28.11.2019
Journées Claude Bernard

Il N’y a pas que des bactéries dans le
microbiote intestinal:
zoom sur les phages
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e Du microbiote intestinal

 Des phages

Phageome intestinal

Microbiote intestinal et thérapeutique
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microbiote intestinal

Numerous factors

are influencing the

complex gearing

* Lifestyle

* Food

¢ [mmune priming

* Host metabolic
signalling

L

* Appetite disorders « Anxiety
¢ Parkinson disease  » Depression
* Alzheimer disease s Autism

* Neurodegenerative e Stress

diseases s Addiction
* Multiple sclerosis
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* Diabetes
* |nsulin resistance

Gut: ..

* Low-grade inflammation
microbiota

* Arthritis
* Allergy
* Eczema

Nature Reviews | Gastroenterology & Hepatology
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Microbiote intestinal
composition

Bacteria: :
10" cfu g™ faeces,
27% of stool dry mass,
~4x10" (~0.2 kg) total i
~93% of total DNA, ~— |
(Sender et al., 2016) r e 8N
-

Archaea

Archaea:
10° - 10* cfu g* faeces,
~0.8% of total DNA
(Wampach et al., 2017)

shioporov et ol Cell host & microbes (2019)
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Microbiote intestinal
composition

_ Phages

Bacteria:
10" cfu g™ faeces,
27% of stool dry mass,
~4x10" (~0.2 kg) total i

~93% of total DNA,
(Sender et al., 2016)

Archaea

Archaea:
10° - 10* cfu g* faeces,
~0.8% of total DNA
(Wampach et al., 2017)

shioporov et ol Cell host & microbes (2019)
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Les phages ?

La plus abondante entité biologique sur terre sur la planéte (103%)

Phages spécifiques d’'une espece/souche

Tres efficaces pour tuer I’hote

Jouent un réle important dans la dynamique des populations bactériennes

Renaissance de I'intéret des phages dans des environnements riches en bactéries
v océans
v sol
v’ sédiments
v chez ’lhomme: dans lintestin (10°-10° bactéries/g de selles)
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Les phages : classification

| dsDNA ssDNAI
@ 00 O :

Microviridae
Podovirdae  COMicoMiridao  Toctivirdae

Lipothrixviridae

=3
Rudiviridae

ssRNA I
‘Ampullaviridae’ @ @ O

Levivi
‘Globuloviridae®  Plasmaviridao -

0| o< 5\l

Guttaviridae  ‘Bicaudaviridae’ Fuselloviridae Salterprovirus Cystoviridae Inoviridae
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Les phages : classification

Caudovirales . ssDNA
CoO 1 -
Podoviridao Corticoviridae 'l‘ocuvlrldla
SIphovlrldu Lipothrixviridae
[ =
Rudiviridae
ssRNA

— ®© O o

Levivirida
‘Globuloviridae®  Plasmaviridao -

01l o< o\l

Salterprovirus

Guttaviridae ‘Bicaudaviridae’ Fuselioviridae Cystoviridao Inoviridae
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Les phages : exemple

Caudovirales

Syphoviridae Myoviridae Podoviridae
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Les phages : cycle de réplication

) Infection -
Phage virulent Phage temperé
Further replications
and cell divisions 1
Replication

* Lytic/ \Lysogenic and cell division /@
—
N )

©_D
¥y —/ L@ D
#\E Induction @ihaein)\ /‘@
chro?nofome \@

T
Lysogens
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Roach and Debarbieux, Emerging Topics in Life in Sciences, 2017




Analyse du microbiote intestinal
méthodologie

e PCRciblée: ADN codant pour ARN 16s bactérien
— analyse uniguement le monde bactérien.

 Métagénomique shotgun: extraction et séquencage de ’ADN
présent dans I'échantillon
- 95 % d’ADN bactérien

e Meétagénomique shotgun vs métagenome de phage (phageome)
- 4-17% en commun (fonction de la profondeur de séquencage)

- Intérét de I'étude spécifique du phageome

[ . ., 1
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Analyse du phageome intestinal
méthodologie

e Concentration des phages

— Gold Standard: ultracentrifugation au chlorure de césium
- Mauvaise reproductibilité et diversité des phages moindres

e Utilisation d’une polymerase

- Perte de diversité: amplification préférentielle de 'ADN simple brin
- Perte de reproductibilité

* Analyse bio-informatique

— Bases de données publiques pauvres en phage et encore
plus en phage du microbiote intestinal

| d’Humieres et alI Scientific Reeorts ‘20192 |



Phageome intestinal
Composition

e Observation microscopique

Prédominance des phages a ADN double brin de la famille des
Caudovirales

- Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae

* Prédominance des phages tempérés

Hoyles et al., Research in Microbiology (2014) {') l& Université {@me 14
Institut Pasteur e cob
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Phageome intestinal
Composition

Bray-Curtis

[olelelele)

L1 .01 L1

| Lo =

* Phageome individu spécifique
Grande variabilité inter-individuelle

Minot et al., genome research (2011)
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Phageome intestinal
Composition

e Phageome commun

- « Healthy gut phageome »
» « Core »: 9 groupes de phages
présents chez 50% des individus sains
» « Commun »: 13 groupes de phages
présents chez 20-50% des individus

sains

Healthy Gut Bacteriophages
HGP

- CrAssphage (90% des
métagénomes viraux du

microbiote intestinal).  Phages in
> 97 Kbp, “ndbvisuals
» hote probable Bacteroides
intestinalis

Manrique et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (2016) (’J ] Université {@me 16
Institut Pasteur deParis "



Phageome intestinal
Composition

2
e Atravers les ages g@)(’lkkf *A 1\ I

» Analyse du méconium par microscopie a fluorescence n’a montré aucune particule
virale

» Colonisation trés rapide

» Renouvellement rapide au cours de la 2éme semaine de vie

» Vrai jumeaux: phageome plus divers que le bactériome

» Adulte: phageome stable
» Influence du régime alimentaire

Breitbart et al., Research in Microbiology (2008)
[ [ i i (’J ] Université 18me 17
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Phageome intestinal
Marqueur de sante

e Changements dans la composition du phageome intestinal

» MICI (Maladie de Crohn et RCH)
- Enrichissement des Caudovirales

> Diabeéte de type Il
- Augmentation du nombre de phages (richesse)
- Mise en évidence de 7 phages spécifiques

Phages, marqueur de santé?
Acteur sur la modulation du microbiote intestinal?

Norman et al., Cell (2015); Barr et al., Bacteriophage (2013) {'J ] Université fame 18
Institut Pasteur deParis " "




Microbiote intestinal et thérapeutique

* Succes de la transplantation fécale chez les patients souffrant d’une infection a
Clostridium difficile

P<0.001
P<0.001
|
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Phageome intestinal et thérapeutique?

* Transplantation de filtrat fécal chez les patients souffrant d’'une infection a
Clostridium difficile
» 5 Patients
- controle: pas de bactérie en culture (aérobie et anaérobie)
- phages, métabolites, sels biliaires, enzyme humaine (élastase, amylase, phosphatase

)

= Succes chez les 5 patients de la greffe de filtrat fécal

(day 0) (day 0) (+1 week) (+6 weeks)
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Phageome intestinal et thérapeutique?

 ROle des phages dans I'équilibre du microbiote intestinal?
e Composition du phageome fécale peut-il étre un facteur pronostic?
e Composition du phageome doit-elle intervenir dans la sélection des donneurs?

* Absence de transferts bactériens:
- Moins de risque de bactériémie avec une bactérie du donneur post transplantation

h . iy ,
J Université dame -
Institut Pasteur deParis




Analyse du microbiote intestinal

- NR :PrediRes / CEREMI

PREdicting the emergence of bacterial RESistance in the human gut
microbiota during antibiotic therapy
(Pr France Mentré)

Comparaison du cefotaxime et de la ceftriaxone (CllIG, méme spectre mais mode
d’élimination différents) sur leur impact sur le microbiote intestinal

Collection de selles Antibiotique

)14 -7 -1 1 2 3 J4 J7 J10 J15 J30 J90  J180

11 volontaires sains 11 volontaires sains
Ceftriaxone (IV) Cefotaxime (IV)

1g/j en 1 fois 3g/j en 3 fois

Elimination digestive (40%) Elimination digestive (10%)

'J Université f‘l%‘me 22

Burdet et al., Antimicrob. Agents Chemoter. (2019) s Fostr . deFars




Analyse du microbiote intestinal

Granularités différentes

Ciblées

Analyse du 16S

Analyse des sels biliaires

Analyse de la

Les « omes »

métapopulation de E. coli

Analyse du métagénome globale

Analyse du phageome

Analyse du métabolome

Analyse du mycobiome

- Intégration de 'ensemble des résultats .....

¥
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Analyse du microbiote intestinal

Granularités différentes

Ciblées Les « omes »

Analyse du 16S Analyse du métagénome globale

Analyse du phageome

Analyse des sels biliaires

Analyse de la Analyse du métabolome

métapopulation de E.

coli Analyse du mycobiome

- Intégration de 'ensemble des résultats .....
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Phageome intestinal
Genes de résistance aux antibiotiques

— Etude princeps

Phageome intestinal de la souris: |le traitement antibiotique tend a augmenter
les génes de résistance retrouvés chez les phages du microbiote intestinal.

— Controverse
Réanalyse des données de phageome de Modi et al. avec une méthode

bioinformatique plus stringente
- Absence de génes de résistance aux antibiotiques retrouvés

Modi SR et al., Nature (2013); Enault et al., ISME (2016)




Au total...

Les phages sont aussi nombreux que les bactéries dans le microbiote
intestinal

La méthodologie pour I'étude du phageome intestinal est encore un
challenge

Le phageome intestinal est individu spécifique

Le phageome intestinal comme marqueur de santé ou comme outils
thérapeutique?

Les phages du microbiote ne semblent pas participer a la diffusion de génes
de résistance aux antibiotiques
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