risque de colonisation par EPC. En effet, habituellement seule I'administration
d’antibiotique précédant l'exposition a une EPC, ou concomitante a la période
d’exposition est recherchée. Il est en fait probable qu'une administration d’antibiotique
suivant I'exposition a une EPC constitue également un facteur de risque de colonisation,
en altérant la résistance a la colonisation médiée par le microbiote digestif normal.
Auquel cas, il pourrait étre important de limiter les prescriptions d’antibiotiques non

nécessaires chez les patients étiquetés comme « contact » d'un patient porteur d’EPC.
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Dysbiose associée a la colonisation par EPC

Sept jours apres injection de clindamycine, le microbiote digestif était en cours de
reconstitution. Une alpha-diversité intermédiaire était observée pour le groupe
clindamycine, comprise entre celle du groupe contréle et celle du groupe colonisé par
EPC. Cependant, cette reconstitution était variable selon les individus avec un groupe
clindamycine tres hétérogene. De plus, la reconstitution n’était pas tout a fait complete a
7 jours, car les souris exposées a 'EPC 7 jours apres administration de clindamycine

devenaient durablement colonisées, contrairement aux souris exposées 14 jours apres.

Les différences au niveau du microbiote digestif entre le groupe clindamycine et le
groupe colonisé par EPC étaient marquées par la quasi-extinction des Muribaculaceae
dans le groupe EPC, alors que dans le groupe clindamycine 'abondance tendait a se
rapprocher des contrdles. La reconstitution en Muribaculaceae dans le groupe
clindamycine a été vérifiée aprés mise au point d’'une PCR spécifique pour évaluer leur
abondance relative de facon dynamique le temps. Dés le quatrieme jour apres
administration de clindamycine, une reconstitution partielle débutait, puis une
abondance en Muribaculaceae se rapprochant des controles était atteinte au septiéme
jour. Par contre, la colonisation par EPC inhibait ce retour vers I'état initial apres
administration de clindamycine en s’opposant a la résilience du microbiote. L’autre
différence majeure est l'abondance des genres Hungatella et Lachnoclostridium

(appartenant aux Lachnospiraceae) qui était plus élevée dans le groupe EPC.

La famille Muribaculaceae avait déja été identifiée par Pamer comme associée a la
résistance a colonisation par Enterococcus faecium résistant aux glycopeptides (2). Dans
le modeéle que nous avons mis au point, la famille Muribaculaceae semble également jouer
un role important, au moins comme marqueur de la dysbiose transitoire engendrée par
une injection de clindamycine (en cas de diminution de I'abondance en Muribaculaceae).
Cependant, une fois que la colonisation par EPC est installée, une restauration partielle
de I'abondance en Muribaculaceae par FMT ne permettait pas dans un délai court de
décoloniser les souris. Il semblerait qu'une fois que la colonisation par K. pneumoniae
NDM-1 ait débuté, il soit difficile d’éliminer cette bactérie s’étant installée dans la niche

écologique libérée par 'administration de clindamycine.
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Récemment Ng et coll. se sont intéressés a la reconstitution du microbiote digestif suite
a 4 jours d’antibiothérapie par ciprofloxacine dans un modele murin (284). Une quasi-
extinction des Muribaculaceae (S24-7) était observée sous antibiothérapie, suivie d’'une
reconstitution progressive observée 2 a 7 jours apres l'arrét de 'antibiothérapie. La
reconstitution était variable selon les cages de souris (« effet cage »). L'explication
avancée par les auteurs était que dans leur modeéle chaque souris présentait chaque jour
une probabilité faible de se recoloniser par Muribaculaceae. Lorsqu’un individu s’était
recolonisé, alors le reste de la cage se recolonisait rapidement. De plus, la recolonisation
était favorisée par le co-housing avec des souris contréles, suggérant un réle de
I'environnement. Cet article suggére également qu'une compétition entre les
Muribaculaceae et les Bacteroidaceae a lieu pour occuper la méme niche écologique. Dans
notre modele murin, nous retrouvions également une restauration spontanée des
Muribaculaceae apres une administration de clindamycine, associée a une compétition
avec les Bacteroidaceae. Cependant, cette restauration était diminuée ou retardée chez
les souris colonisées par EPC. Le mécanisme exact n’est pas encore élucidé, mais pourrait
faire intervenir la souche de K. pneumoniae implantée, ou peut-étre les taxons Hungatella
et Lachnoclostridium dont I'abondance était plus élevée chez les souris colonisées par
EPC. Cette inhibition de la restauration pourrait se faire par un mécanisme direct
(compétition vis-a-vis de nutriments essentiels, production de bactériocines, systeme de
sécrétion de type VI) ou indirect (production de peptides antimicrobiens par I'héte, effet

sur le mucus, effet de différents métabolites) (49, 285).

Nous proposons un schéma récapitulatif des effets sur le microbiote digestif de la

dysbiose induite par la colonisation par EPC dans notre modeéle (Figure 101).
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Microbiote normal Dysbiose En voie de reconstitution
(Contrdle) (EPC+Clindamycine) (Clindamycine, FMT*)

K. pneumoniae K. pneumoniae*

a a
Ruminococcaceae Escherichia coli Escherichia coli

Muribaculaceae Lactobacillus % Muribaculaceae -

U n Bacteroidaceae Bacteroidaceae
Hungie!la Hungatella®
SCFA? \ SCFA?

1 Sérotonine

Colon

Figure 101. Schéma récapitulatif des principales modifications observées au
niveau colique dans notre modele murin. *: taxons retrouvés dans le groupe FMT,
mais pas dans le groupe clindamycine.

La dysbiose digestive a été décrite comme associée a un pronostic défavorable chez les
patients hospitalisés en réanimation : risque accru d’infection, de sepsis, et de syndrome
de défaillance multiviscérale (286). Dans les jours ou les semaines suivant la fin d’une
antibiothérapie, un nouveau microbiote se reconstitue, mais sa composition peut différer
par rapport au microbiote préantibiothérapie (287). La transplantation de microbiote
fécal (FMT) permettait sur un faible nombre de patients (n=2) de diminuer la diarrhée et
le syndrome de dysfonction multiorganes associés a la dysbiose intestinale (288). Chez
ces deux patients, on observait initialement une abondance relative élevée en
Bacteroidaceae et Enterobacteriaceae, qui diminuait apres FMT. Une revue de la
littérature reprend 5 cas de patients admis en réanimation qui ont vu leur état s’améliorer

apres FMT (hors infection a C. difficile), des J1 ou ]2 apres FMT (289).
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La dysbiose digestive a également été associée a une mortalité a 180 jours plus élevée
chez 98 patients admis dans un service de réanimation neurologique (290). Une
augmentation en Enterobacteriaceae observée pendant la premiere semaine apres
I'admission en réanimation était associée a une augmentation du risque de mortalité a
180 jours de 92 %. Une autre étude, ayant inclus 115 patients admis en réanimation,
retrouvait une augmentation de la famille des Enterobacteriaceae entre leur entrée dans
le service et soit leur sortie, soit au dixieme jour d’hospitalisation en réanimation (291).
De plus, des taxons réputés «anti-inflammatoires» étaient diminués, comme

Faecalibacterium.

Le modeéle murin que nous avons développé retrouve des résultats assez similaires,
avec une pneumopathie a P. aeruginosa plus sévére chez les souris présentant une
dysbiose intestinale, chez qui les Bacteroidaceae et les Enterobacteriaceae sont plus

abondantes.
Mécanismes potentiellement impliqués au niveau de I'axe intestin-poumon

Dans la littérature, quelques modeles murins de pneumopathie retrouvaient un roéle
du microbiote digestif dans la modulation de la réponse de I'’hote. Dans un modele de
pneumopathie a S. pneumoniae, la sévérité était augmentée apres altération du
microbiote digestif par 3 semaines d’antibiothérapie (ampicilline, néomycine,
métronidazole et vancomycine) (6). Le mécanisme semblait faire intervenir les
macrophages alvéolaires, qui présentaient de moins bonnes capacités de phagocytose.
Dans un modele de pneumopathie a P. aeruginosa, une antibiothérapie par vancomycine
pendant 14 jours conduisait a une augmentation de la charge bactérienne pulmonaire en
P. aeruginosa, et a une lésion pulmonaire plus importante d’aprés une analyse anatomo-
pathologique (292). L’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-10 était augmentée
dans le liquide broncho-alvéolaire des souris ayant été exposées a la vancomycine, bien
qu'aucune différence ne soit observée au niveau du recrutement des cellules

dendritiques.
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Dans notre modele, des modifications importantes des populations cellulaires
pulmonaires étaient observée en cytométrie en flux. Dans le groupe colonisé par EPC, le
nombre de cellules dendritiques, macrophages alvéolaires, lymphocytes T NK et CD4 était

diminué par rapport aux groupes contréle et FMT.

Plusieurs hypothéses sont en cours d’exploration pour expliquer ce phénomeéne. Les
SCFA ont un role d’interface entre le microbiote digestif et le systéme immunitaire de
I'hote bien décrit dans la littérature. Les modifications majeures de composition du
microbiote digestif suggerent un role potentiel des SCFA. En effet, une corrélation entre
Muribaculaceae et propionate a déja été montrée dans la littérature (134). Les
Muribaculaceae présentant une abondance proche de zéro dans le groupe colonisé par
EPC, associée a une expansion de Lachnospiraceae on peut s’attendre a des modifications
en SCFA entre les groupes. De plus, la restauration partielle en Muribaculaceae dans les
groupes clindamycine et FMT pourrait étre corrélée a la restauration du pronostic lors
d’'une pneumopathie a P. aeruginosa. Pour explorer cette hypothése, en plus du dosage
des SCFA qui est en cours, nous souhaitons tenter de restaurer l'abondance en
Muribaculaceae par gavage de la souche M. intestinale DSM 28989 et évaluer la

modification de la réponse de I'hOte suite a une pneumopathie a P. aeruginosa.

Une autre voie bien décrite dans la littérature est celle des métabolites du tryptophane.
Parmi ceux-ci, une diminution importante de la sérotonine au niveau digestif était
observée dans le groupe EPC. Pour explorer cette hypothése, nous souhaitons doser la
sérotonine dans le sang et le poumon, et explorer les plaquettes qui sont clairement
associées a la sérotonine et impliquées dans la défense vis-a-vis de la pneumopathie a P.
aeruginosa (265). Cette hypothese peut potentiellement expliquer 'effet a distance d’'une
dysbiose digestive sur la réponse de 'hdte lors d'une pneumopathie a P. aeruginosa. En
effet, 1a sérotonine est transportée par les plaquettes, depuis le compartiment digestif ou
elle est produite jusqu’au site de l'infection ou elle sera relarguée lors de I'activation
plaquettaire. De multiples synergies entre plaquettes et sérotonine ont été décrites. Dans
la dengue, la thrombocytopénie est provoquée par le relargage de sérotonine (293). Dans
'infection pulmonaire a P. aeruginosa, une thrombocytopénie périphérique a également
été décrite (265). Le role du microbiote digestif dans la régulation de la biosynthese de

sérotonine a été mis en évidence (294). Cependant, l'existence d'un lien entre le
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microbiote digestif, la concentration digestive en sérotonine, et l'effet de I'activation

plaquettaire sur une pneumopathie bactérienne n’a pas encore été explorée.

Une inférence métabolique fonctionnelle a partir des données de métagénomique
ciblée sur '’ADNr 16S a l'aide de PICRUSt2 permettait d’associer dans notre modele la
diminution de la sérotonine a une abondance relative prédite en aryl-sulfotransférase
plus importante dans le groupe EPC. Cette augmentation prédite en aryl-sulfotransférase
semblait liée a I'expansion du genre Hungatella observée dans le groupe EPC. En effet,
Hungatella hathewayi posséderait 10 protéines correspondant a une fonction aryl-
sulfotransférase aprés annotation automatique. Pour explorer cette hypothese, nous
souhaitons rechercher la présence du métabolite de la sérotonine 5-HT-sulfate au niveau

digestif, et évaluer la capacité de H. hathewayi a dégrader la sérotonine in vitro.

Finalement, des dosages en glucocorticoides au niveau digestif pourraient étre réalisés
pour confirmer la diminution de concentration en cortisone observée chez les souris
colonisées par EPC. Il est important de confirmer ces résultats par une autre méthode,
car la technique de métabolomique utilisée dans le chapitre 4.3.6 étant en cours de mise

au point, elle n’est pas suffisante a elle seule.

Une meilleure compréhension de la contribution des microbiotes digestifs et
pulmonaires dans I’axe intestin-poumon pourrait aboutir a I'identification d’especes ou
de métabolites d'intérét. La transplantation de microbiote fécal a un effet protecteur bien
démontré, mais utiliser une fraction isolée (microorganisme spécifique ou métabolite
associé) présentant un effet similaire pour une situation clinique donnée représenterait
un grand progres (195). En effet, des risques liés a la FMT existent, comme le transfert de
bactéries multirésistantes, ainsi que la survenue de pneumopathie d’aspiration (295).
Pour ces raisons, et pour un souci de standardisation lors d’essais cliniques futurs, des
stratégies basées sur 'administration de microorganismes ou de leurs métabolites sont

a privilégier (296).

En conclusion, nous avons montré que la colonisation digestive par K. pneumoniae
NDM-1 altérait le pronostic d'une infection aigué a P. aeruginosa. Le mécanisme était lié

a l'installation d’'une dysbiose digestive durable, s’opposant a la résilience naturelle du
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microbiote digestif. Un des principaux marqueurs de cette dysbiose dans le modéle murin
mis au point était la diminution d’abondance en Muribaculaceae. Le mécanisme précis de
I'altération du pronostic est en cours d’exploration, néanmoins des axes de recherche ont
été identifiés. L’analyse des concentrations en sérotonine et de l'activation des
plaquettes, ainsi que des concentrations digestives en SCFA semble présenter un intérét
particulier. Ce travail suggere que la colonisation asymptomatique par des bactéries
multirésistantes, telles que la souche de K. pneumoniae NDM-1 utilisée, ne constitue pas
uniquement un probléme écologique de moindre efficacité des antibiotiques en cas
d’'infection intercurrente. En effet, cette colonisation digestive asymptomatique peut
favoriser l'installation d’'une dysbiose venant moduler I'immunité de I'hote et altérer le

pronostic d'une infection aigué.
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7. Annexes

7.1. Annexe 1: Analyse réalisée avec Qiime 2,

phyloseq et PICRUSt2

Suite au séquencage avec le kit Ion 16S Metagenomics, un export au format fastq a été

réalisé.
7.1.1. Analyse avec Qiime 2

#Import des données brutes au format FastQ

giime tools import \

--type 'SampleData[SequencesWithQuality]' \
--input-path colon-manifest \

--output-path single-end-demux.qza \
--input-format SingleEndFastqManifestPhred33

#Filtrer les séquences de mauvaise qualité

qiime quality-filter g-score \

--i-demux single-end-demux.qza \
--o-filtered-sequences demux-filtered.qza \
--o-filter-stats demux-filter-stats.qza

#Elimination des erreurs de séquencage. Il est recommandé d’utiliser la fonction denoise-
pyro avec trim-left a 15 pour la technologie lon Torrent. La taille de troncage des read

dépend du produit d’amplification et de la qualité.

giime dada2 denoise-pyro \

--i-demultiplexed-seqs demux-filtered.qza \
--p-trunc-len 209 \

--p-trim-left 15\

--o-representative-sequences rep-seqs-dada2.qza \
--o-table table-dada2.qza \

--0-denoising-stats stats-dadaZ2.qza \

--p-n-threads 0

mv rep-seqs-dada2.qza rep-seqs.qza
mv table-dada2.qza table.qza

#Classification avec le réseau bayésien naif « Silva 132 99 % OTUs full-length sequences »
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giime feature-classifier classify-sklearn \
--i-classifier silva-132-99-nb-classifier.qza \
--i-reads rep-seqs.qza \

--0-classification taxonomy.qza

#Visualisation des taxa

giime taxa barplot \

--i-table table.qza \

--i-taxonomy taxonomy.qza \
--m-metadata-file colon-sample-metadata.tsv \
--0-visualization taxa-bar-plots.qzv

#Etape optionnelle : il existe un bug connu dans Qiime2 persistant depuis plus d’un an.
Au niveau taxonomique, certaines espéces non-cultivées ont un espace en trop a la fin
dans leur nom, ce qui empéche de filtrer les données. En cas d’erreur a |'étape suivante
de filtrage des données, il convient d’utiliser cette commande et de continuer I'analyse

avec le fichier « taxonomy-without-spaces.qza ».

giime tools export \
--input-path taxonomy.qza \
--output-path taxonomy-with-spaces

qiime metadata tabulate \
--m-input-file taxonomy-with-spaces/taxonomy.tsv \
--0-visualization taxonomy-as-metadata.qzv

giime tools export \
--input-path taxonomy-as-metadata.qzv \
--output-path taxonomy-as-metadata

giime tools import \
--type 'FeatureData[Taxonomy]" \
--input-path taxonomy-as-metadata/metadata.tsv \
--output-path taxonomy-without-spaces.qza

#Exclusion des séquences contaminantes : cyanobactéries, mitochondries, chloroplastes,

eukaryotes. Ne conserver que ce qui est classé au moins au niveau du phylum.

giime taxa filter-table \

--i-table table.qza \

--i-taxonomy taxonomy.qza \

--p-include D_1__\

--p-exclude Cyanobacteria,Mitochondria,Chloroplast,Eukaryota \
--o-filtered-table table-filtered.qza

#Visualisation des taxa
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giime taxa barplot \

--i-table table-filtered.qza \

--i-taxonomy taxonomy.qza \
--m-metadata-file colon-sample-metadata.tsv \
--0-visualization taxa-bar-plots-filtered.qzv

#Export au format BIOM

giime tools export --input-path table-filtered.qza --output-path exported
giime tools export --input-path taxonomy.qza --output-path exported

A cette étape, il est nécessaire de modifier manuellement les titres des colonnes du fichier
« taxonomy.tsv » en respectivement « #0TUID, taxonomy, confidence » pour pouvoir

exporter les données au format BIOM a I'étape suivante.

biom add-metadata -i exported/feature-table.biom -o table-with-taxonomy.biom --
observation-metadata-fp exported /taxonomy.tsv --sc-separated taxonomy

Demultiplexed sequence length summary

Forward Reads

Total Sequences Sampled 10000

2% 85 nts

9% 187 nts
25% 211 nts
50% (Median) 256 nts
75% 264 nts
91% 290 nts
98% 296 nts

Figure 102. Répartition de la taille des read aprés démultiplexage.

Les read de moins de 209 paires de bases ont été exclus, les read de plus de 209 paires
de bases ont été tronqués a 209 paires de bases. Cela a induit la perte de 20 % des read
qui ont été exclus, ainsi qu'une perte d’'information sur les read plus longs qui ont di étre
tronqués. Une taille limite a 209 paires de bases semblait présenter un bon compromis
en termes de nombre de read exclus (si la taille choisie était trop élevée, beaucoup de
read étaient exclus), et de perte d'information liée au nombre de read tronqués (si la taille

choisie était trop petite, cela engendrait une perte d’information importante sur les read
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tronqués) (Figure 102). D’apres la brochure du kit lon 16S Metagenomics, les 6 régions
amplifiées ont des tailles comprises entre 209 et 295 paires de bases. Il s’agit d’'une limite
inhérente a I'utilisation du kit lon 16S Metagenomics avec Qiime 2, qui est optimisé pour
'analyse de produits d’amplification établis avec une paire d’amorces, et dont la séquence

des amorces est connue.

Analyse statistique ANCOM (par Genre bactérien, niveau 16)

giime taxa collapse \

--i-table table.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \
--p-level 6 \
--o0-collapsed-table table-16.qza

qiime composition add-pseudocount \
--i-table table-16.qza \
--0-composition-table comp-table-16.qza

giime composition ancom \

--i-table comp-table-16.qza \

--m-metadata-file colon-sample-metadata.tsv \
--m-metadata-column Group \
--0-visualization 16-ancom-Group.qzv

Réalisation d’'une Heatmap (par Famille bactérienne, niveau 15)

giime taxa collapse \

--i-table table-filtered.qza \
--i-taxonomy taxonomy.qza \

--p-level 5\

--o-collapsed-table table-heatmap-15.qza

qiime feature-table filter-features \
--i-table table-heatmap-15.qza \
--p-min-frequency 500 \
--o-filtered-table f-table-heatmap-15.qza

giime feature-table heatmap \
--i-table f-table-heatmap-15.qza \
--p-cluster features \
--p-color-scheme viridis \
--0-visualization heatmap.qzv
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7.1.2. Analyse avec le package phyloseq de R

#Chargement des librairies

setwd("C:/pCloud/NGS/20190310 Metagenomique/Colon All")
library(phyloseq)

library(ggplot2)

library(ggsci)

theme_set(theme_classic())

#Chargement d’'une fonction parse_taxonomy_silva, pour importer les données au
format imposé par SILVA. Cette fonction a été écrite par Rob Gilmore

(https://gist.github.com/grabear/018e86413b19b62a6bb8e72a9adba349).

#Chargement des fonctions provenant de phyloseq-extended, écrites par Mahendra

Mariadassou (https://github.com/mahendra-mariadassou/phyloseq-extended)

J'ai ensuite édité les fonctions « plot_composition » et « ggformat» de phyloseq-

extended pour modifier 'apparence des figures générées.

#Import du fichier BIOM

ngs <- import_biom("colon-silva-209bp-table-with-taxonomy.biom", parseFunction=
parse_taxonomy_silva)

#Ajout des metadata

sampledata <- read.csv("colon-sample-metadata.csv", row.names = 1)

sample_data(ngs) <- sampledata

levels(sample_data(ngs)$Group) <- c("Controle","Clinda","EPC+Clinda","FMT")

sample_names(ngs) <- c("A-Controle 1","A-Controle 2","A-Controle 3","A-Controle
4""B-Clinda 1", "B-Clinda 2","B-Clinda 3","B-Clinda 4","C-EPC+Clinda 1","C-EPC+Clinda
2","C-EPC+Clinda 3","C-EPC+Clinda 4","D-FMT 1","D-FMT 2","D-FMT 3","D-FMT 4")

#Alpha diversité
plot_richness(ngs, color ="Group", measures = c("Chaol"”, "Shannon"), title = "")+
geom_point(size=7, alpha=0.7) + theme(axis.titlex = element blank(), text =

element_text(size=18)) + scale_color_npg()+ labs(col = "Groupe")

#Eliminer les séquences correspondant a des Familles inconnus, transformer en
abondance relative (%), et ne conserver les séquences d'abondance supérieure a 0.5 %

ngsp <- subset_taxa(ngsp, !(Family == "Unknown"))
ngs100 <- transform_sample_counts(ngsp, function(x) 100 * x/sum(x))
ngs100 <- prune_taxa(taxa_sums(ngs100) > 0.5, ngs100)
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ngs100 <- transform_sample_counts(ngs100, function(x) 100 * x/sum(x))

#Phylum
plot_composition(ngs100, "Kingdom","Bacteria","Phylum", numberOfTaxA : 10, fill =
"Phylum")

#Bacteroidetes
plot_composition(ngs100, "Phylum","Bacteroidetes”,"Family", numberOfTaxA : 10, fill
= "Family")

#Firmicutes

plot_composition(ngs100, "Phylum","Firmicutes"”,"Family", numberOfTaxA : 10, fill =
"Family")

plot_composition(ngs100, "Phylum","Firmicutes","Genus", numberOfTaxA : 8, fill =
"Genus")

#Proteobacteria

plot_composition(ngs100, "Phylum","Proteobacteria”,"Family"”, numberOfTaxA : 10,
fill = "Family")
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7.1.3. Analyse avec PICRUSt2

giime feature-table filter-features \

--i-table table.qza \

--p-min-frequency 500 \

--o-filtered-table feature-frequency-filtered-table.qza

qiime tools export \
--input-path feature-frequency-filtered-table.qza \
--output-path picrust

giime tools export \
--input-path rep-seqs.qza \
--output-path picrust

mkdir picrust2_out_pipeline
cd picrust2_out_pipeline

place_seqs.py -s ../seqs.fna -o out.tre -p 6 \
--intermediate intermediate /place_seqs

hsp.py -i 16S -t out.tre -o marker_predicted_and_nsti.tsv.gz -p 6 -n
hsp.py -1 EC -t out.tre -0 EC_predicted.tsv.gz -p 6

metagenome_pipeline.py -i ../table.biom -m marker_predicted_and_nsti.tsv.gz -f
EC_predicted.tsv.gz \
-0 EC_metagenome_out --strat_out

convert_table.py EC_metagenome_out/pred_metagenome_contrib.tsv.gz \
-c contrib_to_legacy \

-0 EC_metagenome_out/pred_metagenome_contrib.legacy.tsv.gz

pathway_pipeline.py -i EC_metagenome_out/pred_metagenome_contrib.tsv.gz \
-0 pathways_out -p 6

add_descriptions.py -i EC_metagenome_out/pred_metagenome_unstrat.tsv.gz -m EC \
-0 EC_metagenome_out/pred_metagenome_unstrat_descrip.tsv.gz

add_descriptions.py -i pathways_out/path_abun_unstrat.tsv.gz -m METACYC \
-0 pathways_out/path_abun_unstrat_descrip.tsv.gz
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7.2. Annexe 2 : Dépot des séquences sur SRA

SRA submission SUB6255554, "Colonization by carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae in a murine model., Sep 04 '19"

sra@ncbi.nlm.nih.gov <sra@ncbi.nim.nih.gov> 6 September 2019 at 17:13
To: remi.leguern@gmail.com

Dear Remi Le Guern,

This is an automatic acknowledgment that your recent submission to SRA database has been successfully processed
and will be released on the date specified.

Please reference PRINA563864 in your publication. This BioProject accession number is provided above in lieu of SRP
and should be used in your publication as it will allow better searching in Entrez.

SRA accession: PRIJNA563864
Temporary Submission ID: SUB6255554
Release date: 2020-10-04

Your SRA records will be accessible with the following link after the indicated release date:
https:/fwww.ncbi.nim.nih.gov/sra/PRJNA563864

Send questions and update requests to sra@ncbi.nlm.nih.gov; include the SRA accession PRINA563864 in any
correspondence.

Regards,

NCBI SRA Submissions Staff
Bethesda, Maryland USA
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7.3. Annexe 3 : Article Microbiology Resource
Annoncements

Title: Draft genome sequences of two carbapenemase-producing Klebsiella

pneumoniae isolated from blood cultures

Authors names & affiliations

Rémi Le Guern!?2, Teddy Grandjean?, Karine Faure!3, Marvin Bauduin?, Eric Kipnisl#,
Rodrigue Desseinl2

1 : Univ. Lille, EA 7366 - Recherche translationnelle : relations hote pathogénes, F-
59000 Lille, France

2: CHU Lille, Institut de Microbiologie, F-59000 Lille, France

3: CHU Lille, Unité de Maladies Infectieuses, F-59000 Lille, France

4: CHU Lille, Service de Réanimation Chirurgicale, F-59000 Lille, France

ABSTRACT

Carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae represents an emerging public health
issue. Here, we present the draft whole-genome sequences of K. pneumoniae clinical
strains KPLO.1 (OXA-48 carbapenemase) and KPL0.2 (NDM-1 carbapenemase). These
genome sequences should help in investigating pathophysiological mechanisms of

digestive colonization or infection with these highly resistant bacteria.

ANNOUNCEMENT

Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) are resistant to most beta-lactams,
including last-line options such as carbapenems, and are an emerging public health issue
(1). Klebsiella pneumoniae colonizes the human gastrointestinal tract and can persist in
the hospital environment, and outbreaks of carbapenemase-producing K. pneumoniae
are frequently described (2). In France, the most frequently identified carbapenemases
are 0XA-48 (86% of the CPE) and NDM (9% of the CPE) (3). Two strains of
carbapenemase-producing K. pneumoniae were isolated in the Lille University Teaching
Hospital (CHU Lille, France), KPLO.1 (producing OXA-48 carbapenemase) and KPLO0.2

(producing NDM-1 carbapenemase). Both strains were isolated from blood cultures using
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the Virtuo automated system (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) and identified by
matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry (Bruker Daltonics, Inc., Billerica, MA). KPLO0.1 was isolated from a 77-year-
old patient following digestive surgery, and KPL0.2 came from an 84-year-old patient

with a urinary tract infection.

The DNA of each isolate was extracted using a QlAamp DNA minikit (Qiagen, Hilden,
Germany), and quality control was performed using a Qubit v3.0 fluorometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Libraries were prepared using the Nextera XT DNA
Library prep kit (Illumina, San Diego, CA), followed by paired-end (2 x 150-bp)
sequencing on a HiSeq platform (Illumina). Genome coverage was about 650x for each
isolate. Paired reads were filtered, and Nextera adapters were removed using
Trimmomatic on a Galaxy server using default settings (4). Processed reads were de novo
assembled with Unicycler. Genomes were annotated using the Prokaryotic Genome

Annotation Pipeline (PGAP) v4.5 (5).

The draft genome of KPLO.1 consists of 5,825,863 bp and has a mean G+C content of
56.70%. A total of 5,628 protein-coding genes were annotated, including 92 RNA-coding
genes and 75 tRNAs, and the remaining genes were annotated as hypothetical proteins.
KPLO.1 belongs to sequence type 307 (ST-307) and possesses the KLL102 capsule locus
(6). The following resistance genes were predicted using ResFinder v3.0 (7): five beta-
lactam resistance genes (blaoxa-4s, blasuv-zs, blatem-18, blacrx-m-15, blaoxa-1), four
aminoglycoside resistance genes [aac(3)-1la, aph(3")-Ib, aph(6)-1d, aac(6')-1b-cr], five
fluoroquinolone resistance genes [qnrS1, qnrB1, aac(6’)-1b-cr, 0gxA, ogxB], and individual
antimicrobial resistance genes (fosfomycin, fosA; phenicol, catB4; sulfonamide, sulZ;

trimethoprim, dfrA14; tetracycline, tetA).

The draft genome of KPLO0.2 consists of 5,741,089 bp with a mean G+C content of 56.94%.
A total of 5,570 protein-coding genes were annotated, including 93 RNA-coding genes
and 79 tRNAs, and the remaining genes were annotated as hypothetical proteins. KPL0.2
belongs to ST-147 and possesses the KL64 capsule locus. The following resistance genes
were predicted: five beta-lactam resistance genes (blanowm-1, blasuv-11, blatem-18, blacrx-m-1s,

blaoxa-1), four aminoglycoside resistance genes [aac(3)-11a, strA, aph(6)-1d, aac(6')-1b-cr],
235



four fluoroquinolone resistance genes [qnrB1, aac(6')-1b-cr, oqxA, oqxB], and individual
antimicrobial resistance genes (fosfomycin, fosA; phenicol, catB4, sulfonamide, sull;

trimethoprim, dfrA1; tetracycline, tetA).

ST-147 was identified as one of the three major STs of carbapenemase-producing K.
pneumoniae in a worldwide study; ST-147 is usually recovered from India, Italy, and
Greece (8). ST-307 is described as highly prevalent in Italy (9). Overall, these two strains
are representative of the carbapenemase-producing K. pneumoniae isolates in Europe.
Further studies are warranted to investigate the pathophysiological mechanisms of

digestive colonization or infection with these highly resistant bacteria.

Data availability. These two draft whole-genome shotgun projects have been deposited
at DDBJ/ENA/GenBank under the accession numbers QHMA00000000 (KPLO0.1) and
PYBH00000000 (KPLO.2). The versions described in this paper are QHMA01000000
(KPLO.1) and PYBH01000000 (KPLO0.2). The SRA accession number is SRP155589.
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ABSTRACT

While antibiotic use is a risk factor of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
(CPE) acquisition, the importance of timing of antibiotic administration relative to CPE
exposure remains unclear. In a murine model of gut colonization with NDM-1-producing
Klebsiella pneumoniae, a single injection of clindamycin within at most one week before
or after CPE exposure induced colonization persisting up to 100-days. Timing of
antibiotic administration relative to CPE exposure may be relevant to infection control

and antimicrobial stewardship approaches.
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ARTICLE

Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) are an emerging public health
issue, considered a critical priority by the World Health Organization (1). Among CPE,
New Delhi metallo-beta-lactamase-1-(NDM-1)-producing Enterobacteriaceae are
particularly preoccupying. Indeed, NDM-1 confers resistance to most [(-lactams,
including carbapenems, and has spread worldwide (2), raising fears of severe infections

without therapeutic options (3).

In the hospital setting, contact with a CPE-colonized patient or prior antibiotic use are
major risk factors for CPE acquisition (4, 5). Among antibiotics, anti-anaerobes (e.g.,
piperacillin-tazobactam or clindamycin) seem particularly at risk (6, 7). While antibiotics
are a known risk factor, the role of the timing of CPE exposure relative to antibiotic
administration is unclear. We describe a murine model of gut colonization with NDM-1-
producing Klebsiella pneumoniae following a single administration of clindamycin and
assess the effects of timing of clindamycin administration relative to CPE exposure on

effective CPE colonization.

The French Ethical Committee for Animal Experimentation approved this study
(APAFIS #7166). Seven-week-old C57BL/6 male mice housed under specific pathogen-
free conditions and a clinical isolate of Klebsiella pneumoniae producing NDM-1-

carbapenemase (8) were used.

First, we validated the murine model of CPE gut colonization. Mice were divided into
four groups with or without 24-hour CPE exposure in drinking water (107 CFU/mL at
day 0) and/or intraperitoneal clindamycin (200ug) (Figure 1). CPE load was evaluated
by plating stool samples onto selective medium (lysogeny broth agar with 32 mg/L
cefotaxime and 6 mg/L vancomycin). In mice exposed to both CPE and clindamycin, 8.3
to 8.7 log CPE /g stools were recovered at Days 7 through 14 (Figure 1A). In mice exposed
to CPE without clindamycin, CPE load in stools briefly peaked at 5.6 log of CPE /g of stool
at Day 2 but fell below detection threshold from Day 7 onwards. Without clindamycin
administration, there was no effective colonization.

Microbiota alterations observed with CPE exposure and/or clindamycin injection

were analyzed by next-generation sequencing (n=2 per group) of ileal samples taken at
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Day 7 by 16S rDNA gene amplification using the Ion 16S™ Metagenomics kit and
sequencing on the Ion PGM System (Life Technologies, Carlsbad, USA). Bioinformatic
analyses were performed using QIIME2 (9) and R phyloseq package (10). CPE exposure
without clindamycin did not alter gut microbiota compared to controls: more than 90%
of 16S rDNA sequences were classified as Firmicutes, either Clostridiales or
Lactobacilliales (Figure 1B, 1C). Clindamycin administration without CPE exposure led to
an increase in Bacteroidetes (approximately 45%) and Proteobacteria, mainly
Enterobacteriales (up to 26%). Clindamycin administration with CPE exposure resulted

in a major increase in Proteobacteria (up to 84%), mostly Enterobacteriales (up to 76%).

To determine CPE colonization localization along the intestinal tract, intraluminal
contents from terminal ileum, caecum, colon, and stool samples were taken at Day 7 in
five CPE-exposed and clindamycin-treated mice. A higher load of CPE/g of digestive
contents was found in the caecum (8.2 log + 0.5), colon (8.0 log + 0.4) and feces (8.1 log +

0.2) compared to ileum (5.0 log + 0.8, p < 0.0001) (Figure 1D).

Finally, to determine the effects of timing of clindamycin administration relative to
CPE exposure on effective CPE colonization, CPE exposed mice received clindamycin at
different days before or after CPE exposure (Figure 2). Stool samples were collected twice
weekly for a month, then once weekly for two months to assess CPE load. Clindamycin
injection at most one week before or after CPE exposure was necessary to achieve gut
colonization (Figure 2). Indeed, when clindamycin was injected at either Days-21/-14 or

Days+14/+21, the mice were not durably colonized, despite CPE exposure at Day-0.

The timing of antibiotics relative to CPE exposure is a key factor of effective CPE
colonization. In our murine model, a single clindamycin injection within a week before or
after CPE exposure induced gut colonization for at least 100 days. Remarkably, in a study
predating the “omics” era, van der Waaij et al. also demonstrated 2-week selective
window for persistent digestive colonization with streptomycin/neomycin resistant
Gram-negative bacteria following oral administration of these antibiotics (11). Other
murine models of digestive CPE colonization have been described. In one model, when
mice were exposed to KPC-producing Klebsiella pneumoniae three days after the first

administration of clindamycin, CPE load initially attained 10 log CFU/g of stool, then
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decreased to 5-6 log CFU/g of stool five days after the last clindamycin injection (6). In
another model, in which mice were exposed to NDM-1-producing Escherichia coli four
days after the first administration of vancomycin, metronidazole, and ceftriaxone (12),
CPE load in stools was 2-3 log CFU/g (close to the detection limit) twenty days after
ending antimicrobials. In our model, with a single injection of clindamycin, CPE load over
7 log CFU /g of stool persisted for 100 days. Furthermore, our study is original in assessing
not only the window of opportunity for colonization after administration of antibiotics,
but also before and showing that this opportunity exists both one week before and after

antibiotics.

Gut microbiota analysis confirms that CPE exposure alone does not lead to
colonization since Enterobacteriales, which CPE belong to, remained undetected seven
days after exposure, similar to unexposed controls. Seven days after clindamycin
administration, there was a marked decrease in Clostridiales from over 75% to 30% at
most, an increase in Bacteroidetes (45%), and an appearance of Enterobacteriales (23%),
even without CPE exposure. Enterobacteriales are resistant to clindamycin; therefore
their expansion can be enhanced by clindamycin, as described previously in a murine
model of Clostridium difficile infection (13). Interestingly, in their pre-“omics”
demonstration of a selective window for digestive colonization induced by antibiotics,
van der Waaij et al., using germ-free mice recolonized with the flora from mice in which
colonization was no longer possible late after antibiotic exposure, found (in preliminary
experiments) that this flora conferring what was termed “colonization resistance” was
characterized by a major proportion of Clostridiales (11). A more recent study using
conventional culture methods showed that antibiotics allowed colonization by the ESBL
E. coli strain ST 131 regardless of effect on Bacteroidales (clindamycin) or not
(cefuroxime, dicloxacillin) (14). These results suggest that the timing of antimicrobials
relative to CPE exposure in providing ecologic space for implantation and expansion is an

important parameter to consider.

Clinical studies focusing on healthy travelers at high risk of being exposed to CPE or
other multidrug-resistant Enterobacteriaceae found a high rate of acquisition of
multidrug-resistant Enterobacteriaceae (15). Although initially at 51%, colonization was

short-lived as only 5% remained colonized three months after their return. In this
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population of healthy travelers, only 10% reported antibiotic use during their trip. While
studies of acquisition and persistence of colonization by NDM-1-producing
Enterobacteriaceae after travel to endemic countries concern few subjects, larger studies
concentrating on extended spectrum [-lactamase-producing Enterobacteriaceae show
that a significant risk factor is the use of antimicrobials during travel (16). These studies
suggest that a healthy gut microbiota protects travelers exposed to CPE or other

multidrug-resistant Enterobacteriaceae from long-term colonization (17).

Antibiotic use is a major risk factor of CPE colonization (5). In a context of up to 50%
of antibiotic misuse (18, 19), avoiding an epidemic spread of CPE requires antimicrobial
stewardship approaches. Our study suggests that more than the general notion of prior
antibiotic use, it is the timing of antibiotics relative to CPE exposure that may be the main
factor explaining colonization with CPE. This could be a crucial parameter to take into
account in infection control and antimicrobial stewardship strategies. Indeed, our study
shows there may be a specific window of opportunity for CPE colonization relative to

antibiotics administration.
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Figure 1. Gut microbiota alteration using clindamycin is a prerequisite for
durable colonization with carbapenemase-producing enterobacteria (CPE)
alongside the intestinal tract. (A) Quantification of CPE load in stools depending on
clindamycin administration and CPE exposure, 5 mice per group. Control group: no CPE
exposure and no clindamycin; CPE exposure group: CPE in drinking water for the first 24
hours (Day 0) and no clindamycin; clindamycin group: no CPE exposure and
intraperitoneal injection of clindamycin at Day 0; CPE + clindamycin group: CPE in
drinking water for the first 24 hours (Day 0) and intraperitoneal injection of clindamycin
at Day 0. (B-C) Relative abundance of bacterial phyla in terminal ileum samples using next
generation 16S rDNA sequencing. Same groups than in experiment 1A, 2 mice per group.

(D) Quantification of CPE load along the gastro-intestinal tract. Five mice were exposed
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to CPE in drinking water for the first 24 hours (Day 0) associated with intraperitoneal

injection of clindamycin at Day 0. Luminal samples were taken at Day 14.
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Figure 2. Effective CPE colonization depends on the timing of clindamycin
administration in relation to CPE exposure. Twenty-one mice were all exposed to CPE
for 24-hours in drinking water (Day 0). Clindamycin was injected once at one of the

following timepoints before or after CPE exposure: Day-21, Day-14, Day-7, Day-0, Day+7,

Day+14 or Day+21.
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