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PREAMBULE

Mon attrait pour la biologie a débuté trés jeune, probablement des les « premiéres expériences »
réalisées a 1’école primaire d’un petit village aveyronnais. Cette attirance a été confortée au
collége et surtout au lycée avec une curiosité accrue pour le monde de la recherche. Suivant les
conseils d’amis de la famille, j’ai opté pour des études de pharmacie qui me permettaient
d’intégrer une filiére pouvant mener a de la recherche en biologie appliquée dans le domaine de la
santé. J’ai effectué¢ mes études a la Faculté de Pharmacie de Montpellier et, dés la fin de premicre
année, j’ai réalisé mon premier stage chez un industriel local réalisant des travaux de recherche
dans le cadre d’obtention d’autorisation de mise sur le marché de produits de cosmétologie.
Ensuite, j’ai réalisé un stage d’initiation a la recherche au laboratoire de biologie cellulaire de ma
faculté, stage qui m’a confortée dans mon envie d’en faire mon futur métier. J’ai donc poursuivi
par une 5™ année de pharmacie en option « recherche » puis un DEA en 6°™ année avec des
stages réalisés au laboratoire de Parasitologie-Mycologie de ma faculté. Durant ce DEA, j’ai
monté un projet de recherche en bactériologie, avec 1’aide du Pr Estelle Jumas-Bilak, qui a
confirmé ma passion pour la microbiologie, et plus particulierement les bactéries. Dans 1’optique
d’entamer une thése d’Université en bactériologie, j’ai postulé sur un poste d’ Assistant Hospitalo-
Universitaire (AHU) au CHRU de Nancy dans le laboratoire du Pr Alain Lozniewski. Ce dernier
¢tait a la recherche d’un candidat capable de mettre en place au CHRU un secteur de diagnostic
bactériologique moléculaire, et intéressé par un doctorat sur les bactéries anaérobies.

Je travaille donc dans I’équipe du Pr Lozniewski depuis 2004, tout d’abord en tant qu’AHU,
puis en tant que Praticien Hospitalo-Universitaire et, depuis 2012, en tant que MCU-PH. Je me
suis, dans un premier temps, impliquée dans la thématique de recherche du laboratoire portant sur
la résistance aux antibiotiques des bactéries anaérobies, en y apportant un versant phylogénie
grace au lien étroit que j’ai conservé avec le Pr Jumas-Bilak. Ceci m’a permis de réaliser ma these
d’Université et d’afficher une expertise dans le domaine des anaérobies qui a mené a la
publication de 16 articles de recherche, 2 revues et 4 chapitres de livres. Mérieux Université m’a
¢galement sollicitée pour étre formatrice d’une session annuelle « Isolement et identification des
bactéries anaérobies strictes ».

Cet intérét pour les bactéries anaérobies m’a naturellement menée vers le microbiote intestinal
qui est dominé par ces especes bactériennes. Depuis plusieurs années, je suis persuadée du role
crucial qu’exercent nos microbiotes sur notre santé et je me suis enthousiasmée de pouvoir
travailler dessus dans le cadre d’une collaboration avec des immunologistes de la Faculté des
Sciences de Nancy. Cette collaboration débutée en 2010 a d’une part était le point de départ de ma
nouvelle thématique de recherche concernant 1’impact d’un stress de 1’hdte sur le microbiote
intestinal, constituant mon projet de recherche pour ma candidature a un poste de MCU-PH au
sein du laboratoire du Pr Lozniewski. D’autre part, ce projet a été un élément essentiel de la
création par le Pr Jean-Pol Frippiat d’une nouvelle équipe de recherche en 2013, I’UR 7300 Stress
Immunité Pathogenes, évaluant I’influence des stress chroniques sur I’'immunité et les
microorganismes. Mon projet actuel au sein de cette équipe porte sur 1’évaluation de 1’impact du
stress sur la dissémination de la résistance aux antibiotiques au sein du microbiote intestinal.

Durant toutes ces années, j’ai encadré et co-encadré de nombreux étudiants sur mes divers
projets, qu’ils soient fondamentaux ou cliniques, y prenant toujours beaucoup de plaisir.
Accompagner et former les étudiants a la recherche me semble étre un axe fondamental de mon
activité professionnelle. C’est pourquoi je dépose ma demande d’Habilitation a Diriger des
Recherches.
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FONCTIONS ADMINISTRATIVES NATIONALES ET LOCALES

Membre du Conseil National des Universités section 45.01 depuis 2019

Depuis mon élection en 2019 par mes pairs, je participe aux jurys de pré-sélection et sélection
des candidats a un poste de MCU-PH au sein de la sous-section 45.01 « Bactériologie-
Virologie-Hygiéne Hospitaliére ». Nous auditionnons également les candidats a un poste de
PHU afin de donner un avis auprés des universités d’accueil. Je participe également au
classement des dossiers pour I’attribution des promotions et des PEDR pour la section 45. Nous



évaluons a ce titre annuellement environ 70 dossiers de candidature et auditionnons une
vingtaine de candidats MCU-PH ou PHU.

Membre du Conseil Scientifique de la Société Francaise de Microbiologie depuis 2019
Mon travail au sein du CS de la SFM consiste a participer a 1’organisation du congreés annuel
(cf paragraphe ultérieur).

Membre du Conseil Scientifique de la Faculté de Medecine de Nancy de 2018 a 2022
Durant ces années au sein du CS de la Faculté de Médecine, nous avons mis en place une UE
libre de Formation a la Recherche Médicale qui accueille depuis 2019 entre 55 et 130 étudiants.
J’étais, avec le Dr Alice Aarnink, responsable de ’organisation des TD de cette UE. Nous
avons par ailleurs mis en place depuis 2019 une validation officielle des stages d’initiation a la
recherche réalisés par les étudiants de la Faculté de Médecine en évaluant leur rapport ainsi que
la présentation orale de leur travail. Pour motiver les étudiants a s’investir dans la recherche,
nous avons mise en place I’attribution d’un prix au meilleur candidat sous la forme d’une prise
en charge financiere de la publication de son travail. Enfin, nous avons également relancé dés
2019 I’attribution du prix de recherche annuel « Lydie et Michel WITTNER » d’une valeur de
10 k€ pour les doctorants travaillant dans les domaines de la cancérologie, des maladies du
coeur, de la rhumatologie, des maladies infectieuses ou contagieuses ou autres affections non
encore guérissables.

Membre du Conseil d’Administration de la Société Francgaise de Microbiologie de 2016 a
2019

Aprés avoir été élue en 2016 par les membres de la SFM, mon rdle au sein du CA a été de
participer a la réflexion menée par le nouveau président sortant, le Pr Gérard Lina, sur le
renouveau a insuffler a cette société savante. Durant ce mandat, un nouveau site internet a été
mis en place, un nouveau modele de congrés annuel a été proposé et a permis depuis d’en
améliorer 1’attractivité, de nouveaux groupes de travail ont été créés dont notamment le groupe
ReJMIC constituant le réseau des jeunes microbiologistes cliniques que j’ai initialement
parrainé avec le Pr Christophe Burucoa.

Membre du Conseil de Laboratoire de I’UR 7300 de 2013 & 2021 puis a partir de 2024

En tant que membre du conseil de laboratoire, j’ai participé aux discussions concernant la
politique scientifique du laboratoire, 1’organisation de la vie du laboratoire, le budget
prévisionnel, la promotion du personnel, la recherche de financement ainsi que la planification
de I’accueil des étudiants. Nous avons eu par ailleurs & gérer durant cette période plusieurs
mois de travaux dans notre batiment qui nous ont amené a nous réorganiser temporairement sur
deux sites : les immunologistes ont été hébergés sur le site de ’ENSAIA et les microbiologistes
ont été hébergés sur le site du CHRU de Nancy Brabois. Je viens d’étre a nouveau élue fin
2023.

Coordinatrice pour la région Lorraine des Observatoires Régionaux des Pneumocoques —
ORP (2018-2020)

En prévision du départ a la retraite de mon collégue, le Dr Tahar Hadou, j’ai repris son activité
de coordinateur des ORP pour I’ex-région Lorraine. A ce titre, j’ai organisé régionalement le
recrutement, 1’information et la formation des laboratoires participants. Il s’agissait en 2020 de
coordonner la récupération des souches de Streptococcus pneumoniae et des informations
cliniques concernant les patients infectés pour 8 Centres Hospitaliers et 2 LABM privés de



Lorraine, en plus des souches isolées au CHRU de Nancy. Afin de motiver et dynamiser le
réseau, j’ai organisé en mars 2020 une journée régionale de I’ORP Lorraine avec I’ensemble des
participants du réseau.
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Ces activités seront détaillées dans des chapitres ultérieurs :
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Microbiologie depuis 2023

— Suppléante de la Plateforme de Génomique Microbienne depuis 2023
— Responsable de I’UF de bactériologie moléculaire depuis 2005
— Responsable de I’'UF de mycobactériologie de 2010 a 2021 puis a partir de 2023

APPARTENANCE A DES SOCIETES SAVANTES, MEDICALES OU
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Membre de la collégiale AZAY (composantes du CNP de Biologie des Agents infectieux-Hygiéne
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Membre de la Société Francaise de Microbiologie (SFM)
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Membre fondateur du groupe de travail MicMaC (Microbiome et Métagénomique Clinique) de
la SFM
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Membre de 1’ Association des Anciens Eléves de 1’Institut Pasteur
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Expertise des projets présentés dans le cadre des appels & projets nationaux
Expertise PHRC 2010
Expertise PHRC 2011
Participation a un comité indépendant pour un essai ANRS 2020-2023
Expertise AAP Emergence 2022_Cancéropdle CLARA

Analyses d’articles médicaux avant publication
Expertise pour Future Microbiology
Expertise pour Gut Microbes
Expertise pour Clinical Microbiology and Infection
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Commissions locales

Comité de Suivi Individuel (CSI) de thése 2019-2023 pour I’Université de Lorraine (Charléne
Sagrillo, these réalisee au LCPME (Laboratoire de Chimie Physique & Microbiologie pour
I’Environnement) sous la co-direction des Dr Christophe Merlin et Xavier Bellanger).

Commission de sélection d’un candidat MCU pour I’Université de Lorraine (2020) pour un poste
de microbiologiste au sein de 1’équipe de Microbiologie Environnementale (MIC) du LCPME.

ORGANISATION DE CONGRES

Depuis 2016, d’abord en tant que membre du CA puis en tant que membre du CS, je
participe a I’organisation du congrés annuel de la SFM. Ce congrés, nommé MICROBES
depuis 2019, se déroule sur 2,5 jours tous les ans et accueille, chaque année dans une ville
différente, entre 600 et 800 participants.

En 2022, ce congres qui avait lieu & Montpellier était constitué d’un forum carrieres en
microbiologie destinés aux étudiants, de 38 sessions paralléles, de 129 communications orales
courtes sélectionnées, de 5 sessions plénieres, de 2 Symposiums entreprises, de 185 posters
présentés, de 7 bourses allouées aux jeunes chercheurs, de 3 prix de théses et de 3 prix posters.

Mon role dans le comité d’organisation est a la fois de proposer des sessions et des orateurs
invités sur des actualités innovantes en microbiologie, de sélectionner les communications
orales et affichées parmi les résumés soumis, et de modérer les sessions dont j’ai la charge.

FORMATIONS SUIVIES
Formation a la cytométrie en flux - 2023

Webinars SFM de bactériologie clinique = 7 sessions en 2022, 8 sessions en 2023 (dont 4 en
replay)

Autres webinaires de formation proposés par la SFM -> Epidémiologie des Pseudomonas et
nouvelles molécules (2023), Epidémiologies des BGN dans les pneumonies acquises a 1’hopital
(2023), GT Microbiologie-Cytométrie - Viabilité des microorganismes (2023)

Webinaires de formations des CNR avec lesquels nous collaborons - CNR H. pylori (2022, 2023),
CNR IST (2023)

Statistiques appliquées a la recherche clinique (2021) — GIRCI Est

Formation Innovation manageriale - module Comportement managérial et Communication (TTI
Success Insight) 2021

Webinar BioCodex Microbiotes = 6 sessions en 2020
Formation au management Process Communication = 3 sessions en 2019-2020

Autoformation a 1’encadrement du Service Sanitaire des Etudes en Santé (2019) — Université de
Lorraine

Initiation aux Bonnes Pratiques Cliniques en investigation clinique (2017) — DRCI



Formation a technique de TTGE pour I’étude de la diversité des écosystémes bactériens (4j en 2014)
— UMR 5119, UFR Pharmacie, Université Montpellier |

Formation a la systématique bactérienne (8 jours en 2009 et 6 jours en 2010) — UMR 5119, UFR
Pharmacie, Université Montpellier |

Formation a I’étude de la paroi bactérienne par HPLC en phase inverse et spectrométrie de masse
MALDI-TOF (15 jours en 2006) — UMR INRA 1319, Groupe ‘Dynamique de la Paroi
Bactérienne’, Jouy-en-Josas

Formation a la technique de digestion par 1’endonucléase I-Ceul afin de déterminer la taille des
génomes bactériens (10 jours en 2006) — UMR 5119, UFR Pharmacie, Université Montpellier |



ACTIVITES HOSPITALIERES

Les établissements composant le CHRU de Nancy sont constitués de deux ensembles
hospitaliers, répartis sur deux sites géographiques: les Hopitaux Urbains, qui regroupent
I'Hopital Central, la Maternité Régionale et Universitaire (MRU), I'H6pital Saint Julien et le
Centre Saint Stanislas ; et les Hopitaux de Brabois, regroupant I'Hépital d'Enfants, I'Hopital
Brabois-Adultes, I'Institut Lorrain du Ceceur et des Vaisseaux et le batiment des spécialités
médicales Philippe Canton. Au total, I’ensemble du CHRU comporte 1495 lits dont environ 800
sont localisés au niveau des Hopitaux de Brabois. L’Institut de Cancérologie de Lorraine (ICL)
est situé a proximité des Hépitaux de Brabois et constitue, avec le CHRU de Nancy, le Péle
Régional de Canceérologie de Lorraine. A horizon 2030, le schéma directeur immobilier prévoit
le regroupement des activités du CHRU de Nancy comme suit :

- accueil de toutes les activités aigués de médecine, chirurgie et obstétrique sur le site de

Brabois

- hopital ambulatoire de proximité (consultations, soins dentaires, imagerie, prélevement,

prévention) intégré a un quartier santé sur le site de Nancy centre.

Le CHRU de Nancy fait partie, avec 10 autres établissements publics de santé et 1I’ICL, du
GHT Sud Lorraine. 1l a par ailleurs fusionné avec la Maternité Régionale et Universitaire (MRU)
le 1* janvier 2014.

Depuis le 1* janvier 2007, le CHRU de Nancy est organisé en 17 p6les : 10 p6les cliniques,
quatre pbles médico-techniques, un pbéle médico-administratif, un pble opérationnel et un péle
ressources. Le département de Microbiologie fait partie du pdle Laboratoires regroupant 14
laboratoires sur un site unique de 8000 m? depuis 2019: le Batiment de Biologie et
Biopathologie.

Le departement de Microbiologie, dirigé par le Pr Alain Lozniewski, regroupe les activités et
les équipes des 3 disciplines microbiologiques que sont la Bactériologie, la Parasitologie-
Mycologie, la Virologie, ainsi que la Microbiologie Environnementale, au sein de différents
plateaux (cf organigramme).

L’activité de Bactériologie se partage en 5 plateaux techniques :

e MB (Microbiologie) qui se divise en 2 secteurs :

o secteur L2: ouvert 7 jours sur 7 et H24, dédi¢ aux analyses d’urgence et de
premieres lignes ainsi qu’aux analyses de bactériologie standard (de la culture a
I’antibiogramme).

o secteur L3 (laboratoire NSB3) dédié aux analyses nécessitant un niveau de
confinement 3 (diagnostic des infections a mycobactéries et autres pathogénes de
classe 3, analyses réalisées dans le cadre du réseau des laboratoires Biotox et dans
le cadre de la prise en charge des patients "Ebola" suspects/confirmés).

e PFGM (Plateforme de Génomique Microbienne) mutualisant I’ensemble des analyses
moléculaires spécialisées pour la microbiologie et située géographiqguement avec
I’ensemble des activités moléculaires du CHRU et de I’'ICL.

e PTA (Plateau Technique Automatisé) réalisant les analyses de sérologie bactérienne.
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e LBE (Laboratoire de Biologie Environnementale) réalisant les analyses
microbiologiques dans I’environnement hospitalier.

Au sein du département de Microbiologie (hors LBE), 5 bactériologistes (1 MCU-PH, 2,5 PH,
1 PHC) encadrent et valident toutes les analyses bactériologiques prescrites pour les patients pris
en charge au CHRU de Nancy et a I’'ICL. Depuis janvier 2016, le laboratoire a réecupéré la prise
en charge de I’ensemble des analyses bactériologiques de la MRU.

Le laboratoire participe également aux activités suivantes :
- laboratoire de recours pour les établissements du Sillon Lorrain

- laboratoire référent régional dans le cadre de la gestion des suspicions d'infections
bactériennes transmises par transfusion (IBTT)

« siege de I’Observatoire Régional du Pneumocoque de Lorraine

- laboratoire du Centre de Référence des Infections Ostéo-articulaires Complexes (CRIOAC)
du Grand Est

- membre du réseau national des laboratoires Biotox-Piratox (Zone Est)

« membre du réseau des laboratoires associés a la prise en charge des patients suspects d’avoir
contracté le virus Ebola, le CHRU de Nancy ayant été désigné ESR en septembre 2014

« membre des réseaux RENACHLA, RENAGO et RENACOQ
- laboratoire expert Clostridioides difficile pour I’Inter-région Est jusqu’a mai 2015

En 2022, I’activité globale du laboratoire de Bactériologic médicale s’élevait a environ
21 739 810 de B/RIHN (222 724 actes).

ACTIVITES PERSONNELLES AU SEIN DU LABORATOIRE

Je participe a la validation biologique des analyses bactériologiques qui consiste en
I’interprétation des résultats et le choix de la stratégie diagnostique la plus adaptée en fonction
des données épidémio-clinico-biologiques du patient. Les biologistes en charge de la validation
sont les interlocuteurs privilégiés de nos collegues cliniciens qui sollicitent un avis diagnostique
et/ou des conseils thérapeutiques. Nous interagissons par ailleurs quotidiennement avec
I’infectiologie transversale pour la prise en charge thérapeutique des infections séveres et/ou a
germes multirésistants. Chaque biologiste doit également étre vigilant aux dossiers nécessitant
des déclarations aux différents groupes de travail ou Centres Nationaux de Référence.

En plus de mon activité de validation biologique des analyses au sein du secteur L2 (3 a 4
demi-journées / semaine), j’exerce ou j’ai exercé les activités/responsabilites suivantes :

Encadrement de la plateforme de Microbiologie conventionnelle (MB)

Suppléante au Pr Anne Debourgogne depuis juin 2023 en remplacement du Pr Alain Lozniewski
dans I’encadrement et le management de la structure MB.
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Activités concernant les analyses relevant du laboratoire de Bactériologie au sein du
secteur commun de biologie moléculaire Bactériologie-Hygiéne puis de la plateforme de
génomique microbienne

Suppléante au Dr Cédric Hartard depuis décembre 2023 dans 1’encadrement et le
management de la PFGM

Bactériologiste référente pour la PFGM et pour ’ensemble des analyses moléculaires
réalisées au sein de MB

Participation a la mise en place en 2006 et co-encadrement d’un secteur de biologie
moléculaire commun Bactériologie-Hygiéne puis en 2010 de la plateforme de génomique
microbienne puis en 2019 a I’intégration de la PFGM au sein de la Plateforme de
Biologie Moléculaire du nouveau Batiment de Biologie et Biopathologie

Encadrement et formation du personnel technique

Développement et mise en place de nouvelles techniques de diagnostic génomique

Mise en place de nouvelles techniques de typage moléculaire

Interprétation et validation des résultats ; interface avec les services cliniques

Biologiste référente pour les réseaux RENACHLA, RENAGO et RENACOQ
Participation au processus d’accréditation en collaboration avec I’ingénieur et le
bactériologiste référent qualité

Gestion des appels d'offres en collaboration avec la cadre de santé et 1’ingénieur, et en
concertation avec les virologues et mycologues-parasitologues

La mise en place et le développement de méthodes génotypiques ont permis d’enrichir
progressivement les outils de diagnostic et d’aide a 1’antibiothérapie a notre disposition. Ceci
nous permet a ce jour d’utiliser des techniques de séquencage apres amplification de différents
génes d’intérét afin d’identifier des bactéries de croissance lente et/ou impossible et/ou
d’identification délicate, en culture ou directement dans des prélévements. Divers outils
moléculaires sont également utilisés afin de détecter les pathogenes suivants :

Neisseria meningitidis (LCR, biopsies cutanées, sérum) et son génogroupage

les principales bactéries impliquées dans les méningites et encéphalites (LCR) sous forme
d’approche syndromique (FilmArray Meningitidis/Encephalitis Panel)

les principales bactéries atypiques impliquées dans les pneumopathies communautaires
(prélevements respiratoires) sous forme d’approche ciblée (Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila) ou d’approche syndromique
(FilmArray Respiratory Pneumonia Panel)

les Bordetella responsables de syndromes coquelucheux (prélévements respiratoires)

Helicobacter pylori et les principales mutations impliquées dans la résistance de cette
bactérie aux fluoroquinolones et/ou a la clarithromycine (biopsies gastriques)

les mycobactéries du complexe tuberculeux (prélévements respiratoires et autres) et les
principales mutations impliquées dans la résistance a la rifampicine ainsi qu’aux autres
molécules antituberculeuses de premiere ligne

identification de certains complexes de mycobactéries non tuberculeuses et
antibiogramme génotypique

détection moléculaire de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae et Mycoplasma
genitalium
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screening moléculaire des selles avec la détection des principales bactéries responsables
de diarrhées communautaires

certains genes codant des facteurs de virulence bactérienne (leucocidine de Panton
Valentine, toxines de Clostridioides difficile)

détection moléculaire de Bacillus anthracis, Yersinia pestis et Francisella tularensis
(prélévements a visée diagnostique ou dans le cadre de suspicion d’acte de bioterrorisme)
certains genes impliqués dans la résistance aux antibiotiques : mecA/mecC, vanA-B,
nimA-l, cfiA, cfxA, génes codant certaines p-lactamases (BLSE, carbapénémases,
cephalosporinases plasmidiques).

Une activité de typage épidémiologique est également effectuée au sein de ce secteur par le
biais de différentes techniques (PFGE, ERIC-PCR, AP-PCR, PCR-ribotypage) dans le cadre de
la détection et le suivi de clones épidémiques, ou de I’identification de sources humaines ou
environnementales d’infection.

Responsabilité de I'UF de Bactériologie du site de Brabois jusqu’a septembre 2019

Encadrement du bon fonctionnement des différents secteurs présents sur le site de
I’Hopital Brabois-Adultes (UF 3062, plateformes de génomique et d’immuno-diagnostic)
Participation a un groupe de travail sur I’organisation du regroupement des activités de
bactériologie phénotypique sur le site de I’HOpital Central

Participation a un groupe de travail sur 1’organisation d’un futur batiment regroupant
I’ensemble des laboratoires du CHRU sur le site de Brabois.

Activités concernant I’UF 3062 de Bactériologie (Mycobactériologie)

Bactériologiste référente pour le laboratoire NSB3 de 2008 a 2021 puis en 2023
(suppléante de septembre 2021 a novembre 2023)

Co-encadrement et formation du personnel technique

Supervision en collaboration avec le cadre des taches transversales

Mise en place de nouvelles stratégies diagnostiques concernant les analyses
mycobactériologiques en collaboration avec le Dr C. Laurain puis avec le Dr Hamdad
Interprétation et validation des résultats ; interface avec les services cliniques

Interface avec le CLAT (Centre de Lutte Anti-Tuberculeuse), ’EOHH (Equipe
Opérationnelle d’Hygiéne Hospitali¢re) et la médecine du travail ainsi qu’avec I’ARS
Participation au processus d’accréditation pour ce qui concerne les analyses effectuées
dans le laboratoire L3.

Activités concernant la plateforme d’immunodiagnostic microbiologique jusqu’en 2019

Interprétation et validation des résultats de sérologies bactériennes (Treponema pallidum,
Borrelia burgdorferi, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Chlamydia
trachomatis, Legionella pneumophila, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae)
Interface avec les services cliniques.

Activités concernant la participation du Laboratoire au réseau BIOTOX-PIRATOX

Bactériologiste référente pour le réseau Biotox de 2008 a 2021, suppléante de septembre
2021 a novembre 2023 puis co-responsable a partir de novembre 2023
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e Mise en place de méthodes permettant la détection des agents bactériens susceptibles
d’étre utilisés dans le cadre d’actes bioterroristes

e Gestion des exercices annuels

e Interface avec la cellule nationale de conseil du COGIC et le Conseil Scientifique du
réseau national des laboratoires BIOTOX - PIRATOX.

Activites concernant la prise en charge des patients des patients ""Ebola suspects/confirmes

e Bactériologiste référente pour la prise en charge des patients "Ebola suspects/confirmés™
de 2014 a 2021, suppléante de septembre 2021 a novembre 2023 puis co-responsable a
partir de novembre 2023

e Participation a I’organisation au CHRU de Nancy de la biologie délocalisée effectuée
dans un premier temps dans le P3 clinique puis, depuis avril 2015, dans le L3

e Membre du COPIL EBOLA

e Responsable des travaux dans le laboratoire L3 en vue de I’implantation d’un PSM de
type 3 (avril 2015)

e Responsable de la mise en place des analyses bactériologiques dans le laboratoire L3

e Formation des biologistes et technicien[ne]s volontaires a 1’habillage, au circuit dans le
L3 ainsi qu’aux manipulations en PSM3, en lien avec les virologues, les hématologistes
et I’Equipe Opérationnelle d’Hygi¢ne Hospitaliere (EOHH).

Participation a I’encadrement et la formation des internes et externes effectuant leur stage
au laboratoire de Bactériologie

Je suis la bactériologiste référente pour la formation des internes. Je suis donc responsable de
I’organisation de leur formation bactériologique a la garde multidisciplinaire (8 a 10 internes /
an) ainsi que de leur formation aux différents secteurs d’analyse au cours de leur semestre en
microbiologie (4 a 5 internes / semestre). Je participe avec mes collegues a leur encadrement a la
paillasse de validation, ce qui €équivaut a une centaine d’heures annuelle de formation.
Je participe également a la formation de 5 a 8 externes / semestre.

Collaboration avec les services cliniques, ’EOHH (Equipe Opérationnelle d’Hygiéne
Hospitaliére), le CPias (Centre de Prévention des Infections Associées aux Soins) et le
CLAT (Centre de Lutte Anti-Tuberculeuse)

L’essor et I’apport des techniques de diagnostic moléculaire bactériologique m’ont permis au
long de ces années de tisser des liens de confiance avec les services cliniques du CHRU de
Nancy ainsi qu’avec les laboratoires d’autres établissements hospitaliers de la région. Je participe
a diverses réunions des services cliniques, dont la RCP bi-mensuelle sur les endocardites
infectieuses, ainsi qu’a celles de la Commission Spécialisée des Anti-Infectieux du CHRU de
Nancy. Je suis également ’interlocutrice auprés de ’EOHH pour les demandes de typage
épidémiologique dans le cadre de suivi d’épidémies a bactéries multirésistantes au sein du
CHRU. Enfin, je suis aussi en lien avec le CLAT dans le cadre du diagnostic de la tuberculose.

ACTIVITES DE GARDES & ASTREINTES

Je participe aux permanences et astreintes du laboratoire de Bactériologie a raison de 13 a 16
permanences de week-end (samedi toute la journée et dimanche matin) par an et 13 a 16
semaines d’astreinte par an. A noter que durant la période mars 2023 a aott 2023, en raison d’un
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accident de travail de 1’une de nos collégues, nous avons assuré une semaine de garde toutes les
3 semaines.

Pendant la phase transitoire en attente de I’acquisition d’un PSM3, j’ai également participé a
I’astreinte multidisciplinaire de biologie délocalisée dans le P3 clinique dans le cadre de la prise
en charge des patients suspects d’étre infectés par le virus Ebola.

PROJET HOSPITALIER

Mon projet est principalement centré sur ’amélioration de la qualité et de la rapidité de la
prise en charge des infections séveres, notamment via I’utilisation de méthodes de diagnostic
rapide moléculaire.

Dans ce cadre, nous avons débuté plusieurs actions concertées avec mes collégues
microbiologistes et les services de Maladies Infectieuses et Tropicales, de Réanimation, de
Pneumologie et de Médecine Infantile visant a définir des stratégies clinico-microbiologiques de
prise en charge des méningites infectieuses et des pneumopathies communautaires. Ceci a mené
a la mise en place a la fois d’approches syndromiques et de techniques plus ciblées de PCR
d’urgence pouvant étre utilisées méme en dehors des heures d’ouverture de la plateforme de
génomique microbienne. Un projet de détection moléculaire du streptocoque du groupe B en
biologie delocalisée dans les salles de naissance est en cours de mise en place.

Mon objectif actuel est de mettre en place sur la Plateforme de Génomique Microbienne une
solution métagénomique par séquencage nouvelle génération (NGS) pour les infections
bactériennes séveéres non documentées. Cette approche NGS existe déja au sein de la PFGM
mais n’est a I’heure actuelle utilisée que par les virologues sur des automates MiSeq (Illumina).

J’envisage dans un premier temps de remplacer le sequencage Sanger ADNr 16S dans les
prélevements précieux tels que les biopsies cérébrales ou cardiaques. Je souhaite également
utiliser cette approche pour accélérer le diagnostic des infections a mycobactéries tuberculeuses
car une approche métagénomique nous permettrait d’obtenir un antibiogramme moléculaire en
quelques jours pour I’ensemble des molécules antituberculeuses (en comparaison a quelques
semaines par I’approche culturale classique). Enfin, nous sommes convaincus qu’une approche
métagénomique par séquencage de genomes complets sera plus performante dans le cadre de nos
enquétes épidémiologiques de suivi des bactéries multirésistantes.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons pour projet d’acquérir un séquenceur MinION
(Oxford Nanopore Technologies) qui sera plus a méme de nous fournir des données de
métagénomique de facon rapide et au coup par coup. Cette approche semble plus adaptée a nos
besoins dans le cadre du diagnostic des infections séveres non documentées ou des tuberculoses.

Par ailleurs, il existe un réel besoin des cliniciens de pouvoir collaborer avec des
microbiologistes au niveau de I’analyse des microbiotes digestifs ou pulmonaires dans le cadre
de projets translationnels. Ceci pourrait étre réalisé sur les séquenceurs MiSeq disponibles
actuellement sur la PFGM.

Afin de mener a bien ce projet, j’envisage de suivre une formation dédiée au NGS dans les
prochains mois. Par ailleurs, une des internes du service, Safa Ben-Brahim, qui est prévue pour
rester au laboratoire en tant qu’AHU en novembre 2024, va réaliser son dernier stage d’internat
au sein du service du Dr Paul-Louis Woerther et du Pr Christophe Rodriguez qui sont les
pionniers en France concernant 1’approche NGS appliquée a la microbiologie clinique.
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ACTIVITES EN PEDAGOGIE

EQUIPE ENSEIGNANTE

Le laboratoire de Bactériologie-Virologie de la Faculté de Médecine assure 1’enseignement de
bactériologie et de virologie médicales a la Faculté de Médecine, notamment en collaboration
avec les infectiologues dans le cadre de I’'UE de Maladies Infectieuses ainsi qu’aupres des
étudiants de maieutique principalement sous la forme de cours magistraux ou de travaux dirigés.
Jutilise par ailleurs depuis 4 ans une approche de vérification de I’intégration des données du
cours par des questionnaires Wooclap aupres des Sages-Femmes (UE5 - Agents infectieux).

Ces activités d’enseignement sont assurées par 1’équipe suivante :

Bactériologie Virologie
PU-PH A. Lozniewski E. Schvoerer
MCU-PH C. Alauzet C. Hartard, H. Jeulin, V. Venard

Nous assurons également 1’enseignement de bactériologie a la Faculté d’Odontologie ainsi
qu’a I’Institut de Formation en Soins Infirmiers.

Nous intervenons dans 2 UE de la Faculté de Médecine : UE Stratégie des Examens de
Laboratoire et UE Formation de base a la recherche médicale. Il est a noter qu’en tant que
membre du Conseil Scientifique de la Facult¢ de Médecine, j’ai participé a la création de cette
derniére UE et a la co-animation de travaux pratiques permettant de découvrir la recherche
appliquée en bactériologie.

J’ai été conviée depuis 2014 a parler de I’impact des biofilms bactériens en milieu hospitalier
aupres des étudiants de la Faculté de Pharmacie.

Nous enseignons également la bactériologie clinique dans le cadre du DU d’Antibiothérapie
et du DU d'Hygiene Hospitaliére et de Prévention des Infections Associées aux Soins de la
Faculte de Médecine.

Notre équipe participe par ailleurs a I’enseignement magistral et dirigé du Master
Microbiologie de 1’Université de Lorraine au sein duquel nous avons mis en place des UE
notamment I’UE 916 intitulée "Interactions microorganismes — hotes : conséquences en
pathologie humaine”, qui constitue une formation de base permettant d’appréhender les
conséquences pathologiques chez 1’humain des modifications de 1’équilibre hote -
microorganismes pour les étudiants de Master 2. Je participe également a 1’enseignement de la
bactériologie médicale dans plusieurs autres UE de M1 et de M2 sur des thématiques allant des
principales bactéries pathogénes pour I’humain aux outils moléculaires de diagnostic
bactériologique.

Enfin, je prends part aux commissions de docimologie, aux surveillances d’examen et aux
ECOS.

Au niveau hospitalier, je suis la bactériologiste référente pour la formation des internes a la
garde multidisciplinaire ainsi qu’au cours de leur semestre en microbiologie.

Je réalise en moyenne annuellement 70h d’enseignement magistral ou, plus rarement, dirigés
(cf Tableau et Figure suivants) ainsi qu’une centaine d’heures de formation des internes.
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ENSEIGNEMENTS REALISES

2015-2023

UE Maladies Infectieuses

- La tuberculose

- Les infections bactériennes sexuellement transmissibles
- Les microbiotes humains

- Interactions Hote-Bactéries

- Le diagnostic bactériologique

FGSMO02
FGSMO03

2005-2012

Travaux pratiques de Bactériologie Médicale

DCEM-1

2012-2014
puis 2023

Stratégie des examens de laboratoire

- Diagnostic des diarrhées d’origine bactérienne

- Diagnostic microbiologique des infections urinaires
- Test de diagnostic bactériologique rapides

Enseignement
optionnel

2009-2023

Cours magistraux (thématique variable selon les
années):

- Biologie moléculaire & diagnostic bactériologique
- Typage épidémiologique en bactériologie

- Les IST et les infections uro-génitales

- Diagnostic des endocardites infectieuses

- Microbiotes humains et pathologies

- Les mycobactéries en pathologie humaine

DES de
Biologie
Médicale

Faculté de Médecine, Nancy

6h/an

10-12h/an

3h/an

6-9h/an

2006-2023

Cours magistraux :

- Structure & physiologie bactérienne

- Génétique bactérienne

- Les microbiotes humains

- Relations héte-bactéries

- Principales bactéries impliquées en pathologie humaine
- Eléments du diagnostic en bactériologie clinique

- Mécanismes d’action des antibiotiques

- Mécanismes de résistance aux antibiotiques

DFGSO2

Faculté d’Odontologie,
Nancy

4h a
12h/an
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Cours magistraux :

2013-2023 | - Ecologie mlc,rqblenr)e bucco-(_iental_re . DFGSO3 | Faculté d’Odontologie, Nancy 6h a
- Aspects bactériologiques des infections buccodentaires 10h/an
- Mécanismes d’action et de résistance aux antibiotiques
Cours magistraux : e ) :
2014-2023 | Impact des biofilms dans le contexte hospitalier 37" annee Faculte de Pharmacie, Nancy 2h
2005 Cours magistraux : M1 Master 3Eh 3
- Mecanls_mes de défense des bactéries & immuno- SCI_enCES de la Faculté de Pharmacie, Nancy .
2008 modulation Vie etde la 5.5h/an
- Interactions Hote-Bactéries-Antibiotiques Sante
Cours magistraux :
- Principales bactéries pathogénes chez I’homme M1 Master \
2009-2023 | - Diagnostic bactériologique et méthodes moléculaires BIOMANE | . ité des Sciences, Nancy 3ha
- Impact des biofilms dans le contexte hospitalier _puis 9h/an
- Microbiote intestinal : un réservoir de génes de Microbiologie
résistance aux antibiotiques
Cours magistraux :
- Biologie moléculaire & diagnostic bactériologique M2 Master
2009-2023 | - Ty_page_epldemlologlqug en bactériologie BIOM_ANE Faculté des Sciences, Nancy 4ha
- Microbiotes & pathologies puis 7h/an
- Mycobactéries : interactions Hotes/Pathogenes Microbiologie
- Nouvelles approches thérapeutiques
Diplome Universitaire d’Antibiothérapie :
2013-2023 | - Nouvelles techniques de diagnostic bactériologique 1.5-2h/an
- Apport_ des tests_d_e dlagI‘IOStIC rapide Ean bgcterlologle _ PosF- _ Faculté de Médecine, Nancy
Formation par visioconférence de médecins universitaire
2008 généralistes lorrains : 4h

Les entérocoques resistants aux glycopeptides
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Cours magistraux :
- La cellule bactérienne

- La relation héte-bactérie 1% année 10h/an
2005-2012 | - Mécanismes d’action & de résistance aux antibiotiques Institut de Formation en
- Principaux pathogenes bactériens chez ’homme ‘ Soins Infirmiers, Nancy
- Les principales bactéries impliquées en pathologie 2°M année .
humaine 4 3 6h/an
- Diagnostic biologique des infections bactériennes
Cours magistraux . : Institut de Formation en
2023 - Apport du laboratoire de microbiologie en cas 2°M¢ année Soins Infirmiers. Nanc 2h/an
d’infection bactérienne ’ y
Cours magistraux : Institut de Formation des
- La cellule bactérienne N Manipulateurs
2005-2011 Principaux pathogeénes bactériens chez I’homme 1™ annee d’Electroradiologie 4hfan
- Le conflit hote-bactérie Médicale, Nancy
Cours magistraux :
- La cellule bactérienne
- Le monde bactérien (physiologie, écologie, flores 5h 3 11h
2014-2023 commensales)
- Diagnostic biologique des infections bactériennes 26me annde Ecole de Sages-Femmes,
- Les infections uro-génitales Nancy
- Les infections materno-foetales
Enseignements dirigés
2014-2023 g g 2h/an

- Diagnostic biologique des infections bactériennes




CHAPITRES DE LIVRES

Alauzet C., Jean-Pierre H., Dubreuil L., Marchandin H. 2024. Bactéries anaérobies a Gram
négatif. Traité EMC Biologie médicale. Ed Elsevier (en cours d’édition)

Alauzet C., Lozniewski A., Cailliez-Grimal C. 2023. Flavonifractor. Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria. Firmicutes/Clostridia/Oscillospirales/Oscillospiraceae.
Eds : Whitman WB and coll. Published by John Wiley & Sons, Inc.

Alauzet C., Cailliez-Grimal C., Lozniewski A. 2023. Pseudoflavonifractor. Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria. Firmicutes/Clostridia/Oscillospirales/Oscillospiraceae.
Eds : Whitman WB and coll. Published by John Wiley & Sons, Inc.

Alauzet C., Jumas-Bilak E. 2014. The phylum Deferribacteres and the genus Caldithrix. The
Prokaryotes 4th Edition, Other Major Lineages of Bacteria and The Archaea. Eds : Rosenberg
E., DeLong E.F., Lory S., Stackebrandt E., and F. Thompson. Springer, Berlin. pp 595-611.

RESPONSABILITES PEDAGOGIQUES

Responsable de la formation en bactériologie pour la garde multidisciplinaire des internes de
biologie du CHRU de Nancy.

Responsable de la formation des internes suivant le stage de bactériologie au sein du laboratoire
de Microbiologie du CHRU de Nancy.

Tutrice de groupes d’étudiants pour le SESA : 3 groupes en 2019 et 2021, 2 groupes en 2020.

Organisation et animation des travaux pratiques dans le cadre de ’'UE « Formation de base a la
recherche médicale ».

EXPOSES ORAUX & DOCUMENTS PEDAGOGIQUES REALISES

Formation initiale

Depuis 2006 : Cours mis sur le serveur internet pour les enseignements délivrés (cf chapitre
précédent)

Formation continue

2020 : - Mise en place en urgence du Filmarray® Pneumonia au CHRU de Nancy et bonnes
pratiques de prescription (Commission Spécialisée des Anti-Infectieux)

2019 : -Diagnostic des encéphalites et méningo-encéphalites infectieuses (Service de
Neurologie du CHRU de Nancy)

2015: - Les nouveautés du diagnostic bactériologique (Service de Réanimation Médicale du
CHRU de Nancy)

2013: - Prise en charge des infections neuro-méningées: nouveaux outils du diagnostic
bactériologique (Commission Spécialisée des Anti-Infectieux)

- Prise en charge des infections digestives : nouveaux outils du diagnostic bactériologique
(Commission Speécialisée des Anti-Infectieux)

2012: - Prise en charge des infections respiratoires: nouveaux outils du diagnostic
bactériologique (Commission Spécialisée des Anti-Infectieux)
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2011: - Diaporama de formation sur les bactéries potenticllement utilisables en tant qu’agent de
bioterrorisme (Département de Microbiologie, CHRU de Nancy)

- Diaporama de formation sur les applications de la cytométrie en flux en microbiologie
(commission ‘Recherche, Développement, Innovation & Formation”)

2010: - Diaporama de formation sur les bactéries potentiellement utilisables en tant qu’agent de
bioterrorisme (Département de Microbiologie, CHRU de Nancy)

2008: - Diaporama de formation des médecins généralistes concernant les entérocoques
résistants aux glycopeptides dans le cadre des épidémies ayant touché les régions Alsace
et Lorraine

- Diaporama de formation sur la place de la biologie moléculaire dans le dépistage des
entérocoques résistants aux glycopeptides (XVI°™* Journées Régionales d’Hygiéne et
de Lutte contre les Infections Nosocomiales)

- Diaporama de formation sur la place de la biologie moléculaire dans le diagnostic des
endocardites infectieuses (Service des Maladies Infectieuses et Tropicales du CHRU de
Nancy)

- Diaporama de formation sur la place de la biologie moléculaire dans le diagnostic
bactériologique des infections ostéo-articulaires (Service de Chirurgie Orthopédique
Infantile du CHRU de Nancy)

2007: - Place de la biologie moléculaire dans le diagnostic des infections bactériennes
(Commission Spécialisée des Anti-Infectieux)

Bilan du nombre d’heures d’enseignement effectuées annuellement dans le cadre de mes
fonctions d’AHU puis de PHU puis de MCU-PH au Laboratoire de Bactériologie :
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B Enseignement universitaire B Enseignement hospitalier

Nombre d'heures d'enseignement

2006 N

2007 I

2008 NN
2009 I

2010 —

2011 I

2012 —

2020 —
2021 I

2022 I——

2013 -

2014 I

2015 I

2016 N

2019 I

2017 I
2018 I—

2005

avr-24 I

SCORE SIAPS

Mon score SIAPS* pour les années 2013/2014 a 2022/2023 est de 674.
* calculé selon la grille v2016
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PROJET PEDAGOGIQUE

Pour ce qui est de I’enseignement universitaire, je m’implique de plus en plus dans des
enseignements de la Facult¢ de Médecine (cours magistraux, DU d’Antibiothérapie, module
optionnel "Stratégie des examens de laboratoire"). Dans le cadre des enseignements de 1° et 2"
cycle, nous avons avec le Pr A. Lozniewski adapté le format de nos cours de bactériologie en
nous focalisant sur les connaissances essentielles (rang A / rang B) et en privilégiant une
approche par compétence. Suite a la réforme, la totalité de nos enseignements de medecine
passent cette année en DFGSM2. Dans le cadre de cette réforme, nous venons de mettre en place
avec mes collégues enseignants microbiologistes début 2024 des travaux dirigés. Pour la
bactériologie, j’anime 3 séances de TD utilisant le jeu Bacteria Game pour 1’apprentissage de la
bactériologie clinique. Nous avions testé dans un premier temps ce jeu avec les internes passant
dans le service.

Je continuerai par ailleurs & promouvoir la recherche et la biologie auprés des étudiants de la
Faculté de Médecine par le biais de TP dans le cadre de I’'UE « Formation de base a la recherche
médicale », ou dans le cadre de I’UE « Stratégie des Examens de Laboratoire », ainsi qu’en
participant a la formation des externes réalisant leur stage au laboratoire (10 a 16 / an).

Je suis également impliquée dans la formation des internes de biologie aux nouvelles
approches de diagnostic bactériologique rapide qui sont en perpétuelle évolution et de plus en
plus utilisées. Je souhaite, a moyen terme, pouvoir initier, aupres des internes de phase
d’approfondissement et de consolidation réalisant leur stage dans le service de Microbiologie, un
apprentissage des techniques de séquencage génomique ainsi qu’une initiation aux outils de bio-
informatique.

Je participe enfin a deux projets de livre sous la tutelle de la Société Francaise de
Microbiologie :
— Un référentiel de Bactériologie a I’attention des internes de biologie (co-responsabilité de
7 chapitres).

— Un référentiel de métagénomique clinique (groupe MicMac de la SFM) pour le chapitre
sur les infections cardio-vasculaires.
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ACTIVITES DE RECHERCHE

Dans ce chapitre concernant mes activités de recherche, je vais tout d’abord présenter les
structures de recherche au sein desquelles j’ai exercé ou j’exerce actuellement, les collaborations
scientifiques mises en place pour I’ensemble des travaux présentés ainsi que les contrats de
recherches obtenus.

Je listerai ensuite les encadrements et co-encadrements que j’ai réalisé ainsi que les jurys
auxquels j’ai participé.

Enfin, je présenterai les activités de recherche, tout d’abord bio-clinique en me focalisant plus
particulierement sur un projet transversal concernant le microbiote intestinal des patients
allogreffés de cellules souches hématopoiétiques, puis les activités de recherche expérimentales.

Mon projet de recherche sera développé dans le chapitre suivant.

APPARTENANCE A UNE STRUCTURE DE RECHERCHE LABELLISEE

Equipes de recherche de 2005 a 2012

A mon arrivée, 1’équipe de Bactériologie-Virologie de la Faculté de Médecine faisait partie de
I’UMR CNRS 7565 ‘Structure et Réactivité des Systemes Moléculaires Complexes’ de
I’Université Henri Poincaré, dont un des axes de recherche portait sur le développement de
nouveaux composés anti-infectieux (Groupe d’Etude sur les Vecteurs Supra-Moléculaires). J’ai
donc débuté ma thése en 2005 au sein de ce groupe sous la responsabilité du Pr A. Lozniewski.

De janvier 2009 a décembre 2012, notre équipe a fait partie de I’EA 4369 ‘Relations
Hote — Environnement — Microorganismes’ qui regroupait les enseignants chercheurs issus des
équipes de Microbiologie, d’Immunologie, d’Infectiologie et d’Hématologie du CHRU de Nancy

et qui avait été reconnue sur la base de I’évaluation de I’AERES au cours de I’année 2008
(évaluation : B). Son organigramme était le suivant :

Equipe d°Accueil 4369

« Relations Hote Environnement Microorganismes »
Contractuahsation 2009-2012 — Nancy Universite
Directeur : Pr G Faure (PU-PH)
Equipe de direction : Pr MC Béné, Pr A Lozniewski, Pr P Feugier, DrV Venard

Membres
'/ PU-FH \ '/— MCU-PH \ '/ Post-doctorants \
Pr MC Béné Dr C Bizson-Boutelliez
Pr P Bordigoni Dr M de Carvatho
Pr G Fanre Dr C Kohler Lisies
Pr P Fengier Dr H Jeulin M Chen
Pr A Dalloul Dr MMachouart A Debourgogne
Pr A Lozniewski Dr FMory A Perrot
Pr C Rabaud Dr V Venard N Hadife
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Au sein de cette équipe, I’activité de recherche dans le domaine de la bactériologie portait sur
I’¢étude des relations entre 1’évolution des bactéries et la résistance aux antibiotiques (C. Alauzet,
A. Lozniewski, F. Mory), ainsi que sur celle de I’interaction entre certaines bactéries anaérobies
parodontopathogeénes et la muqueuse buccale (C. Bisson-Boutelliez, A. Lozniewski).

Les travaux que j’ai réalisés au sein de ’EA 4369 s’inscrivaient dans la continuité de ceux
précédemment effectués au sein de ’'UMR CNRS 7565 et m’ont permis, notamment, de finaliser
ma thése d’Université.

Puis, dés 2010, j’ai entamé une collaboration avec le laboratoire ‘Développement et
Immunogénétique’ (Jeune Equipe 2537) de la Facult¢ de Médecine de Nancy. Cette équipe
d’immunologistes étudie la réponse immunitaire, en particulier humorale, dans des modeles
murins présentant un stress chronique en condition d’hypergravité ou de microgravité dans le
cadre de projets avec le Centre National d’Etudes Spatiales (CNES) et I’European Space Agency
(ESA). L’idée de départ de cette collaboration était d’étudier I’impact de différents modéles
terrestres de stress spaciaux sur le microbiote intestinal murin et cette thématique a abouti d’une
part a la création d’une nouvelle équipe de recherche, et d’autre part, au montage de mon
nouveau projet de recherche dans le cadre de ma candidature a venir pour un poste de MCU-PH.

Equipe de recherche actuelle: UR 7300 « Stress IMmunité PAthogenes » (vague C,
contractualisations 2013-2017, 2018-2023 et 2024-2028)

Nous avons dés 2012 commencé a élaborer un projet de création d’une nouvelle Equipe
d’Accueil appelée ‘Stress-IMmunité-PAthogénes’ ou SIMPA regroupant les microbiologistes de
I’EA 4369, les immunologistes de la JE 2537 et des neurobiologistes issus des unités INSERM
U954 et CNRS 7563. L’objectif général de cette équipe, dirigée par le Pr Jean-Pol Frippiat
jusqu’en décembre 2023 puis par le Pr Alain Lozniewski, porte sur I’étude de I’impact des
facteurs environnementaux de stress chronique sur la diversité des microbiotes en lien avec la
réponse immunitaire et la résistance aux antibiotiques. Cette unité de recherche (UR) a été
évaluée une premiére fois par I’AERES en 2012 puis par ’'HCERES en 2017 et en 2022. Les
résultats de la derniere évaluation sont les suivants :

EVALUATION AREA 1: PROFILE, RESOURCES AND ORGANISATION OF THE UNIT

Assessment on the unit's resources

The overall resources of the unit are excellent. Due to their original themes of research, they have applied
and have been awarded by several grants of the European Space Agency.

Assessment on the scientific objectives of the unit

The scientific objectives of the unit are focused on stress and immunity associated with spaceflight. This is a
very peculiar and original topic in the landscape of French research and was qualified as excellent.

Assessment on the functioning of the unit

The functioning of the unit complies with all safety rules, involves the parficipation of the staff and was
considered as excellent by the committee.




EVALUATION AREA 2: ATTRACTIVENESS

Assessment on the attractiveness of the unit

Members of the unit have been invited to international meetings. they have contributed to the organization
of several infernational congresses and are members of editorial boards.
The overdall attractiveness of the unit is excellent with respect fo its international and national recognition.

EVALUATION AREA 3: SCIENTIFIC PRODUCTION

Assessment on the scientific production of the unit

With a mix of clinical and fundamental research publications onits core fopic, the scientific production of the
unit is excellent in terms of quantity and quality.

EVALUATION AREA 4: CONTRIBUTION OF RESEARCH ACTIVITIES TO SOCIETY

Assessment on the inclusion of the unit’'s research in society

The overall contribution of research activities of the unit to society is very good.

L’organigramme 2024 de I’UR SIMPA est présenté dans la page suivante. Les travaux de
cette UR pluridisciplinaire portent sur I’¢tude des effets de différents types de stress chroniques
sur le systeme immunitaire, sur les microorganismes, notamment ceux constituant le microbiote
intestinal, ainsi que sur les interactions entre les microorganismes et le systeme immunitaire.

Les modeles de stress utilisés sont notamment des amphibiens ou des souris. Nous testons
I’influence d’un stress socio-environnemental, CUMS (Chronic Unpredictable Mild Stress),
mimant une répétition de contrariétés de la vie quotidienne et correspondant a un état de stress
chronique d’intensit¢ faible & modérée chez I’humain. Ce modele implique 1’exposition
chronique de souris a des stress sociaux et environnementaux imprévisibles de différentes
natures (confinement, inclinaison de la cage, litiere mouillée, éclairage nocturne). Par ailleurs,
dans le cadre d’une collaboration avec le CNES ainsi qu’avec I’ESA, nous testons des stress liés
a une modification de la gravité (hyper- ou microgravité) qui correspondent a des stress
mécaniques purs ou associés a un stress socio-environnemental. Le niveau de stress ainsi que
I’implication du cervelet dans les mécanismes de régulation immuno-neuroendocriniens liés au
stress sont évalués et étudiés par les neurobiologistes. Les immunologistes étudient I’impact de
ces stress sur la création des répertoires primaires et secondaires d’anticorps, ’activité des
lymphocytes au sein des organes lymphoides (rate et intestin) et I’immunité intestinale. Les
mycologues quant a eux étudient I’adaptation de certains champignons aux stress gravitaires.
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En tant que bactériologistes au sein de cette unité, nous nous intéressons plus particulierement a
I’influence d’un stress chronique sur la diversité bactérienne du microbiote intestinal et sur la
dissémination des génes de résistance aux antibiotiques, en relation avec la réponse immunitaire
intestinale de I’hote, dans différents modeles murins de stress. La thématique de recherche que je
porte depuis 2013 ainsi que mon projet actuel de recherche sont détaillés dans un chapitre
ultérieur. Ils s’inscrivent parfaitement dans la thématique générale du laboratoire (Figure 1). Le
but de ces recherches est d’améliorer nos connaissances concernant I’impact des stress sur la santé
de I’hote afin de trouver des moyens de limiter leurs effets, qu’il s’agisse de problémes
dysimmunitaires, de dysbiose ou de dissémination de génes de résistance aux antibiotiques.

Topic: Effects of chronic gravitational and socio-environmental stresses on:
. N
Interactions
CNS Immunity Microorganisiﬁ%/Microbiota
Main *Glucocorticoids modulate +| of B lymphopoiesis. sIntestinal microbiota
results: | cerepellar function via the  *Modification of IgM repertoire. disruption.
CRH/CRHR system. *Modification of TCR repertoire. *Loss of protective taxa.
*Glucocorticoids disturb *EZH2 at early stages of T *Expansion of
cerebellum development lymphopoiesis. pathobionts.
causing long-term effects in | maturation of DC. *Decreased fungal
adulthood. *Discovery of CRHR on B-cells. biofilm formation.
Finality:

To better understand interactions/interconnections hetween these systems, and ultimately
identify ways to limit deleterious effects of stress encountered during spaceflight with a
societal interest due to the study of socio-environmental stresses.

Figure 1 : Schéma représentant I’interdisciplinarité de I’UR 7300 avec les principaux résultats obtenus sur les

versants immunologiques, neurologiques et microbiologiques.

LISTE DES COLLABORATIONS SCIENTIFIQUES

Collaborations au sein de I’Université de Lorraine (UL)

Laboratoire de Chimie Physique & Microbiologie pour I’Environnement (LCPME), équipe
‘Microbiologie Environnementale’, UMR CNRS 7564, Nancy

Unité INSERM UMR_S 1116 (équipe Chocs, insuffisance cardiaque: mécanismes
cardiovasculaires et traitements), Nancy

Laboratoire Ingénierie Moléculaire et Physiopathologie Articulaire (IMoPA), équipe
Ingénierie Cellulaire, Immunothérapie Cellulaire et Approches Translationnelles
(CECITA), UMR CNRS 7365, Nancy

Laboratoire Dynamique des Génomes et Adaptation Microbienne (DynAMic), UMR
INRAE 1128, Nancy
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- Ecole de Santé Publique de Nancy, UR 4360 APEMAC, Nancy

Collaborations nationales
- UMR 5569 HydroSciences Montpellier, Equipe PHyYSE : Pathogénes Hydriques Santé
Environnement, UFR Pharmacie, Université Montpellier |

- Unité INSERM UMR_S 1250 Pathologies Pulmonaires et Plasticité Cellulaire (P3Cell),
Université de Reims Champagne-Ardenne

- CNR des Bactéries Anaérobies et du Botulisme, Institut Pasteur, Paris

- UPRES EA 2656, ‘Groupe de Recherche sur les Antimicrobiens & les Microorganismes’,
Université de Rouen

- Institut MICALIS, groupe ‘Dynamique de la Paroi Bactérienne’, UMR INRA 1319, Jouy-
en-Josas

- Centre Psychiatrie et Neuroscience, équipe ‘Physiopathologie des troubles de I’humeur et
de I’addiction’, INSERM U894, Site Pitié Salpétriere, Université Paris Descartes

Collaboration internationale

- Institute of Medical Microbiology & Hygiene, University of Saarland Hospital, Homburg,
Germany

LISTE DES CONTRATS DE RECHERCHE

Dans le cadre de mes projets de recherche bioclinique et fondamentale, j’ai réalisé ou participé a
de multiples demandes de financement a la fois locale, régionale ou nationale. Les demandes ci-
dessous sont celles qui ont abouti a un financement.

Financement par I’Université de Lorraine

Projet IMPACT LUE AntiBioRésistance

Obtention de crédits de maturation pour le financement d’un M2 sur le 1% semestre 2024

En cours : projet interdisciplinaire de financement sur la thématique de 1’antibiorésistance et sa
dissémination en cours d’expertise locale par le conseil scientifique de I’'UL avant envoie au
printemps pour expertise internationale.

Projet mISSILE-ATB « Impact d’un StresS de I’hote sur la diversité du microbiote IntestinalL Et
la résistance aux AnTiBiotiques » (150 k€)

Bourse de these (2019-2023)

APP Lorraine Université d’Excellence, référence ANR-15-IDEX-04-LUE

Réle : co-encadrante de thése.

Sujet : cf partie « Activités de recherche expérimentale »

Projet MI-Stress « Stress chronique et dysbiose intestinale : évaluation des propriétés
bactériologiques et immunomodulatrices de taxons bactériens d’intérét » (7538 €)

AAP PROJETS INCITATIFS 2018 de I’Université de Lorraine.

Réle : porteur de projet.

Sujet : cf partie « Activités de recherche experimentale »
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Financement par le GIRCI Est

Projet PARI-DYS (2018-2023) : « Dysbiose intestinale et reconstitution immunitaire chez le
patient recevant une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques » (50 k€)

Role : porteur de projet.

Sujet : cf partie « Activités de recherche bioclinique »

Participation en tant qu’équipe associée a des Programmes Hospitaliers de Recherche
Clinique ou autres programmes de recherche bioclinique

Dans le cadre de mon activité hospitaliére au laboratoire de bactériologie, j’ai participé a plusieurs
études cliniques, majoritairement portées par des cliniciens, en tant que laboratoire référent pour
les tests bactériologiques. La liste de ces études est la suivante :

— A multi-centre study to define novel individualised dosing regimens to maximise antibiotic
effectiveness for treatment of pneumonia in ICU.

Etude multicentrique internationale SPARSE-PNEUDOS — 2023-2025.

— The B-Lactam Infusion Group (BLING) Il study.
Etude multicentrique internationale ancillaire a I’étude BLING 111 — 2022-2023.

— Diffusion péritonéale et efficacité de I’antibiothérapie dans les péritonites de 1’enfant.
CPRC 2020 — Etude monocentrique DIFFUPERPED — 2022-2024.

— Impact of a strategy combining the rapid polymerase chain reaction platform FilmArray® and
the intervention of an antimicrobial Stewardship team in Hospital-Acquired pneumonia in non-
mechanically ventilated patients: a randomized controlled trial.

Etude multicentrique SHARP — 2019-2022.

— A multicenter non-inferiority randomized trial comparing cloxacillin versus cefazolin efficacy
for the treatment of bacteremia caused by methicillin-susceptible Staphylococcus aureus
(MSSA).

Etude multicentrique CLOCEBA — 2018-2023.

— Evaluation de I’efficacité et ’innocuit¢ de MEDI3902 chez les patients sous ventilation
mécanique dans la prévention des pneumonies nosocomiales causées par Pseudomonas
aeruginosa.

Etude multicentrique EVADE — 2016-2019.

— Etude de phase 1V, de non infériorité, multicentrique, randomisée, en double aveugle,
comparant la pristinamycine (2gx2 par jours puis 1gx3 par jour) pendant 7 a 9 jours chez des
adultes présentant une pneumonie aigue communautaire avec un score PORT Il ou 111
Etude internationale multicentrique PRISTL06562— Protocole SANOFI 2015.

— Traitement antituberculeux guidée par la biologie moléculaire : un essai clinique randomise,
multicentrique, national.
Etude nationale multicentriqgue FAST-TB — PHRC 2014-2020.

— Etude prospective des complications pulmonaires tardives survenant chez les enfants traités par
allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.
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Etude nationale multicentrique RESPPEDHEM — PHRC 2014-2020.

— Prévalence des entérobactéries de sensibilité diminuée aux carbapénémes.
Etude inter-régionale multicentrique — PHRC 2011.

— Caractérisation de nouveaux biomarqueurs dans la perspective d’une amélioration de la prise en
charge diagnostique et thérapeutique des infections intraoculaires.
Etude nationale multicentrique — PHRC 2008.

— Détection des entérocoques résistants aux glycopeptides et des Staphylococcus aureus
producteurs de leucocidine par technique d’amplification génique et d’hybridation.
Etude nationale multicentrique — STIC 2006.

LISTE DES ENCADREMENTS & CO-ENCADREMENTS

Numéro des publications

Dipléme Année(s) Etudiant d,en%:giﬁlen ¢ en rar’lg utile (*rang
__d’auteur)
- ere —
Ipéi?versi e gggg Jordan Chamarande 50% ég (616 )/ CA (AD) =61,
2023 Safa Ben Brahim 100% En cours de rédaction
2021 Marine Frayssinoux 100%
These 2020 Hél_éne Watry 100% ‘
& exercice 2013 Janina Ferrand 50% JF (1°%)/ CA (D) = 26
2009 Alice Duroch 100%
2008 Céline Matuszewki 100% CM (3°™) / CA (2°™) = 6
2006 Houria Hallage 50%
2024 Alizée Foury 50%
Mémoire de Safa Ben Brahim 50% En cours de rédaction
DES 2022 Marine Frayssinoux 100% En cours d’analyse
Chloé Werner 100%
2024 Gaétan Cueto 50%
2023 Safa Ben Brahim 50% En cours de rédaction
2022 Paul Chevallier 50%
2020 Bernadette Grondin 50%
2019 Thibault Carlier 50%
Emma Vaerstraete 50%
Master 2 2018 Vanessa Pottier 50%
2016 Laura Gretten 100%
2014 Amandine Siméon 100%
2013 Yasmine Chetouane 100%
Janina Ferrand 50% JF (1°®) / CA (D) = 26
2012 Kevin Patron 100% KP (2°™) / CA (D) = 26
Sandrine Henard 100%
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Numéro des publications

Diplome Année(s) Etudiant , QUi en rang utile (rang
d’encadrement d’auteur)*
2023 Agathe Charpentier 50%
2021 Alice d’Orfani 50%
2018 Baboucar Tamba 50%
2017 Yasmina El Habsaoui 50%
Master 1 2015 Laura Gretten 100%
2013 Amandine Siméon 100%
2012 Clémence Jeannot 50%
2011 Kev?n Patron 100%
David Gerthoffert 50%
2023 Alice Zheng 100%
2022 Marie Sterckeman 50%
Aymeric Kesller 50%
2021 - 5
Stage Dayan R_lgobert 50%
&’ Initiation 3 2020 Jean Jellimann 50%
la Recherche 2019 Laura Aubry 50%
2018 Emma Vaerstraete 50%
Emmanuelle Hologne 100%
2017 Louise Loridon 50%
2016 Elisabeth Scholler 100%
Licence 2009 Aurélie Puissochet 100%
Professionnelle | 2007 Christelle Nicolas 100%
2023 Marylou Martinot 50%
2018 Noémie Perquin 50%
2017 Marion Harispe 50%
BUT 2014 Julie Desroches 100%
2013 Florent Girardier 50%
2011 Agathe Inigo 100%
2006 Christelle Nicolas 100%
Priscilla Manette 50%
Léa Philippot 100%
2021 Vincent Pik 50%
BTS 2018 Guillaume Roblot 50%
2013 Annabelle Vincenot 100%
2011 Alexandre Picogna 100%
2010 Pauline Goncalves 100%

* AD, avant-derniére position ; D, derniéere position
** dans le cadre de la co-direction de la thése d’Université de J. Chamarande, j’ai fait une
demande d’Autorisation & Codiriger un Thése pour laquelle j’ai regu un avis favorable du Conseil
Scientifique de I’UL le 28/04/20. J’envisage a court terme de suivre la formation dédiée aux
encadrants de these (formation prévue les 20 et 21 juin 2024).
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PARTICIPATION A DES JURYS

Jury de thése d’Université

Jordan Chamarande — 2023 — Université — de Lorraine Caractérisation des propriétés de surface,
d’adhésion et de formation de biofilm de Parabacteroides distasonis et étude de son interaction
avec son hote : du potentiel probiotique au pathogéne opportuniste.

Charles Antoine Guilloux — 2021 — Université de Brest — Etude de Porphyromonas dans le micro-
environnement bronchopulmonaire des patients atteints de mucoviscidose.

Jury de thése d’Exercice

Etudiant

Année

Titre de la these

Claire Audouard

2023

Impact of Standardized Blood Culture Collection Protocol: A
Comprehensive Analysis of Contamination Rate Risk Factors

Mise en place d’'un modéle murin de stress chronique et

Safa Ben Brahim 2023 évaluation de son impact sur le microbiote intestinal
. Etude de I’interaction entre Candida albicans et Bacteroides
Paul Chevallier 2022 e R ) AR
fragilis en contexte de péritonites fongiques de réanimation
Intérét du panel moléculaire respiratoire FilmArray® Pneumonia
Paolo Ladaique 2022 | dans la prise en charge des patients atteints de pneumonie sévére
durant la pandémie COVID-19 apres un programme de formation
. . Dysbiose intestinale et reconstitution immunitaire chez le patient
Marine Frayssinoux 2021 o
recevant une allogreffe de cellules souches hematopoietiques
. Endocardite infectieuse chez les patients sans terrain
Aleyya Radjabaly : . - ) I . . )
. 2021 | cardiologique predisposant : caractéristiques clinico-biologiques,
Mandjee . ) .
imagerie et devenir
Etude des caractéristiques cliniques et des parametres
Léa Jager 2021 | biologiques associés a 501 hémocultures pédiatriques
contaminées au CHRU de Nancy
. . Etat des connaissances chez les jeunes de 18 a 25 ans sur le
Laurie Mougin 2021 . ;
Chlamydia trachomatis
: Impact d’une fiche informative de ’assurance maladie sur les
Asma Titah et : . o R
. 2021 | connaissances de la population générale vis-a-vis de la
Isabelle Wuillaume . (e o .
prescription des antibiotiques en médecine de ville
. Perceptions et roles des professionnels de santé dans ’utilisation
Guillaume Baronnet | 2020 des antibiotiques en EHPAD : une étude qualitative
Epidémiologie de la tuberculose au CHRU de Nancy et mise en
Héléne Watry 2020 | place d’un test moléculaire de détection des principales
mutations de résistance a la rifampicine et a I’isoniazide
Criteres anamnestiques cliniques et biologiques des infections
Elsa Piroué 2019 | génitales féminines basses en médecine générale : comparaison

des recommandations nationales et internationales
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Etudiant Annee Titre de la these

Maxime Lenclen 2018 | Effet des antibiotiques en doses subinhibitrices

Janina Eerrand 2013 Mise en place? d’un 'proto.cole_ de c_letectlon_ de transfert d’un
plasmide au sein du microbiote intestinal murin
Place de la PCR-hybridation dans le diagnostic de deux bactéries

Alice Duroch 2009 | multirésistantes : les entérocoques résistants aux glycopeptides et
les SARM producteurs de la leucocidine de Panton Valentine
Evaluation de la carte ANC du systeme Vitek 2 pour le

Céline Matuszewki 2008 | diagnostic des infections a bactéries anaérobies ou a
corynébactéries

Houria Hallage 2006 Etude de la sensibilit¢é au métronidazole et a d’autres

antibiotiques de Prevotella spp.

Jury du Conseil Scientifique de la Faculté de Médecine pour la validation des SIR

Etudiant Année Titre du mémoire

Camille Ealiszek 2020 Impact_of TREM-1 _|nh|b|t|on in a mouse model of acute
alcoholic steatohepatitis
Impact de la mise en place d’un protocole d’administration de

Lisa Nagel 2020 | colostrum cru sur la morbidité des nouveau-nés grands
prématurés

Arthur Streit 2020 Intérét _de 1 albumine dans la\prlse en charge du syndrome post-
ressuscitation, apport du modeéle animal

Karen Busch 2020 Study o_lj_thej clot stability modulation in the hypocoagulability of
arhgefl” mice

Thibault Le Port 2019 Impact  on enwro_nmental microbiology of an innovative
incubator cover device

Louisiane Mangeot- 2019 Effect of immersive virtual reality on anxiety of pediatric

Peter survivors of burns during a simple clinical examination

Marie Morea 2019 Securlsatlo,n dg la s,upplementatlon en phosphore chez les
nouveau-nés prématurés

Alexandre Richer Conception d'une plateforme pédagogique & propos de la

2019 | vascularisation encéphalique : mise en oeuvre pour lartére

Jeremy Sornette

cérébrale moyenne

Jury du Conseil Scientifique de la Faculté de Médecine pour I’attribution du Prix Wittner

Novembre 2019 - expertise de 9 dossiers

Novembre 2020 - expertise de 6 dossiers

Novembre 2021 - expertise de 4 dossiers
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ACTIVITES DE RECHERCHE BIO-CLINIQUE

Dans le cadre de mon activité hospitaliére au laboratoire de bactériologie, j’ai porté ou j’ai
participé a plusieurs projets de recherche clinique. Ces projets touchent a la fois le microbiote
intestinal (en lien avec ma thématique de recherche fondamentale) dans le cadre d’une collaboration
avec le service d’Hématologie clinique, ou les endocardites infectieuses dans le cadre de ma
participation a 1’équipe transdisciplinaire EI-Team du CHRU de Nancy. Je vais plus
particulierement vous présenter le projet PARI-DYS concernant 1’évaluation du lien entre le
microbiote intestinal et la reconstitution immunitaire chez le patient recevant une allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques.

Je participe également a divers autres projets portant soit sur 1’évaluation et la mise en place de
nouvelles méthodes de diagnostic en bactériologie, sur 1’étude de la résistance aux antibiotiques ou
sur I’épidémiologie des infections bactériennes que je présenterai brievement dans un second temps.

Evaluation de I’impact de la dysbiose intestinale sur la reconstitution immunitaire chez le
patient recevant une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

ProOJET PARI-DYS

DYSBIOSE INTESTINALE ET RECONSTITUTION IMMUNITAIRE CHEZ LE PATIENT RECEVANT UNE
ALLOGREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

Le microbiote intestinal (MI) humain constitue un écosystéeme complexe qui, de par son impact
sur la santé et le bien-étre de I’homme, est considéré actuellement comme un organe métabolique
a part entiére. Son équilibre et sa composition vont étre impactés tout au long de notre vie par
divers facteurs intrinséques (age, infection, hormones ...) ou environnementaux (alimentation,
antibiotiques (ATB) ...) [1-3]. Cet équilibre est indispensable aux nombreuses fonctions exercées
par les bactéries intestinales, et sa perturbation, également appelée dysbiose, est de plus en plus
décrite comme étant associée au développement ou a I’aggravation de certaines pathologies. Le
MI est donc en train de devenir une nouvelle cible thérapeutique dans la prise en charge de ces
différents troubles via des stratégies variées visant a restaurer son équilibre [4]. Les études se sont
derniérement multipliées suite a I’avénement du séquencage a haut débit qui permet de séquencer
simultanément I’ensemble des ADN ribosomiques (ADNr) 16S représentant I’ensemble des
taxons bactériens (especes, genres, familles ...) présents dans le tube digestif [1]. Les données les
plus évidentes concernent les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, I’obésité ou le
cancer colorectal mais des études commencent a émerger sur son implication potentielle dans
I’évolution post-greffe chez les patients allogreffés de cellules souches hématopoiétiques (CSH)
[4-10].

La greffe de CSH (allo-HSCT) demeure actuellement le seul traitement potentiellement
curateur de la plupart des hémopathies malignes. Son effet anti-tumoral, appelé effet du greffon
contre la leucémie, est véhiculé par le systtme immunitaire du donneur, notamment les
lymphocytes T (L) injectés au receveur. Ces L, dans le contexte pro-inflammatoire induit par la
chimiothérapie/radiothérapie du conditionnement de greffe, vont bénéficier d’une présentation
accrue d’allo-antigénes par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) du receveur, notamment
d’antigénes tumoraux permettant le développement d’une réponse T cytotoxique anti-tumorale.
Cependant, dans ce contexte de forte activation de I’immunité adaptative, les Lt du donneur vont
aussi reconnaitre les allo-antigenes exprimés par les cellules épithéliales et endothéliales des
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organes sains et étre responsables de la maladie du greffon contre I’héte aigiie (GVHa) [11,12]. La

GVH survient chez 30 a 50% des patients allogreffés. Elle est responsable d’une morbidité ¢levée
et d’un taux de mortalité de 10 a 30% selon le type de greffe

La physiopathologie de la GVH est complexe et imparfaitement connue chez ’homme [11].
Elle est décrite comme faisant intervenir de multiples acteurs de I’immunité (Figure 2) [12]. Il est
admis que les Lt issus de la greffe sont rapidement activés par les CPA du receveur, elles-mémes
activées dans le contexte inflammatoire qui suit le conditionnement de la greffe, notamment dans
le tube digestif. Les Lt activés s’orientent alors vers une réponse cytokinique T de type Thl et
Th17. Cette réponse immunitaire peut étre régulée par certaines cellules immunorégulatrices telles
que les Lt régulateurs (Tregs), les cellules myéloides suppressives (MDSC) et les Lt Natural
Killer invariants (iNKT) [12]. L’équipe nancéienne du Pr Marie-Thérése Rubio a en particulier

montré que le risque de GVHa était moindre en cas de bonne reconstitution iNKT a partir de J15
post-greffe, ainsi que chez les patients ayant recu un greffon riche en iINKT CD4~ et ayant une
bonne capacité d’expansion ex vivo a partir des cellules du greffon [13,14]. Ces travaux avait
analysé de multiples sous types cellulaires contenus dans le greffon incluant les Tregs et les Lt
invariants associés aux muqueuses (MAIT pour mucosal-associated invariant T). En analyse
multivariée, les lymphocytes iINKT étaient le seul sous type cellulaire du greffon a présenter des
corrélations avec le risque de GVVHa [14]. lls ont ensuite montré dans un modéle de xéno-GVH que
les INKT CD4~ humains pouvaient contréler la GVH en inhibant 1’activation, la maturation et la

survie des cellules dendritiques permettant de réduire 1’activation et I’orientation Thl et Th17 des
Lt alloréactifs [15].
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Figure 2 : Schéma de la physiopathologie de la GVH aigue.

Les lymphocytes iINKT sont caractérisés par I’expression d’un TCR invariant (Va24-Jal8)
reconnaissant des glycolipides présentés par les CPA via la molécule CD1d. lls peuvent également
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étre activeés par certaines cytokines [16]. lls représentent une faible proportion des Lt périphériques
chez les sujets sains (médiane de 0,1%-variations de < 1x10* & 1%) [17]. Le microbiote intestinal
semble avoir un impact sur les lymphocytes iNKT puisque les souris dénuées de flore digestive
(germ-free) ont une accumulation des INKT, dans la muqueuse digestive et dans les poumons,
associee a un déficit quantitatif et fonctionnel en INKT en périphérie [18-20]. Des travaux ont
montré que des modulations de I’activation des iNKT étaient corrélées a la présence dans le MI de
certains taxons bactériens possédant des sphingolipides dans leur paroi tels que les Sphingomonas
spp. et apparentés ou certains Bacteroidetes, membres majeurs du MI [19-21]. Chez les patients
HIV+, il a été montré que la richesse des selles en diverses espéces de Bacteroides était corrélée a
une augmentation des iINKT de la muqueuse digestive [22]. Ceci suggére que les variations
importantes du nombre d’iINKT observées entre individus pourraient s’expliquer entre autres par
des variations du MI [19]. Par ailleurs, outre la modulation des Tregs, le Ml a un r6le dans
I’activation d’autres Lt invariants associés aux muqueuses, les MAIT [23]. Enfin, le MI semble
pouvoir moduler I’activation des Lt conventionnels et leur orientation cytokinique Thl, Th17 ou
Th2 [24].

Plusieurs études ont montré 1’existence d’une dysbiose intestinale chez les patients allogreffés

[6,7,9,10,25-27]. Cette dysbiose peut s’expliquer comme étant la conséquence de la chimiothérapie
du conditionnement, de 1’utilisation d’ATB a large spectre pendant la période de neutropénie
fébrile qui suit la greffe ou des perturbations de 1’alimentation durant cette période [9,27]. Par
ailleurs, ces patients sont soumis a diverses situations stressantes au cours de la prise en charge de
leur pathologie. Or il a été montré que le stress impactait la composition du M1 [1,28].
La dysbiose associée a I’allo-HSCT est principalement caractérisée par une diversité bactérienne
diminuée, la perte de certaines bactéries protectrices ou I’émergence d’espéces pro-inflammatoires
[7,9,26], avec en particulier une prédominance d’entérocoques et de lactobacilles ainsi qu’une
réduction des Clostridiales [29-31]. Cette dyshiose est encore plus prononcée chez les patients
développant une GVHa digestive [31], sans que 1’on sache si elle est la cause ou la conséquence de
la GVH [27]. L’importance de la dysbiose semble avoir un impact négatif sur la mortalité toxique
de la greffe [32]. Une réduction d’anaérobies de type Blautia (Clostridiales) a été corrélée a la
survenue de GVHa digestive et a une moindre survie post-allogreffe [7]. Une étude plus récente a
également rapporté des corrélations entre la modification du microbiote et le risque de rechute
post-greffe [33].

La dysbiose post-greffe a été associée a i) une modulation de I’'immunité des muqueuses
avec modulation d’expression de molécules produites par les cellules épithéliales et les
lymphocytes des muqueuses (REG-3a, IL-22, TNF-a), ii) une diminution de métabolites
protecteurs et/ou anti-inflammatoires (tels que le butyrate) et iii) une diminution en Lt régulateurs
circulants [34]. Cependant, si ces mécanismes de régulation au niveau de I’immunité de la
mugqueuse digestive ont été décrits dans les modéles expérimentaux, leurs interactions avec
’activation et la régulation de la réponse T adaptative conduisant a I’activation des Lt allo-réactifs
au niveau des organes lymphoides secondaires puis dans les tissus cibles de la GVH chez I’homme
ne sont pas connues.

Par ailleurs, les deux équipes pionnieres dans 1’é¢tude du microbiote chez le patient allogreffe
(Holler a Resenburg en Allemagne et VVan den Brink au Mémorial Sloan Catherine a New York)
ont rapporté un impact négatif de I’introduction précoce d’ATB a large spectre au décours de
I’allogreffe de CSH [10]. L’introduction précoce d’ATB a large spectre (tels que les carbapénémes
ou ’association pipéracilline-tazobactam) est associee a un risque accru de mortalité toxique du
fait d’un risque accru de GVH. Chez la souris et chez ’homme, il a été observé que certains ATB
a spectre moins large (aztréonam et céfépime) avaient un impact moindre sur le microbiote et
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limitaient la dysbiose par rapport aux ATB a spectre plus large ou aux ATB ciblant les clostridies
(métronidazole, vancomycine) [10]. Cependant, certaines pratiques de greffe different entre les
USA et la France. En France, contrairement aux pratiques américaines, 1’administration de sérum
anti-lymphocytaire au moment du conditionnement est fréquente et I’antibioprophylaxie n’est pas
recommandée pendant la phase de neutropénie fébrile. Ceci explique 1’utilisation plus fréquente et
plus prolongée des B-lactamines a large spectre pendant la phase d’aplasie fébrile chez les patients
allogreffés en France. La dysbiose observée chez ces patients pourrait de ce fait étre différente de
celle décrite dans les études publiées. Il est donc nécessaire d’analyser la composition du
microbiote intestinal dans nos pratiques de greffe et d’explorer plus en détails les conséquences de
la dysbiose sur la reconstitution immunitaire afin de mieux comprendre les interactions entre
microbiote et immunité dans ce contexte particulier.

Ce projet a pour objectif d’analyser les corrélations entre les modifications du microbiote
intestinal, la reconstitution en cellules régulatrices incluant les lymphocytes iNKT, et
I’activation des Lt aprés greffe de CSH chez I’homme.

Nous avons émis I’hypothése générale que la modification significative des proportions de
certains taxons bactériens est prédictive de la qualité de la reconstitution immunitaire a J30. Cette
modification serait corrélée au niveau d’activation et/ou au type d’orientation de la réponse
lymphocytaire T précoce apres la greffe ainsi qu’aux proportions en cellules pouvant réguler
I’activation lymphocytaire T chez les patients recevant une allogreffe de CSH.

Compte tenu de la forte corrélation observée entre la reconstitution en cellules INKT et
I’apparition d’une GVHa d’une part, et du role possible du microbiote sur la survie et 1’activation
des INKT d’autre part, nous avons émis comme hypothése principale qu’il puisse exister une
corrélation entre la dysbiose observée entre JO et J15 post-greffe et la reconstitution en INKT a J30
in vivo chez les patients allogreffés.

Par ailleurs, il est également possible que la dysbiose observée dans nos conditions de greffe
puisse étre corrélée a la cinétique et au niveau d’activation des Lt conventionnels (T naifs ou
mémoires, activés ou exhaustés) de maniére précoce apres la greffe (J15 a J90), mais également a
’activation et ’expansion en périphérie d’autres cellules régulatrices (MAIT, Tregs et MDSC).
Cette dysbiose pouvant étre accentuée par I’antibiothérapie et le niveau de stress du patient, nous
analyserons également I’influence de ces deux facteurs.

Dans ce cadre, nous avons mis en place au CHRU de Nancy une étude interventionnelle,
préliminaire (« proof of concept »), monocentrique, prospective, non randomisée, a visée
analytique dont je suis la porteuse de projet et dont 1’investigatrice principale est le Pr Marie-
Thérése Rubio. Pour mener a bien cette étude, j’ai obtenu un financement de 50 k€ auprés du
GIRCI-Est et Pr Rubio a amené un co-financement de 35 k€ (contrat avec un industriel). Cette
étude clinique a démarré en décembre 2018 pour une durée initiale de 2 ans et une prolongation a
été demandée en 2020. Les inclusions ont pris fin en mai 2023 (Figure 3) et nous avons pu inclure
87 patients.
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Courbes d'inclusions | 4% PARI-DYS

—e—Inclusions théoriques cumulées ~+—Inclusions réelles cumulées

Figure 3 : Courbes décrivant les inclusions théoriques et réelles tout au long de I’étude clinique PARI-DYS.

Ces patients ont €été suivis de I’inclusion jusqu’a 3 mois apres la greffe avec des prélévements de
selles et de sang a différents temps (Figure 4). Des tests d’évaluation du niveau de stress
(questionnaire d’anxiété générale de SPIELBERGER et du questionnaire d’auto-évaluation de
stress percu de COHEN) ont également été réalisés a différents temps du suivi. Par ailleurs, une
¢tude ancillaire a été proposée a I’ensemble des patients inclus afin de suivre 1’évolution clinique
ainsi qu’immunitaire durant les 2 années suivant la greffe de CSH.

Validation des critéres Examen clinique Examen clinique Examen clinique
d’inclusion et de non Prélevement de Prélévement Prélévement sanguin Examen clinique
'IanIUS'On_ ) selles sanguin Prélevement de selles Prélevement sanguin
t tient A Al . .
r.m ormation paten Réponse aux Prélevement de Réponse aux questionnaires
Signature du questionnaires selles d*évaluation du stress
consentement d’évaluation du
stress
Consultation Hospitalisation HoSpIL ou HDJ Etude ancillaire
Inclusion Greffe Aplasie Apres sortie Suivi Suivi Suivi Suivi
Visite pré-greffe 10,5 115, 5 d’aplasie 190, /.15; J180 J365 J730
J30+/_7j
Visite de
conditionnement Suivit*
pré-greffe 160,/ 15,
+/-5 jours

Figure 4 : Schéma récapitulatif du déroulement de la recherche et des différents prélévements réalisés.
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Une fois préleve, les échantillons sanguins ont été récupérés puis les cellules ont été analysees a
I’état frais au laboratoire, Equipe 6 d’IMoPa (CNRS UMR 7563), par une technicienne de
laboratoire dédiée aux travaux de recherche sur la reconstitution immunitaire par cytométrie de flux.

Les étapes permettant la caractérisation de la dysbiose intestinale sont illustrées dans la Figure 5.
Les selles recueillies aux différents temps dans des tubes spécifiques contenant un milieu de
transport ont été acheminées au Centre de Ressources Biologiques (CRB) du CHRU de Nancy.
Pour les selles recueillies par le patient aprés son retour & domicile, nous avons organisé un systeme
de recueil et d’envoi par la poste. Les selles ont été stockées immédiatement a -80°C selon un
protocole défini avec le CRB. Les ADN génomiques seront extraits a partir de ces selles au
laboratoire UR 7300. L’ADN sera extrait selon les recommandations de I’International Human
Microbiome Standards avec un protocole qui a démontré ses performances dans I’extraction de
selles humaines et a été utilisé dans de nombreuses études sur le Ml [35,36]. Les ADN extraits seront
dosés afin d’évaluer leur pureté et leur concentration, puis stockés a -80°C au laboratoire UR 7300.
Lors de ces séries d’extraction d’ADN, un témoin négatif sera extrait en parallele lors de la
premigére et la derniére série d’extraction et sera traité selon le méme protocole que les échantillons
de selles afin d’évaluer le bruit de fond.

5 prélevements/patient:
*Visite de conditionnement
(VdC) = niveau de référence
*J0 = post-conditionnement
*J15 = aplasie, dysbiose +++

*J30 = sortie d’'aplasie
Stockage *190 = suivi
CRB
"m— Extraction
TRESS IVMMUNITE ’
(_\“((; PATHoGENES LY
Charge bactérienne Envoi de 'ADN pour
ar enoscreen
CB) par gPCR NGS (G S )
{ y
GenoScreen - . Indices de Analyses en Abondances
S Nbrlgg 7?;"6;?'25'\” diversité composantes relatives (AR)
8 principales des taxons
OBJECTIF |13 analyses statistiques des résultats a JO et J15 pour évaluer:
* |"évolution de la CB / VdC ) . "
« I‘évolution de la diversité / VdC | en fonction des proportions d’iNKT
RC * les modifications de I’AR des différents dans le sang circulant a J30
Patlorme dAide I echerche e taxons bactériens -
UPmC OBJECTIFS lI2"=s: analyses statistiques de ensemble des résultats pour évaluer :
o : :”évolluti.on de Ila C_B/ij(; en fonction de la reconstitution
evo Ut'_o_n dc_e a d'Ver,S'te /Vd? 3 ™ immunitaire, de I'évolution (+/- GVHa),
* les modifications de I'’AR des différents oy .
taxons bactériens de la prise d’ATB et du niveau de stress

Figure 5 : Représentation schématique des étapes de 1’analyse du microbiote intestinal et de la caractérisation de la
dysbiose ainsi que des différentes structures participant aux analyses.
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La charge bactérienne (CB), représentant le nombre de copies d’ADN ribosomique (ADNr) 16S
par milligramme de selles, sera quantifiée au laboratoire UR 7300 par gPCR selon un protocole
défini précédemment [37]. Cette détermination permettra de définir les variations relatives de
biomasse bactérienne pour chaque point expérimental en relation avec le point a la visite de
conditionnement.

La composition du MI sera déterminée par séquencage a haut débit en utilisant la méthode
Illumina. Cette analyse sera réalisée par un prestataire externe (GenoScreen, Lille) choisi sur la base
de son expertise dans 1’analyse des écosystémes microbiens intestinaux, de sa capacité a fournir les
résultats sous format attendu avec une pré-analyse a 1’aide de logiciels spécifiques et de la
flexibilité de son approche nous permettant de réaliser nous-méme 1’extraction et la quantification
de la CB. Le protocole qui sera utilisé par le prestataire consistera en 1’amplification de la région
V3-V4 de I'ADNr 16S et la préparation de librairies d'amplicons selon le protocole Metabiote
développé par GenoScreen. Ces librairies seront séquencées sur 2 « run » MiSeq en 2x250 pb (20
000 sequences / échantillon). Une étape de pré-processing des séquences obtenues (assemblages,
filtres qualité ...) suivie d’une analyse métagénomique avec affiliation taxonomique seront
également réalisées.

Les analyses statistiques des données métagénomiques et les études de corrélation entre ces
données et les données concernant la reconstitution immunitaire seront réalisées en lien avec le Pr
Harry Sokol (ERL U1157 INSERM Microorganismes et physiopathologie intestinale, UPMC
Paris).

A T’heure actuelle, nous sommes en cours d’extraction des derniers prélévements de selles. Nous
avons di0 inclure plus de patients que prévu car nous avions plus de données manquantes
qu’initialement envisagées. La moitié des échantillons a déja été extrait et envoyé a GenoScreen.
L’analyse ne se fera que de facon globale sur la totalit¢ des 70 patients analysables (350
échantillons).

Les résultats de ce programme de recherche mettront en lumiére les interrelations entre
dysbiose, cellules iINKT, reconstitution immunitaire post-greffe, GVH, antibiothérapie et stress.
En comparant au microbiote pré-greffe, nous détecterons quelles espéces bactériennes sont
modulées et analyserons si leur perte ou leur acquisition pourraient étre statistiquement liées a la
qualité de la reconstitution en cellules iNKT d’une part et a la reconstitution immunitaire globale
d’autre part. Cette étude préliminaire permettra donc de mettre en lumiére une ou plusieurs pistes
de recherche qui devront étre explorées dans des études multicentriques de plus grande envergure.

Les taxons bactériens dont la modulation semble liée a la reconstitution immunitaire pourront
alors devenir des marqueurs prédictifs de 1’évolution de la greffe. Un suivi de leur abondance
relative dans le microbiote des patients au cours de la greffe pourrait ainsi étre utilisé pour prédire
la reconstitution immunitaire et le risque de GVH. La caractérisation de taxons d’intérét permettra
¢galement d’envisager des moyens de lutte contre la dysbiose afin d’améliorer la reconstitution
immunitaire. Les principales stratégies de modulation du microbiote envisageables et actuellement
discutées sont de type pré- ou pro-biotiques, modulation de 1’alimentation, modification des
schémas d’antibiothérapie ou transplantation fécale. Si le stress montre un effet aggravant sur la
dysbiose, il est aussi envisageable d’envisager des stratégies visant a diminuer ce stress chez les
patients allogreffés. Limiter la dysbiose pourrait permettre de prédire et de prévenir la réaction du
greffon contre I’hdte afin d’améliorer la qualité de vie et la survie des patients allogreftés.
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Notre objectif est que I’analyse des résultats de cette étude nous permette de valoriser ce travail

courant 2024.
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Réseau de lutte contre les endocardites infectieuses

Depuis 2005, je collabore de facon étroite avec les cardiologues et les infectiologues dans le
cadre du diagnostic des endocardites infectieuses (EI), notamment des endocardites a culture
négative. Je suis la bactériologiste référente pour les EI au CHRU de Nancy et je prends part aux
réunions de concertation pluridisciplinaire bi-mensuelles. A ce titre, j’ai également mis en place au
CHRU de Nancy le séquencage systématique de I’ADN ribosomique 16S par méthode Sanger
dans les prélévements valvulaires et j’ai pour projet de mettre en place le séquencage haut débit
pour améliorer encore la sensibilité de la détection des microorganismes dans les prélevements
cardiaques.

Durant toutes ces années, j’ai participé aux différentes études menées par le réseau de lutte
contre les endocardites infectieuses, a la fois au niveau local (EI Team du CHRU de Nancy), au
niveau national (Etude Endocardite 2008) et international (International Collaboration on
Endocarditis = ICE). Ces études ont été valorisées par diverses publications (cf Listes des
publications internationales et nationales) :

e Travaux de I’EI-Team du CHRU de Nancy = publications 20, 36, 40, 41, 45, N1et N4

e Travaux concernant I’Etude Endocardite 2008 et I’ICE = publications 14, 16, 21-24, 27,
28, 32, 34, 35, 38, 50, 55, 59, 72

Cela m’a également mené a participer a la thése d’exercice du Dr Aleyya Radjabaly Mandjee.

Enfin, je vais co-encadrer avec le Pr Christophe Rodriguez et le Dr Paul-Louis Woerther de
I’Hopital Henri Mondor le mémoire du Dr Junior Safa Ben Brahim qui porte sur la comparaison
des approches de séquencage Sanger et séquencage a haut débit (NGS) dans le diagnostic des
endocardites infectieuses dans le cadre d’un projet de recherche clinique bi-centrique.

Projets portant sur 1’évaluation et la mise en place de nouvelles méthodes de diagnostic en
bactériologie

Performance de la PCR Xpert dans la détection du complexe tuberculeux lors d’infections
paucibactériennes.

Réseau MycoMed de la SFM

Valorisation : publication 73
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Comparaison des performances des spectromeétres de masse VITEK®MS et MALDI Biotyper
pour I’identification des bactéries anaérobies et anaérobies facultatives.

Partenariat avec la société Biomérieux.

Valorisation : publication 39

Evaluation de I’impact du test GenoType® MTBDR (Hain Lifesciences) sur I’efficacité de la
stratégie de prise en charge de la tuberculose pulmonaire.
Etude nationale multicentrique FAST-TB — PHRC 2014.

Comparaison des performances des spectrométres de masse VITEK®MS et MALDI Biotyper
pour I’identification des actinomycétes.

Partenariat avec la société Biomérieux.

Valorisation : publication 33

Evaluation du VITEK®MS pour I’identification des mycobactéries non tuberculeuses.
Partenariat avec la société Biomérieux.

Comparaison des performances de six coffrets de PCR pour la détection d’agents impliqués dans
les pneumopathies atypiques communautaires.
Partenariat avec les sociétés Biomérieux, Diagénode, Elitech, Eurobio et Launch Diagnostics.

Comparaison des performances de quatre coffrets de PCR pour la détection du complexe
tuberculeux associée ou non a la recherche de genes de résistance aux antituberculeux
Partenariat avec les sociétés Biocentric, Cepheid et Eurobio.

Optimisation des méthodes moléculaires de détection des agents bactériens de bioterrorisme
Partenariat avec le réseau des laboratoires Biotox-Piratox.

Evaluation d’un systéme automatisé¢ d’extraction d’ADN.
Partenariat avec la société Biocentric, Bandol, France.

Evaluation de la carte ANC du systéme Vitek 2 pour le diagnostic des infections a bactéries
anaérobies ou a corynébactéries négative.

Partenariat avec la société bioMérieux et le CHRU de Strasbourg.

Valorisation : publication n° 6

Caractérisation de nouveaux biomarqueurs dans la perspective d’une amélioration de la prise en
charge diagnostique et thérapeutique des infections intraoculaires.
Etude nationale multicentrique (équipe associée) — PHRC 2008.

Détection des entérocoques résistants aux glycopeptides et des Staphylococcus aureus producteurs
de leucocidine par technique d’amplification génique et d’hybridation.
Etude nationale multicentrique (équipe associée) — STIC 2006.

Projets portant sur I’étude de la résistance aux antibiotiques

Suivi de la résistance aux antituberculeux en France (membre du réseau AZAY -Mycobactéries et
du groupe MycoMed de la SFM)
Valorisation : publications 31, 64, 71

Sensibilité des bacilles & Gram-négatif non fermentants a 1’association meropénéme-vaborbactame
et a la délafloxacine
Valorisation : publication 70
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Antibiotic Resistance Testing & Evaluation of Materials for In vitro Susceptibility.
Eude multicentrigue ARTEMIS — 2021.

Prévalence des entérobactéries de sensibilité diminuée aux carbapénémes.
Etude inter-régionale multicentrique (équipe associée) — PHRC 2011.

Etude de la prévalence des entérobactéries résistantes aux antibiotiques et responsables

d’infections urinaires en Lorraine.
Etude régionale ANTIBIOLOR.

Projets portant sur I’épidémiologie des infections bactériennes

Epidémiologie des infections a mycobactériess tuberculeuses et non tuberculeuses (membre du
réseau AZAY-Mycobactéries et du groupe MycoMed de la SFM)
Valorisation : publication 56

Coordinatrice pour la région Lorraine des Observatoires Régionaux des Pneumocoques
Valorisation : publication 67

Participation au Reéseau national des méningites bactériennes de ’adulte.
Etude nationale mise en place en 2012 (collaboration avec le Service des Maladies Infectieuses &
Tropicales du CHRU de Nancy).

Participation aux Réseaux nationaux RENACHLA et RENAGO pour le suivi des infections
sexuellement transmissibles.
Valorisation : publication 68

Interaction avec le CNR des Bordetella de I’Institut Pasteur de Paris.
Valorisation : publication 62

Interaction avec le CNR des Campylobacter et Helicobacter de 1’Institut Pasteur de Paris.
Valorisation : publication 63
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ACTIVITES DE RECHERCHE EXPERIMENTALE

Depuis mon arrivée a Nancy, mon activit¢é de recherche expérimentale s’intéresse plus
particuliérement aux bactéries anaérobies. Tout d’abord, dans le cadre de ma theése d’Université, je
me suis intéressée aux liens pouvant exister entre la taxonomie de certains groupes bactériens
anaérobies et leur résistance aux antibiotiques. Puis en 2010, j’ai débuté la mise en place d’une
nouvelle thématique de recherche pour mon projet de candidature & un poste de MCU-PH. Cette
thématique porte sur I’évaluation de I’impact d’un stress chronique de I’hote sur son microbiote
intestinal, microbiote majoritairement constitué de bactéries anaérobies. Dans le cadre de ce
nouveau projet, nous avons, avec le Pr Alain Lozniewski, participé a la création d’une nouvelle
unité de recherche en nous associant a des immunologistes et des neurobiologistes, ’'UR 7300
Stress IMmunité Pathogenes dans laquelle j’émarge depuis 2013. En paralléle, j’ai aussi collaboré
avec 1’équipe du Pr Sébastien Gibot dans le cadre de la caractérisation du réle d’un récepteur
spécifique exprimé principalement par les cellules myéloides, TREM-1, dans le choc septique et
I'infarctus du myocarde. La bibliographie de cette partie est présentée a la fin du chapitre en
dehors des articles auxquels j’ai contribué qui sont présentés dans le chapitre Liste des
publications (indiquées dans le texte entre crochets).

Taxonomie mixte et consensuelle et résistance aux antibiotiques: application aux genres
Prevotella et Clostridium
=> Thése d’Université (UMR CNRS 7565 et EA 4369) : ‘Taxonomie des bactéries anaérobies : de la
reclassification a la découverte de nouveaux pathogenes’
= Publications 1, 4, 9, 10, 13, 19 ainsi que 2 chapitres de livre dans le Bergey’s Manuel of
Systematics of Archaea and Bacteria

=> Présentations orales : Journées Anaérobies SFM 2006, Université du Saarland Allemagne 2006,
Journées de la Recherche BioMédicale 2009

=>» Communications affichées : ClostPath International 2006, RICAI 2007, BioMicroWorld 2009

Une classification et une nomenclature fiables et actualisées sont indispensables pour identifier
et différencier les microorganismes pathogenes chez I’homme. Ces dernieres années ont vu la
création de nombreux nouveaux taxons bactériens ainsi que la reclassification d’espéces ou de
genres déja connus, notamment au sein des bactéries anaérobies. Afin de clarifier la position
taxonomique de certains groupes de bactéries anaérobies pour lesquelles des phénotypes de
résistance aux antibiotiques inhabituels étaient observés, une approche taxonomique mixte et
consensuelle associant 1’analyse de marqueurs phénotypiques, génotypiques, génomiques et
phylogénétiques a été utilisee. Cette approche, initiée en collaboration avec le Pr Estelle Jumas-
Bilak de I’Université de Montpellier, a été appliquée a des bactéries présentant un bas niveau de
résistance a la vancomycine et appartenant aux Clostridiaceae, famille en plein remaniement
taxonomique. Les résultats obtenus ont abouti a la description d’une nouvelle espéce de Tissierella
et d’un nouveau genre, Flavonifractor, qui résulte du regroupement de deux especes préexistantes.
L’étude du mécanisme de résistance chez Tissierella praeacuta et Tissierella carlieri a permis de
démontrer que celui-ci n’était pas lié a la présence d’un gene van ni a 1I’épaississement de la paroi
bactérienne. L’absence de pentapeptides détectables dans le muropeptide de ces souches pourrait
expliquer cette sensibilité diminuée a la vancomcyine bien que cette hypothése reste a confirmer.
Appliquée dans le cadre d’une étude sur la résistance au métronidazole chez Prevotella spp., cette
approche taxonomique mixte et consensuelle a également conduit a la découverte d’une nouvelle
espece, Prevotella nanceiensis, dont la résistance au métronidazole a été impliquée dans un échec
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thérapeutique. Deux nouveaux genes nim codant une nitroimidazole réductase ont egalement été
décrits en collaboration avec le Pr Héléne Marchandin de 1’Université de Montpellier : nimH
associé a une transposase 1S614B (Figure 6) dans le chromosome d’une souche de Bacteroides
fragilis, et niml a priori intrinséque a ’espéce Prevotella baroniae. Ce travail souligne
I’importance d’une taxonomie claire et fiable en bactériologie médicale et I’intérét d’une approche
mixte et consensuelle en taxonomie bactérienne.

I1S614B

<- >< >E>
24bp 1214bp 18bp
—p i e , —
1S6141i 840bp 1S6142i NIM3 458bp  NIMS
1S6141i 1714 bp NIM3 reverse NIMS

Figure 6 : Représentation schématique de 1’organisation génétique de nimH et 1S614B ainsi que de la stratégie PCR
utilisée pour la cartographie génétique. P, promoteur putatif de nimH présent dans 1’'1S614B. IRR, séquence répétée
droite de 1’IS614B [Publication 37].

A la suite de ces travaux, j’ai été contactée par le Bergey’s Manuel of Systematics of Archaea
and Bacteria, manuel de référence dans la classification bactérienne, afin de rédiger deux
chapitres concernant les genres Flavonifractor et Pseudoflavonifractor.

Reconnaissance et régulation immunitaire face aux microorganismes

=>» Publications 3, 5, 7, 14, 15, 16, 30, 35

=>» Présentations orales : Sepsis 2010 International Symposium, SRLF 2010, SRLF 2011, SRLF 2012,
International Sepsis Forum 2012,

=>» Communications affichées : SRLF 2006, Journées de la Recherche BioMédicale 2010, Sepsis 2010
International Symposium, SRLF2012, International Sepsis Forum 2012

Les interactions entre le systéme immunitaire et I'environnement font intervenir toute une série
d'éléments moléculaires et cellulaires visant a avertir au plus tét l'organisme d'un contact avec un
élément exogéne potentiellement délétere, tout en maintenant un état de tolérance active vis-a-vis
des microorganismes commensaux. Ces signaux de danger sont rapidement relayés par les cellules
de I'immunité innée via des récepteurs spécifiques tels les Toll-Like Receptors (TLR), ou les
Triggering Receptors Expressed on Myeloid cells (TREM et TLT).

Notre équipe a mené entre 2006 et 2019 des travaux en collaboration avec I’Equipe Avenir
INSERM U961, qui a ensuite été intégrée a ’'UMR_S 1116 de I’UL, portant sur la stimulation
bactérienne du récepteur TREM-1 présent a la surface des cellules myéloides ou du récepteur
TLT-1 présent a la surface des mégacaryocytes et des plaquettes activées. Ces travaux ont permis
de montrer, a 1’aide de différents modéles expérimentaux animaux, que 1’utilisation de peptides
immunomodulateurs permettait d’améliorer la survie de 1I’hote (Figure 7) par le biais d’une
diminution de la réponse inflammatoire délétére et le maintien d’une activité anti-infectieuse
suffisante. Il a également ét¢ mis en évidence que I’'immunomodulation induite permettait de
diminuer la translocation bactérienne d’origine intestinale.
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Figure 7 : Courbes de survie de Kaplan-Meier montrant que le peptide LR12 (inhibiteur de la signalisation TREM-1-

dépendante) améliore la survie a 24h des souris aprés induction d’une péritonite infecticuse (test de log-rank, p=0.04)
[Publication 18].

D’autres études dans le cadre de cette collaboration ont montré que I’administration de cellules
immunosuppressives, les MDSC (Myeloid-derived suppressor cells), améliorait la survie au cours
d’un mod¢le murin de péritonite, essentiellement en facilitant la clairance bactérienne. Enfin, des
travaux sur I’effet de I’administration de cellules souches dans ce méme type de modele animal
ont montré que seules les cellules isolées a partir de la gelée de Wharton amélioraient la clairance
bactérienne, contrairement aux cellules souches isolées de la moelle osseuse.
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Thématique de recherche expérimentale actuelle au sein de ’'UR 7300

ETUDE DE L’IMPACT D’UN STRESS CHRONIQUE SUR LA DIVERSITE DU
MICROBIOTE INTESTINAL EN LIEN AVEC LA REPONSE IMMUNITAIRE

Publications 20, 36-39, 45-47, N3, N5

Présentations orales: congres SFM 2013, Congrés SFM 2017, Journées d’Actualités
Physiopathologiques de Strasbourg 2018, Congrés SFM 2018, Journées Régionales de Prévention
des Infections Associées aux Soins du Grand-Est 2021

= Communications affichées : Journées de la Recherche BioMédicale 2013, Congres SFM 2018,
Congrés SFM 2019, Colloque Réseau National Biofilm 2019, Congrés SFM 2021, Congrés SFM
2022.
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Le microbiote intestinal (MI) humain constitue un écosystéme complexe qui, de par son impact
sur la santé et le bien-étre de I’homme, est considéré actuellement par certains auteurs comme un
organe métabolique a part entiere. Son implication possible dans des pathologies telles que les
maladies inflammatoires de 1’intestin, certaines allergies ou des troubles métaboliques et
dégénératifs, a également été avancée et parfois démontrée. Par ailleurs, 1’équilibre et la
composition de ce microbiote sont des facteurs importants dans les défenses naturelles de I’hote
contre les infections. Or, sa composition est affectée a la fois par des facteurs intrinseques de I'hote
et des facteurs extrinséques comme les antibiotiques ou I'alimentation. Des travaux princeps ont
montré dans les années 2010 que 1’exposition a différents types de stress psychologiques entrainait
des modifications significatives du microbiote digestif. Par ailleurs, ces mémes stress sont
associés a des altérations de 1’état immunitaire de 1’hote, accentuant le risque infectieux.

L’objectif du projet de recherche que j’ai développé a partir de 2010 dans le cadre de ma
candidature a un poste de MCU-PH était d’évaluer I’impact de différents types de stress chroniques,
psychologiques et/ou mécaniques, sur la composition du microbiote intestinal chez la souris. Nous
nous sommes intéresses plus particulierement a 1’influence de ces stress sur la diversité bactérienne,
en relation avec la réponse immunitaire intestinale de 1’hote.

Le microbiote intestinal : diversité & fonctions

Le tractus gastro-intestinal des mammiferes est colonisé par une flore complexe et diverse avec
laguelle ils co-évoluent depuis des millions d’années [7,28]. La colonisation microbienne massive
du nouveau-né débute durant le processus de la naissance et est influencée par le mode
d’accouchement [13]. Cette flore commensale, appelée microbiote, va évoluer en composition et
diversité tout au long de la vie de son hote en établissant avec lui des relations de mutualisme et de
commensalisme [11,13]. A 1’age adulte, le microbiote humain est constitué de milliards de bactéries
et ’ensemble des genes bactériens, appelé microbiome, représente 150 fois plus de genes que le
génome humain [28].
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Diversité du microbiote intestinal

Au sein de la flore digestive, seuls 10 a 30% des taxons sont cultivables [7,13,15]. Une grande
partie des informations concernant I’écosysteme digestif a donc été générée par I’application de
méthodes moléculaires visant la reconnaissance des acides nucléiques, notamment du gene codant
I’ARN ribosomique 16S, motif moléculaire clef de la taxonomie bactérienne [11,13,15]. Ces études
ont montré que la majorité du microbiote résidait au niveau du c6lon avec plus de 99% des espéces
présentes appartenant a deux phylums bactériens, les Firmicutes (ou Bacillota) et les Bacteroidetes
(ou Bacteroidota), chez I’humain (Figure 8) ainsi que chez 60 autres espéces de mammiferes
[7,11,13,15,28]. Les membres du phylum Actinobacteria, représenté essentiellement par les
bifidobactéries et les bactéries du groupe Collinsella-Atopobium, constituent une faible proportion
de la flore digestive. Les genres cultivables dominants au sein de ces trois phylums sont Bacteroides
sp., Eubacterium sp., Ruminococcus sp., Clostridium sp. et Bifidobacterium sp. Représentants
majoritaires des Proteobacteria, les entérobactéries repreésentent moins de 1% du microbiote
colique [6,13,15,43]. Enfin, six autres phylums ainsi qu’une archée sont également présents mais trés
minoritaires.
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Figure 8. Représentation schématique du tractus gastro-intestinal humain avec la densité du microbiote et
sa composition selon le site anatomique en conditions normales [Adapté de 6, 11° et 51°].

Tout au long du tube digestif, les bactéries sont présentes sous forme de communautés site-
spécifiques. Chaque communauté contient des groupes bactériens (taxons de rang supérieur ou égal
au genre) qui sont stables dans la plupart des hétes mais il existe une trés grande variabilité inter-
individuelle au niveau de certaines espéces ou souches bactériennes [11,13]. La prédominance
exclusive chez tous les mammiféres des deux phylums Firmicutes et Bacteroidetes s’explique par le
role essentiel de ces grands groupes bactériens dans les diverses fonctions du microbiote (voir §
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suivant). Leur sélection et leur maintien au sein de la flore digestive sont liés aux nombreuses
pressions exercées par le milieu intestinal (sels biliaires, pH, péristaltisme...) ainsi qu’a I’évolution
de I’alimentation au cours de la vie de I’hote et aux interactions (antagonistes ou synergiques) entre
les différentes especes bactériennes du microbiote.

L’exploration du microbiome intestinal est en pleine expansion depuis une quinzaine d’années
notamment a I’instigation de 1’équipe MICALIS de I’'INRA de Jouy-en-Josas dans le cadre du
programme européen MetaHIT qui fait partie du consortium international IHMC (International
Human Microbiome Consortium) [24]. Sur les 160 especes hébergées a minima par un individu
sain, il semble exister un ‘core microbiome’ correspondant a environ 60 espéces, bien que
I’abondance relative de chacune de ces espéces soit trés variable entre individus [39,46]. Ce nombre
limité de phylotypes est particulierement bien adapté a 1’écosystéme intestinal, si bien qu’on les
trouve partagés par la majorité des individus. Ceci contribuerait a maintenir 1’homéostasie
intestinale ainsi que les fonctions principales assurées par le microbiote chez les individus sains
[13,39]. L’amélioration de la connaissance de cette diversité a permis de définir des critéres
différenciant 1’état normal du microbiote intestinal humain, ou normobiose, d’un état pathologique

appelé dysbiose.

Fonctions du microbiote intestinal & immunité de [’hote

Le MI exerce de nombreuses fonctions physiologiques essentielles au maintien de la santé de
I’hote. Les bactéries qui le composent possédent en particulier un potentiel métabolique
considérable. Elles sont ainsi capables de convertir une grande variété de substrats, générant une
diversité de métabolites dont la plupart ont des effets bénéfiques sur la santé. C’est le cas de
certaines fibres végétales telles que la cellulose dont la fermentation par le microbiote libére des
acides gras qui sont réabsorbés et servent de source d’énergie a 1’hote [13,44]. Les bactéries de la
flore digestive permettent également d’assimiler des ¢éléments nutritifs tels que les vitamines. Leur
role a aussi été établi dans le métabolisme des colonocytes, le développement et le renouvellement
cellulaire de I’épithélium, ou encore 1’angiogenése intestinale.

Outre sa contribution aux fonctions citées ci-dessus, le MI participe au développement et a la
maturation du systéme immunitaire et joue un r6le de barriére a la colonisation par les
microorganismes entéropathogénes [7,44]. Plusieurs mécanismes expliquent cette capacité
protectrice du microbiote, tels que la compétition pour les nutriments et/ou les sites de liaison ainsi
que la production de métabolites inhibiteurs ou d’agents antimicrobiens (Figure 9). La muqueuse
intestinale présente une trés grande surface et est par conséquent continuellement exposée a de
nombreux antigénes bactériens. Ces interactions permanentes jouent un réle notamment dans la
mise en place des phénomenes de tolérance et la prévention des allergies. La maturation des tissus
lymphoides associés a I’intestin (GALT) ainsi que le recrutement au niveau de la muqueuse des
cellules sécrétant les IgA et des lymphocytes T activés sont entierement sous le contréle de signaux
provenant du microbiote [44]. Par ailleurs, des propriétés immunomodulatrices ont été décrites pour
certaines especes bactériennes telles que Faecalibacterium prausnitzii qui possede des propriétés
anti-inflammatoires en bloquant la voie NF-xB et la production d’IL-8 et en stimulant la sécrétion
d’TL-10 [33,48]. De nombreux travaux ont montré que, chez les animaux axéniques, le systeme
immunitaire est peu développé et déficient : immaturité des cellules présentatrices d’antigénes ;
réduction des IgA plasmatiques ; production de cytokines limitée ; mauvaise différentiation des
réponses Thl, Th2, Th17 et Treg ; faible diversité des anticorps sécrétés ; hypoplasie des plaques de
Peyer ; difficultés dans 1’établissement de la tolérance orale. Par ailleurs, la rate et les ganglions
mésenteriques de ces animaux sont non structurés et presentent des zones lymphocytaires atrophiées
[7, 44].
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Figure 9. Effets de la colonisation de souris gnotobiotiques par un phylotype apparenté au genre
Clostridium (SFB, segmented filamentous bacteria) sur le systéme immunitaire. Via des interactions fortes
avec la muqueuse iléale, les SFB induisent i) la production de peptides antibactériens (Reglli/y)
protégeant contre I’implantation de pathogenes, ii) une réponse pro-inflammatoire ainsi qu’une réponse
régulatrice dont la composante inflammatoire permet de maintenir la barriére intestinale. Par contre, dans
certaines conditions pathologiques (immunodépression, diabéte de type I, encéphalomyélite auto-immune),
ces mémes bactéries auront un effet délétére [7]. IEL, lymphocytes intra-épithéliaux; MOG, myelin
oligodendrocyte glycoprotein; EAE, encéphalomyélite auto-immune expérimentale.

L’ensemble des données montre que les interactions entre le microbiote et le systéme
immunitaire sont dynamiques et complexes. Les bactéries commensales ou leurs métabolites
affectent I’équilibre entre les réponses immunes adaptatives effectrices et régulatrices mais peu de
données sont disponibles concernant I’influence du microbiote sur la réponse immunitaire innée de
I’hote. 11 a été suggéré que les médiateurs de 1’inflammation €taient associés a la réponse de 1’hote
face a un stress environnemental et que le microbiote pouvait influencer cette méme réponse (voir §
suivant). La colonisation de 1’hdte par les bactéries du microbiote modifierait donc les voies de
perception et de réaction aux stimuli extérieurs, améliorant la résilience du consortium hote-
microorganisme face aux stress extérieurs.

Impact du stress sur le microbiote intestinal

Au sein du microbiote, la symbiose hote-bactéries repose sur un équilibre et un dialogue
permanent des bactéries entre elles et avec les cellules de 1’hote sain. Dans certains cas
pathologiques, ce consensus semble étre altéré et I’on parle alors de dysbiose. De nombreux
facteurs, comme en particulier le temps de transit, le pH intestinal, 1’alimentation ou la prise
d’antibiotiques peuvent influencer la stabilité des communautés microbiennes dans I’intestin.
Bien que moins étudiée, la question de I’tmpact d’un stress sur I’état et la composition du
microbiote intestinal se pose, et ce d’autant plus que les bactéries de la flore digestive participent
activement a 1’axe intestin-cerveau [1,8,9, 35,40].
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Stress, microbiote & axe intestin-cerveau

Le terme °‘stress’, largement utilis¢é dans le langage quotidien, définit a la fois I’action de
I’environnement sur 1’organisme et les réponses de ce méme organisme pour s’adapter a son
environnement. L’état de stress, d’origine psychologique et/ou physique, aigu ou chronique,
correspond a une reponse adaptative de I’organisme conduisant a un ensemble de réactions non
specifiques (neuronales, neuroendocrines, métaboliques, comportementales) destinées a maintenir
I’équilibre homéostasique. Face a un agent stressant, 1’activation initiale du Systéme nerveux
sympathique déclenche la libération de catécholamines et est suivie par I’induction de I’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien conduisant a la sécrétion de cortisol. Le systéme immunitaire
prend également part a cette réponse avec un rdle important de certaines cytokines telles que I’'TL-1
[19,35,40]. Cette phase dite d’alarme entraine notamment une mobilisation des réserves
énergétiques qui permettraient a I’hote soit de fuir, soit de se défendre contre I’agent stressant. Il
s’en suit une phase de résistance impliquant majoritairement la voie endocrine et permettant a
I’hote de s’adapter au stress. Cependant, si ce stress perdure, 1’accroissement de [’activité
hormonale associé a la perte du rétrocontréle négatif va avoir des effets déléteres sur 1’organisme, a
la fois périphériques et centraux.

Ce réseau complexe de communication est en lien direct avec le tractus digestif pour former
’axe intestin-cerveau (Figure 10). Le systéme nerveux entérique, constitué de prés de 108
neurones, est présent dans les parois du tractus gastro-intestinal et contrdle ses fonctions sensitives,
motrices et sécrétoires. Cette régulation est liée notamment a la libération dans la lumiére intestinale
de nombreuses molécules telles que les catécholamines, la sérotonine, la corticolibérine (CRF pour
corticotrophin releasing factor) ou certaines cytokines, soit directement par les neurones entériques,
soit par les cellules entérochromaffines sous 1’activation du nerf vague [30,40].

Visceral stimuli perception i
Emotion
Direct and indirect Modulation
modulation of enteric / : of nervous
microbiota by system function
the CNS by enteric microbiota
Gl motility, secretion, | Mucosal immune Viscerosensory
permeability function mechanism
A
L
Enteric microbiota

Figure 10. Représentation schématique des interactions bidirectionnelles entre le systeme nerveux central
(CNS), le systéeme digestif et le microbiote. Le cerveau module les fonctions et les perceptions du tractus
gastro-intestinal par un réseau d’afférences et d’efférences (EMS, systéme moteur émotionnel) incluant les
axes nerveux sympathiques et parasympathiques (ANS, systéme nerveux autonome) et I’axe corticotrope
(HPA, axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien). Les bactéries du microbiote peuvent interagir & la fois

avec des effecteurs digestifs ou immunitaires et des afférences viscérales [40].

L’¢étude de ces interactions est en pleine expansion depuis quelques années avec I’émergence de
nouvelles disciplines telles que la psycho-neuro-immunologie ou 1’endocrinologie microbienne
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[1,8,9]. Diverses observations suggerent un role important du MI dans I’axe intestin-cerveau, soit
en interagissant indirectement avec le systtme immunitaire muqueux, soit en communiquant
directement avec les cellules épithéliales et notamment les cellules entérochromaffines [8,9,40]. Des
modifications du MI pourraient donc avoir des répercussions délétéres sur les relations
neuroendocrines et/ou immunitaires au sein du tractus gastro-intestinal, et de ce fait avoir des
conséquences physiopathologiques. Or, il a déja été démontré qu’un stress entrainait des
modifications, par les voies hormonales et endocrines, de 1I’environnement digestif telles que des
variations de motilité, d’acidité et de transport des ions ainsi que d’intégrité de la paroi intestinale.
Ces modifications pourraient avoir des répercussions sur la composition du microbiote [1,8,9,40].
Par ailleurs, les catécholamines ont un effet direct sur certaines bactéries entériques dont elles
stimulent la croissance ou I’expression de facteurs d’adhésion, impactant ainsi potentiellement la
distribution des communautés bactériennes. Enfin, le stress est en général associé a des
perturbations du systeme immunitaire, il peut de ce fait induire une altération de la régulation
immunitaire du microbiote et étre associé a une susceptibilité accrue aux infections (Figure 11)
[1,8,30,40].
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Figure 11. Représentation schématique de 1’axe intestin-cerveau en cas de normobiose (A) ou de dysbiose
(B). Le tractus gastro-intestinal constitue un environnement stable pour les bactéries du microbiote qui
participent normalement a son intégrité structurale et fonctionnelle. Des altérations de la physiologie
intestinale et/ou de la composition du microbiote auront des répercussions sur le fonctionnement du systéme
digestif [8].

Influence du stress psychologique sur la diversité du microbiote intestinal

I a ét¢ montré que l’exposition a différents types de stress entrainait des modifications
significatives de la flore digestive a la fois chez I’humain et chez I’animal. La plupart des études
récentes ont été effectuées dans le cadre de certaines affections (diabéte, obésité, maladie
inflammatoire de I’intestin, infection), au cours desquelles les dysbioses observées étaient
généralement caractérisées par une perte globale de la diversité bactérienne avec des variations du
ratio Firmicutes/Bacteroidetes. Ces variations pouvaient étre associées a la disparition de groupes
bactériens dits ‘protecteurs’ tels que les lactobacilles, les bifidobactéries ou 1’espece
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Faecalibacterium prausnitzii [11,13,33,45]. Les données concernant 1’impact d’un stress
psychologique sur le microbiote intestinal restent parcellaires. Bien que certaines modifications
observées varient selon le type de stress et le modele animal utilisés, 1’ensemble des travaux
décrivent des perturbations significatives de 1’écosystéme digestif liées au stress avec une
diminution de la charge bactérienne, une perte de la diversité, une augmentation fréquente des
bactéries aéro-anaérobies facultatives, une perte de groupes bactériens ‘protecteurs’ et une
susceptibilité accrue a la colonisation par des pathogenes entériques [8,18,36]. L’utilisation de la
technique séquencage haut débit (NGS) a permis non seulement de confirmer ces observations mais
également de caractériser de facon plus fine les modifications majeures liées au stress. Dans le
modéle de stress d’immobilisation, Bailey et al. ont démontré que la diminution significative de
diversité bactérienne du microbiote murin était liée a la perte des bactéries du genre Tannerella [2].
Il est intéressant de souligner qu’une réduction de I’abondance des Tannerella avait également été
décrite par Lupp et al. dans un modéle murin d’inflammation intestinale [29]. Dans les deux cas,
une susceptibilité accrue a I’infection par Citrobacter rodentium était associée a cette dysbiose
[2,29]. Par ailleurs, ces modifications sont en général associées a 1’augmentation des
concentrations sériques de corticostérone (équivalent murin du cortisol chez 1’homme) et de
cytokines pro-inflammatoires, ainsi qu’a une réponse plus importante a un nouveau stimulus
stressant et a une perméabilité intestinale accrue [8,18,36].

Ces donneées soulignent les liens étroits entre le microbiote, le systeme immunitaire et les voies
de réponse au stress de 1’hdte. Bien que certaines de ces interactions commencent a étre elucidées,
la majorité d’entre elles restent inconnues.

Objectifs de I’etude

Il nous semblait donc nécessaire dans un premier temps d’évaluer la composition et la diversité
du microbiote intestinal en réponse a différents types de stress psychologiques afin d’évaluer des
stratégies de modulation limitant I’impact du stress sur I’axe intestin-cerveau. Pour cela, nous avons
¢tudié I’écosystéme intestinal de souris soumises a plusieurs types de stress chroniques en nous
intéressant plus particulierement aux relations entre la diversité bactérienne et la réponse
immunitaire de 1’hote.

Modeles animaux de stress chroniques

Plusieurs modeles de stress chroniques sont utilisés au laboratoire. Nous testons 1’influence d’un
stress socio-environnemental chronique modéré (CUMS pour Chronic Unpredictable Mild Stress)
mimant une répétition de contrariétés de la vie quotidienne, correspondant a un état de stress
chronique d’intensité faible a modérée chez I’humain. Par ailleurs, dans le cadre d’une collaboration
avec le Centre National d’Etudes spatiales, nous testons des stress liés a une modification de la
gravité (hyper- ou microgravité) qui correspondent a des stress mécaniques purs ou associés a un
stress socio-environnemental. Qu’il s’agisse de stress psychosociaux seuls ou associés a des stress
mécaniques, il a ét¢ montré que les voies s’activant en réponse aux agents stressant, axes
corticotrope et hypothalamo-hypophyso-surrénalien, sont également impliquées dans 1’axe intestin-
cerveau [12]. Ce dernier constitue un systéme de communication entre le systéme nerveux central et
le tractus gastro-intestinal, y compris les bactéries constituant le microbiote. La modulation de ces
communications pourrait avoir un impact sur la stabilité et la composition du M.

55



Pour chaque expérimentation, des groupes d’animaux témoins sont testés en paralléle.
L’ensemble des expérimentations animales ont été réalisées dans le respect de la réglementation
d’éthique en vigueur et selon des protocoles déja établis. Les resultats que je vais vous présenter ici
proviennent d’expérimentations qui ont été réalisées soit a Marseille, soit a Paris car nous ne
possédions pas les modeles sur place a I’époque. A I’heure actuelle, ces modeles de stress
chroniques sont en place au sein de I’ACBS (Animalerie du Campus de Biologie Santé) de
I’Université de Lorraine (CUMS) et de la plateforme GEPAM (Gravity-Gravitational Experimental
Platform for Animal Models) de I’'UR 7300 située dans les locaux de I’ACBS (modifications
gravitationnelles) [5].

Pour nos travaux, nous avons utilisé des souris C57BL/6 méales agées de 8 semaines que nous
avons soumises pendant une durée de 21 jours (stress chronique) a un stress hypergravitaire (souris
centrifugées a 2G ou 3G) (Figure 12), ou a un stress psychosocial modéré (CUMS) [20,38].

Figure 12. Centrifugeuse utilisée pour soumettre les souris a des conditions hypergravitaires (laboratoire de
Génomique Fonctionnelle, Comportement et Pathologie, Faculté de Médecine de la Timone, Marseille).

Les modéles de stress par modification de la gravité

Les vols spatiaux représentent un modele unique dans lequel plusieurs stress sont rencontrés de
facon continue ou intermittente dont des stress psychosociaux (dus a I’isolement et au
confinement), des stress physiques (modification de la gravité, vibrations), les radiations, la
perturbation du rythme circadien et une moins bonne nutrition [16,20]. Associées aux effets directs
de ces stress sur les astronautes, des altérations du systéme immunitaire et une augmentation de la
virulence des microorganismes dans 1’espace font de ces vols spatiaux des missions a risque
infectieux plus élevé. Au début des années 2010, les données disponibles concernant I’impact des
vols spatiaux sur la composition et la diversité du microbiote intestinal sont rares et parcellaires,
ceci étant en grande partie lié aux difficultés techniques de recueil des échantillons biologiques en
vol [23].

Il est intéressant de souligner que les mécanismes de stress chroniques sont les mémes en vol
et sur Terre. Il en est de méme pour un grand nombre des altérations du systeme immunitaire
observées en vol (perturbations de la production des cytokines Thl, des IgG, ainsi que de la
réponse proliféerative des lymphocytes B et T) qui sont également retrouvées chez les personnes
soumises a des stress chroniques sur Terre [19,20,37]. Ainsi, les données obtenues pourront non
seulement étre appliquées a la biologie spatiale mais également servir de comparatif avec des
modeles de stress chroniques terrestres afin d’identifier des modifications particuliéres liées a
des conditions plus extrémes.

Le modele de stress hypergravitaire nous a permis d’étudier au sol I’impact d’un stress
meécanique pouvant étre associé a un stress psychologique. Les immunologistes de la future UR
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7300 venaient juste de démontrer qu’un état de stress psychologique persistait aprés une
centrifugation de 21 jours & 3G et était associé a des concentrations sériques de corticostérone
deux fois plus élevées (Figure 13) ainsi qu’a des comportements anxieux qui persistaient 15 jours
apres arrét de la centrifugation [20]. Cet état de stress psychologique n’était pas retrouvé a 2G.
Ainsi, les résultats obtenus a ces deux vitesses d’hypergravité permettent de comparer les effets
liés a une modification de gravité seule (2G) ou associée a un stress psychologique (3G).
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Figure 13. Concentration sérique de corticostérone aprés 21 jours d’hypergravité a 2 ou
3G en comparaison a des souris contréles (n = 12 / groupe) [20].

Le modéle de stress chronigue modéré (CUMS)

Ce modeéle de stress psychologique chronique modéré combine un ensemble de stress sociaux
et environnementaux d’intensité modérée qui vont étre répétés de facon imprévisible tous les jours
pendant les 21 jours de I’expérience (modele de stress détaillé dans le chapitre Projet de
Recherche). C’est un modé¢le animal utilisé pour mimer une répétition de contrariétés de la vie
guotidienne menant a un état de stress chronique d’intensité faible a modérée chez 1’humain [38].
Cet état de stress est associé a une augmentation des taux sériques de corticostérone. Dans 1’attente
de la mise en place de ce modéle au laboratoire UR 7300, les expériences ont été realisées au Centre
Psychiatrie et Neuroscience, au sein dulaboratoire INSERM U894 de 1I’Université Paris Descartes.
Ce dernier est le laboratoire qui a mis en place ce modele original de stress psychologique.

Validation de I’étape d’extraction de ’ADN a partir d’échantillons fécaux

L’¢étape d’extraction des acides nucléiques reste 1’étape limitante des études indépendantes de
la culture. De nombreux travaux soulignent I’importance et la nécessité¢ de valider cette €tape
[31,34,42]. En effet, il est indispensable d’évaluer non seulement 1’efficacité¢ de I’extraction de
I’ADN a partir du milieu trés dense et complexe qu’est le microbiote intestinal, mais il faut
également que les nombreux inhibiteurs présents soient correctement éliminés. Par ailleurs, la
présence de bactéries ayant une paroi difficile a lyser souléve le risque de sous-évaluer certaines
especes si I’extraction n’est pas adaptée. Certains auteurs ont comparé 1’efficacité de plusieurs
méthodes d’extraction sur des échantillons fécaux humains et animaux [31,34,42,49]. Bien que la
souris soit le modele mammifére de prédilection, notamment dans les analyses du microbiote
intestinal, aucun travail concernant 1’optimisation de 1’étape d’extraction d’ADN a partir
d’échantillons fécaux murins n’avait été publié¢ a I’époque.

Une étape préliminaire de ce projet a donc consisté a comparer 1’efficacité de plusieurs
méthodes d’extraction d’ADN sur des echantillons fécaux et intra-luminaux murins. Différents
parametres tels qu’un prétraitement avec des billes, des modifications de temps d’incubation et de
température, et/ou des étapes supplémentaires de purification ont été comparés. Le rendement de
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I’extraction, la pureté et ’intégrité de I’ADN extrait (Tableau 1), la présence d’inhibiteurs et la

capacité a extraire des quantités définies de bactéries possédant des types de paroi différents ont

été evalués.

Tableau 1. Synthése des résultats de pureté et de concentration d’ ADN extrait & partir des féces ou des contenus intra-
caecaux murins a I’aide de 7 méthodes différentes [Publication 26].

Extraction method Mucleic acid yield Azso/Azso 165 rRNA gene yield
(ng/g sample)® (log copies/g sample)

Feces

MG+ 2590 + 10.70 162 £+ 0.05 10.64 £ 035

Qs 3547 £ 139 210 £ 00 11.15 £ 002

EM 1966 + 954 199 4+ 0.02 10.75 + 024

BO 13400 + 1580 193 +0.03 12.02 + 0.10"

ZR 6420 4+ 2420 1.60 4+ 0.54 11.41 + 038

FpS 5802 4+ 760 192 4+ 0.02 11.97 + 004"

FpF 6369 4+ 513 223 +0.03 11.81 + 0.04"

Cecal contents

MG+ G283 4+ 146 195 £+ 0.04 10.54 £ 007

Qs 509 4+ 096 216 £ 0.05 10.30 £ 023

EM 783 £ 195 193 + 001 10,83 + 011

BO 634 4+ 237 1.79 £ 0,10 10.75 £ 023

ZR 704 £+ 511 123 4+ 0.58 10.73 £ 0417

FpS 7455 4+ 159 194 4+ 0.01 11.94 + 006"

FpF 3664 4+ BB3 298 +0.14 11.30 + 0.02

MG +: MasterPure™ Gram Positive; Q5: QlAamp® DNA Stool; EM: NudiSENSE
easyMAG®; BO: method from Bonot et al. (2010); ZR: ZR Fecal DNA MiniPrep™;
FpF: FastDNA® SPIN Kit for Feces; FpS: FastDNA® SPIN Kit for Soil.

* DNAvyield from a 50 mg sample as dete rmined with the Qubit fluorometer (average of
five replicates 4 SEM).

b Significantly different from the other four or six methods, respectively (p < 0,001).

Pour ce dernier paramétre, nous avons préalablement ajouté a des échantillons intra-luminaux
et de féces un mélange calibré de Prevotella baroniae DSM 169727 (géne niml chromosomique),
Enterococcus faecium BM 4339 (géne vanD chromosomique) et Mycobacterium chelonae CIP
1045357 (région ribosomique entre les génes rrs et rrl). Ces espéces bactériennes ont été choisies
de par la variabilité de leur paroi : tres fine pour P. baroniae (bactérie a Gram négatif), d’épaisseur
classiqgue pour E. faecium (bactérie a Gram positif) ou tres épaisse pour M. chelonae
(mycobactérie).

Cette étude a montré une trés importante variabilité de résultats selon la technique utilisée en
termes de rendement d’extraction (Figure 14), de degrés de pureté et d’intégrité des ADN extraits,
ainsi qu’en termes d’élimination des inhibiteurs présents en grande quantité dans le milieu
intestinal. Nos résultats ont été publiés dans Journal of Microbiological Methods [publication
26]. lls montraient que la technique qui alliait les meilleures performances en termes de
rendement, de pureté, d’intégrité, d’¢limination des inhibiteurs et de lyse de tout type de paroi
bactérienne correspondait au ‘FastDNA® SPIN kit for Soil’ (MP Biomedicals, USA). Ce coffret a
donc été choisi pour extraire ’ADN de I’ensemble des échantillons fécaux murins dans nos
différents travaux.
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Figure 14 : Nombres de copies (Log10) détectées en gPCR des génes niml, vanD et de I'ITS de M. chelonae a partir
d’ADN extrait de 50 mg de féces ou de contenu intra-caecal en comparant les différentes méthodes [Publication 26].

Impact des stress hypergravitaires sur le microbiote intestinal murin

L’¢étude par NGS et qPCR de ’ADNr 16S chez les souris soumises a une hypergravité de 2 ou
3G durant 21 jours a permis de mettre en évidence une augmentation de la charge bactérienne
(Figure 15A) seulement a 3G, une augmentation de I’a-diversité a 2 et 3G, ainsi qu’une
modification significative de la B-diversité dans le caecum des souris 3G. Les profils intra-caecaux
des souris 3G étaient caractérisés par une diminution du rapport Firmicutes/Bacteroidetes (rapport
de 15,79 chez les souris 1G, 14,03 chez les souris 2G et 7,31 chez les souris 3G). Nous avons
aussi noté que 12,1% des taxons étaient significativement impactés a 3G, la plupart d’entre eux
(78%) étant enrichis. Au sein du phylum Bacteroidetes, un impact significatif du stress sur
I’abondance relative des Porphyromonadaceae/Tannerellaceae a été mis en évidence a 3G, avec
une réduction de I’espéce Parabacteroides distasonis (Figure 15B).
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Figure 15. A) Charge bactérienne totale (déterminée par gPCR) correspondant au nombre total de copies de génes
codant pour un ARNr 16S par mg de contenu intra-caecal et B) abondance relative intra-caecale de Parabacteroides
distasonis chez les souris soumises a une hypergravité de 2G (n=10), 3G (n=11) ou gardés a 1G (n=7). Analyses
statistiques : Mann-Whitney U test [Publication 48].

La perturbation du microbiote caecal semble donc étre fonction de I’intensité de la force
gravitaire appliquée. De facon intéressante, ces modifications ne s’accompagnaient pas
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d’altérations de l'intégrit¢ de la muqueuse intestinale ni de I’'immunité locale. Ces résultats,
publiés dans Scientific Reports [publication 48], renforcent ceux obtenus lors d’expérimentations
en vol ou en utilisant des modéles de microgravité [40,47] et soulignent la nécessité d’étudier
l'impact d’un vol spatial sur le microbiote intestinal afin d'optimiser les conditions de voyage dans
I'espace a long terme.

Impact du CUMS sur le microbiote intestinal murin

Pour ce qui concerne les souris soumises durant 21 jours au modéle CUMS, I’analyse des
données de NGS montre que ce stress impacte significativement la B-diversité alors que I’a-
diversité et la charge bactérienne intra-caecales ne semblent pas differer de celles observées chez les
souris témoins (Figure 16A). L’impact sur les phylums se traduit par une augmentation de
I’abondance relative (AR) des Firmicutes et une baisse de celle des Bacteroidetes (Figure 16B),
associees a une augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes, résultat qui est en accord avec ceux
observés pour d’autres types de stress [17].
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Figure 16. A) Analyse en composante principale décrivant la diversité intra-caecale de souris stressées (CUMS) vs.
souris controles (Prr = 0.029). B) Ratio Firmicutes/Bacteroidetes du microbiote intra-caecal de souris soumises
durant 21 jours a une combinaison de stress socio-environnementaux (10 souris CUMS et 10 souris témoins). Analyses
statistiques : Mann-Whitney U test. * p < 0,005 [publication 53].

Le CUMS impacte de fagon moins significative que I’hypergravité a 3G les especes intestinales
mais nous avons cependant a nouveau observé un impact du stress sur I’abondance relative au sein
des Bacteroidetes avec une diminution significative des Porphyromonadaceae/Tannerellaceae,
notamment des taxons tels que Barnesiella sp. et P. distasonis. Nos résultats ont été publiés dans
International Journal of Molecular Sciences [publication 53].

Parabacteroides distasonis : du potentiel probiotique au pathogene opportuniste

Nos travaux ont permis d’identifier Parabacteroides distasonis comme 1'une des espéces
bactériennes du MI les plus négativement impactées lors d’un stress chronique aussi bien gravitaire
que socio-environnemental. Ce taxon qui appartient a la famille des Tannerellaceae, est une
bactérie anaérobie stricte a Gram négatif, commensale du MI humain et murin et faisant partie du
core microbiome. De récentes études suggerent que P. distasonis pourrait exercer des effets
protecteurs contre des maladies, notamment la sclérose en plaques, le diabéte de type I, le cancer
colorectal et les maladies inflammatoires. Elle possede en effet une activité anti-inflammatoire via
la suppression de la production de cytokines pro-inflammatoires ainsi que des proprietes
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anticancéreuses via 1’induction de I’apoptose de cellules cancéreuses [10,21,25-27]. Cette bactérie
pourrait donc étre utilisée comme potentiel nouveau produit biothérapeutique. Cependant, d’autres
données décrivent P. distasonis comme un possible pathobionte pouvant étre impliqué dans
I’aggravation de colites ou 1’aggravation des symptomes de la maladie de Charcot chez des souris
[4,14]. Ce taxon semble donc présenter un role dichotomique selon le contexte, I’environnement et,
tres probablement, la souche. Or peu de données sont actuellement disponibles concernant les
capacités de colonisation de cette espece au sein de I’écosystéme complexe qu’est I’intestin.

Nous nous sommes donc intéressés aux propriétés de surfaces de P. distasonis qui pourraient
expliquer son maintien, ou sa disparition en cas de stress, au sein du MI. Pour cela, nous avons
évalué les propriétés d’adhésion et de formation de biofilm de 14 souches non apparentées de P
distasonis en utilisant, pour la premiére fois sur une espece anaérobie, la technique de lavage
vapeur [50]. Nous avons également évalué les propriétés de surface de ces souches par micro-
électrophorese (mobilité électrophorétique, charge externe globale et perméabilité de surface), leur
coefficient d’homo-agrégation ainsi que 1’impact de plusieurs marqueurs de stress (adrénaline,
noradrénaline, dopamine, cortisol et sérotonine) sur 1’adhésion et sur la formation de biofilm. Nos
premiers résultats ont mis en évidence que, dans les conditions testées, toutes les souches de P.
distasonis ont été capable d’adhérer au support abiotique, avec I'une des souches cliniques (CS1)
montrant une capacité d'adhésion aussi importante que celle du témoin positif Lactobacillus
rhamnosus GG. Toutes les souches étudiées avaient également la capacité de former un biofilm
avec cependant une variabilit¢ dans [’organisation du biofilm. L’étude des propriétés
¢lectrocinétiques a permis d’obtenir une premicre image qualitative des marqueurs de surface
bactérien. La mobilité électrophorétique de toutes les souches testées était négative et a atteint un
plateau dans des conditions de forces ioniques suffisamment élevées (Figure 17). Ces valeurs
refletent la présence d'une couche chargée et perméable comme attendu pour une bactérie a Gram
négatif. La souche clinique CSI1, qui possede les propriétés d’adhésion les plus importantes, a
montré une densité de charge de surface moins électronégative que les autres souches, comme
observé pour le contréle LGG. Ceci peut étre expliqué par la présence d'exopolysaccharides et de
pili & sa surface.
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Figure 17. Profils de mobilité électrophorétique des souches de P. distasonis CS1, CS12 et DSM 207017 ainsi que
des contrdles L. rhamnosus GG, B. fragilis 638R et B. thetaiotaomicron VPI1-5482. Points :données expérimentales.
Pointillés : données fittées en utilisant la procédure standard de Levenberg-Marquardt. Encadré : représentation des

données électrocinétiques selon un axe linéaire de concentration en électrolytes [publication 61].
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Nos résultats ont enfin montré que toutes les molécules de stress testées, hormones et/ou
neurotransmetteurs, peuvent réduire ou améliorer les capacités d'adhésion et de formation de
biofilms de P. distasonis, selon la souche et la molécule testée. Ces résultats suggerent la présence
d'éléments de détection a la surface de la bactérie qui sont potentiellement activés/déclenchés par
des molécules produites par I'hdte en conditions de stress. Ce travail a été publié dans
Microorganisms [publication 61].

Les structures de surface cellulaire impliquées dans son interaction avec son héte et pouvant
expliquer son comportement bénéfique ou délétere ont ensuite été analysées in silico. Parmi ces
structures se trouvent notamment la capsule, les fimbriae ou encore les pili. La classification RfbA
[3], basée sur la séquence du géne rfbA impliqué dans la synthése du lipopolysaccharide (LPS) des
bactéries, a également été appliquée. Ces analyses in silico ont été effectuées sur 26 génomes
complets de P. distasonis (13 génomes seéquencés pour cette étude et 13 génomes publics). Deux
types de fimbriae, trois de pili et 14 locus d'exopolysaccharides ont été identifies mais aucun
marqueur de surface cellulaire pouvant expliquer son caractere dichotomique n'a été mis en
évidence (Figure 18). Ce travail a été publié dans International Journal of Molecular Sciences
[publication 65]. La comparaison des structures de surface et des différents types de RfbA en
fonction des souches, de leur comportement bénéfique ou délétére et du statut de leur hdte dont
elles ont été isolées n’a pas permis d'identifier un ou plusieurs marqueurs de surface pouvant
expliquer le comportement pathogéne ou probiotique des souches de P. distasonis. Cependant, la
présence/absence de certains marqueurs de surface couplée a I'organisation des loci/clusters et aux
variations des séquences génétiques pourraient expliquer le comportement de P. distasonis trés
vraisemblablement souche-dépendant.
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Figure 18. Représentation hypothétique A) des fimbriae du systeme Fim et B) des pili du systéme Mfa chez
Parabacteroides distasonis [publication 65].

Les caractéristiques liées a la sélection d'un nouveau produit biothérapeutique (NPB) a partir
d'un large panel de souches de P. distasonis ont ensuite été étudiées pour identifier un ou plusieurs
candidats présentant des effets bénéfiques pour I'h6te pouvant étre envisagés comme contre-
mesure a la perte de cette espéce induite par le stress. La sélection de NPB tels que les
probiotiques repose sur la validation de critéres généraux et spécifiques. Les critéres généraux
portent sur la caractérisation phénotypique et genotypique, la non-pathogénicité, la résistance aux
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conditions gastriques ainsi que I’implantation efficace de la souche dans I’intestin, tandis que les
caracteres spécifiques correspondent aux effets bénéfiques pour 1’hote [22].

La capacité de P. distasonis a coloniser I’intestin via I’¢tude des propriétés d’adhésion et de
formation de biofilm sur support abiotique ayant été précédemment évaluée [publication 61], nous
avons poursuivi nos travaux par I’étude des capacités d'adhérence sur support biotique, de
résistance aux conditions gastriques, de renforcement de la barriere épithéliale et
d'immunomodulation. L'effet immunomodulateur de P. distasonis a été examiné sur les modéles
cellulaires eucaryotes HT-29 (barriére épithéliale) et PBMC (systéme immunitaire). Cette étude,
couplée aux résultats obtenus dans nos précédents travaux, nous a permis de mettre en évidence
cing souches combinant 10 des 12 propriétés biothérapeutiques testées in vitro. Parmi ces souches,
deux semblent particulierement intéressantes en raison de leur forte capacité d'adhésion et de
formation de biofilm, de leur effet anti-inflammatoire sur le modéle de cellules épithéliales
stimulées par le LPS, et de leur faible effet pro-inflammatoire sur le modele de cellules du systeme
immunitaire. Cependant, leur utilisation nécessite de mieux définir les mécanismes sous-jacents a
leurs interactions avec I'héte, d'assurer leur survie jusqu'a la colonisation de leur site d'action et
I'absence d'effets indésirables pour I'hdte. Ce travail a été publié dans Nutrients [publication 66].

Bilan des travaux des dix dernieres années

Depuis la création de I’UR 7300 et la mise en route de ma nouvelle thématique de recherche, j’ai
bénéfici¢ de I’aide technique de Lisiane Cunat a partir de 2014. J’ai ensuite été rejointe dans cette
thématique par Catherine Cailliez-Grimal en 2016, ce qui nous a permis d’avancer plus vite dans
I’avancement et la valorisation des différents travaux en cours. Durant toutes ces années, nous
avons accueilli et formé de nombreux étudiants qui ont participé aux différents travaux présentés.

Les résultats obtenus dans deux modeles de stress ont permis de caractériser ’impact d’un
stress chronique socio-environnemental seul (CUMS, hypergravité a 2G) ou associé a un
stress mécanique (hypergravité a 3G) sur la composition du microbiote intestinal murin. Ces
connaissances peuvent étre d’emblée utilisées pour envisager des moyens préventifs (probiotiques,
lutte contre le stress, alimentation) de lutte contre la dysbiose a la fois chez les astronautes, mais
également sur Terre ou les individus sont soumis en permanence a des stress socio-
environnementaux d’intensité plus ou moins importante.

Ces données ont également permis de mettre en lumiére des taxons d’intérét tel que Barnesiella
sp. ou P. distasonis. La perte de P. distasonis induite par le stress nous a ensuite mené a nous
intéresser aux propriétés de surface de ce taxon afin de mieux comprendre ses propriétés impliquées
dans sa colonisation et son maintien au sein du microbiote intestinal. Ce travail a fait I’objet de la
thése d’Université de Jordan Chamarande que j’ai co-encadrée avec Catherine Cailliez-Grimal et
pour laquelle nous avons obtenues une bourse LUE de I’Université de Lorraine. Il nous a permis
d’approfondir les connaissances concernant cette espeéce encore mal connue du core microbiome
humain et murin et a confirmé que seules certaines souches de P. distasonis semblent
prometteuses en tant que NBP. Cette utilisation pourrait étre envisagée comme un moyen de lutter
contre la perte de P. distasonis liée a un stress chronique. Il pourrait ainsi étre envisagé de proposer
une approche de supplémentation chez I’animal par I’administration dans nos modeles de stress soit
de bactéries vivantes ou de la fraction d’intérét identifiée.

En parallele, mon intérét a la fois clinique et fondamental concernant la problématique liée a la
résistance aux antibiotiques m’a amenée a m’intéresser a la dissémination de cette résistance au sein
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du microbiote intestinal et a I’éventuel effet d’un stress de I’hote sur cette dissémination. Cette
hypothése est la base de mon projet de recherche présenté dans le chapitre suivant.
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RAYONNEMENT SCIENTIFIQUE

Expertise reconnue concernant les bactéries anaérobies

Au niveau national, j’ai été sollicitée pour co-rédiger le chapitre concernant les bactéries
anaérobies dans un projet de référentiel de Bactériologie a I’attention des internes de biologie
(actuellement en cours sous 1’é¢gide de la SFM). Par ailleurs, Mérieux Université m’a récemment
demandée d’étre formatrice dans le cadre d’une session annuelle de formation continue de 3 jours
concernant 1’«Isolement et identification des bactéries anaérobies strictes». J’ai également participé
a la mise a jour d’un traité EMC de Biologie médicale portant sur les bactéries anaérobies a Gram
négatif qui est actuellement en cours de publication.

Au niveau international, on m’a proposée de co-rediger 3 chapitres de livre concernant des taxons
anaérobies dans des livres majeurs de taxonomie bactérienne (Prokaryotes et Bergey’s Manual of
Systematics of Archaea and Bacteria). J’ai été invitée par 1’Université du Saarland a parler de la
résistance aux glycopeptides chez les bactéries anaérobies. J’ai également été invitée a reviewer des
articles de recherche concernant des espéces anaérobies dans des journaux tels que Clinical
Microbiology and Infection (IF2021=13.31) ou Journal of Antimicrobial Agents (IF202:=5.758).
Enfin, j’ai été sollicitée en 2022 a rejoindre 1I’European Study Group on Anaerobic Infections
(ESGAI), groupe de travail de I’European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ECCMID). Je n’ai pu répondre positivement a cette sollicitation par manque de temps disponible
pour ce type d’activité.

Expertise reconnue concernant les microbiotes

Au niveau national, j’ai été invitée a intervenir sur la thématique du microbiote intestinal au
congres de la SFM en 2017, aux Journées d’Actualités Physiopathologiques de Strasbourg en 2018
ainsi qu’aux Journées Régionales de Prévention des Infections Associées aux Soins du Grand-Est
en 2021. On m’a également demandé de rédiger une revue dans le journal Onco-Hématologie en
2017 ainsi qu’un éditorial sur le site internet de la SFM en 2020. Enfin, j’ai été a plusieurs reprises
modératrice de sessions concernant le microbiote lors des congrés de la SFM et cela fait 5 ans que
I’on me reconduit au sein du conseil scientifique de ce congres.

Par ailleurs, j’ai été contactée en 2021 par les Pr Geneviéve Héry-Arnaud et Christophe Burucoa
pour participer, avec 12 autres microbiologistes frangais, a la création d’un groupe de travail sur les
microbiotes et la métagénomique clinique. Ce groupe de travail a pour objectif d’émettre des
recommandations nationales concernant la métagénomique utilisée dans le diagnostic
microbiologique ainsi que son application a I’analyse des microbiotes a des fins médicales. Le
groupe a ainsi rédigé un chapitre du référentiel national de microbiologie (REMIC 7, 2022)
concernant la métagénomique. Nous souhaitons a moyen terme proposer une version en ligne du
REMIC «a la sauce » métagénomique, c’est-a-dire proposer une approche du séquencage haut
débit pour les grands syndromes infectieux.

Au niveau international, j’ai été invitée a reviewer des articles de recherche portant sur le
microbiote intestinal dans des journaux tels que Gut Microbes (IF202:1=12.2) ou Life (IF2021=3.251).
Ces trois dernicres années, j’ai été trés souvent sollicitée pour reviewer des articles portant sur les
microbiotes mais j’ai quasi systématiquement refusé ces propositions par manque de temps
disponible pour ce type d’activité.

84



PROJET DE RECHERCHE

ETUDE DE L’IMPACT D’UN STRESS CHRONIQUE SUR LA DISSEMINATION DES GENES DE
RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES AU SEIN DU MICROBIOTE INTESTINAL

Lutter contre la résistance aux antibiotiques et sa dissémination vont représenter un des plus
grands défis de I’humanité dans les années a venir (Figure 19). En effet, les scénarios les plus
alarmants prédisent que les infections impliquant des bactéries antibiorésistantes deviendront la
premicre cause de mortalité a 1’horizon 2050 (10 millions de morts annuelles en prévision) (21).
Cette résistance touche toutes les bactéries, qu’elles soient commensales ou pathogénes, et est déja
responsable de taux de mortalité alarmants (14).
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Figure 19. De la surconsommation d’antibiotiques a I’'impasse thérapeutique [Données Santé Publique France 2022].

Ces bactéries résistantes sont retrouvées chez 1’humain et I’animal mais aussi dans les
écosystemes qui lui sont connectés (denrées alimentaires d’origine animale, effluents, eau). Une
coordination entre les différents acteurs et secteurs concernés, en santés humaine, animale et
environnementale (concept d’une « seule santé » ou « One Health ») est nécessaire pour proposer
des stratégies efficaces de lutte contre ce fléau (9).

L’émergence de [I’antibiorésistance est liée d’une part a la consommation et la
surconsommation d’antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire, et d’autre part a la capacité
des bactéries a s’adapter a cette pression de sélection par différents mécanismes. En effet, les
génomes bactériens vont évoluer sous pression antibiotique par le biais de mutations ou par
I’acquisition de genes de résistance aux antibiotiques (ARGs). Ces transferts horizontaux de genes
(HGT) se font principalement par conjugaison, transduction, transformation ou par le biais de
vésicules membranaires (Figure 20) (18).

Quel role peut avoir le microbiote intestinal dans la dissémination des ARGs ?

Le MI humain et animal représente a la fois un réservoir majeur de génes d’ARGs ainsi qu’un
environnement a priori extrémement favorable a la dissémination de cette résistance. En effet, il
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offre un flux continu de nutriments ainsi qu’une température constante a un grande nombre
d’espéces bactériennes diverses, et finalement une forte promiscuité favorisant ainsi les HGT entre
elles (15,16,31,35). Parmi les éléments génétiques mobiles (EGM) pouvant étre transférés entre
ces bactéries, certains sont porteurs d’ARGs et il a été démontré que I’intestin représentait un
important réservoir de tels génes (18,24,25,30). La forte augmentation de prévalence des genes
tetQ et ermF observée entre les années 1970 et 1990 chez Bacteroides sp. suggérait déja
I’importance des transferts génétiques au sein du microbiote intestinal (29). Le fait que 1’on
retrouve ces génes chez des patients n’ayant pas d’antécédents récents d’antibiothérapie montre
gue ceux-ci peuvent se maintenir une fois acquis, méme en 1’absence de pression de sélection.
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Figure 20. Mécanismes de transfert
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Current Opinion in Microbiology

Les principaux paramétres connus pour influencer les transferts génétiques sont la température,
I’organisation du milieu (biofilm ou agrégats), les especes bactériennes donneuses et receveuses,
le type d’EGM, et certains antibiotiques (3,16,35). En effet, a chaque antibiothérapie par voie
orale, les bactéries du M1 subissent une pression de sélection qui va non seulement sélectionner les
especes résistantes mais également, dans certains cas, induire le transfert des ARGs entre
bactéries. 1l est connu que des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques sont capables
d’induire, in vitro et in vivo, ’activité de certains éléments génétiques mobiles (EGM) impliqués
dans le transfert d’ADN entre bactéries dont les ARGs (28). Mais les antibiotiques ne sont pas les
seuls inducteurs des transferts de génes.

Comment est-ce que le stress pourrait influencer la fréquence des HGT ?

En cas d’un stress de I’hdte, les bactéries constituant le microbiote vont se retrouver au contact
de concentrations croissantes de marqueurs de stress (catécholamines, glucocorticoides) qui,
libérés dans la lumiéere intestinale, vont avoir des effets notamment sur leur croissance ou leur
virulence (1,7,17). 1l a aussi été montré in vitro que les catécholamines pouvaient directement
stimuler la conjugaison plasmidique entre deux souches d’entérobactéries. Peterson et al. ont
en effet démontré pour la premiere fois que la noradrénaline stimulait le transfert d’un plasmide
conjugatif d’une souche clinique de Salmonella enterica Typhimurium vers un Escherichia coli en
milieu de culture. Cet effet est inhibé par I’ajout dans le milieu de culture d’antagonistes des
récepteurs adrénergiques (Figure 21).

Le récepteur potentiellement impliqué dans cette réponse aux catécholamines a été caractérisé
chez les entérobactéries (QseC) mais il semblerait que d’autres voies de communication
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interdomaine existent puisque les effets des catécholamines ont également été observes dans
diverses espéeces de Bacteroidetes sans que les mécanismes soient a ce jour élucidés (7).
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Figure 21. Fréquences de conjugaison entre
Salmonella 5678 et E. coli C600N en
présence de noradrénaline avec ou sans
phentolamine (antagoniste a-adrénergique) 1010
ou propanolol (antagoniste B-adrénergique).

* indique une augmentation significative

(p<0.05) ; ns indique une différence non L
significative (23).
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Il est donc parfaitement envisageable que le stress puisse étre un élément majorant la
dissémination des ARGs au sein du réservoir intestinal humain ou animal, et ce, dans un
contexte mondial préoccupant quant a 1’expansion considérable des bactéries multi-résistantes.
Cette hypothése n’a pour le moment jamais été confirmée in vivo et c’est pour cela que nous
souhaitons maintenant explorer la possibilité qu’un stress de 1’hdte impacte le type et la fréquence
des transferts d’ARGs dans 1’intestin.

Comment évaluer la fréquence des transferts d’ARGs au sein du MI ?

Le transfert de génes a longtemps été étudié in vitro en utilisant des milieux liquides, a partir de
souches pures. Cette approche, ou tous les paramétres sont contr6lés (composition des milieux,
température, durée de contact ...) est relativement réductrice, dans la mesure ou elle ne rend pas
compte de la complexité des communautés microbiennes et des conditions environnementales
naturelles. Bien que plus difficiles a mettre en ceuvre, les modeles animaux reflétent mieux la
diversité et la complexité de ’environnement intestinal. Les expérimentations les plus répandues
sont effectuées sur les rongeurs dont le tractus intestinal partage des caractéres communs avec
I’intestin humain (26). Il peut s’agir d’animaux axéniques ou gnotobiotiques ou, plus rarement,
avec un microbiote natif. Les expériences proposées consistent & inoculer 1’animal avec des
bactéries donneuses et receveuses génétiqguement proches, et de rechercher les receveuses
(transconjugants) dans les contenus intestinaux et les féces. Cette approche reste également
restrictive car elle limite les possibilités d’HGT a 1’espéce receveuse. Il semble donc plus
intéressant d’étudier les possibilités de transferts d’ARGs vers 1’ensemble du microbiote de
I’animal. Cette étude ne peut se faire par une approche culturale seule. En effet, la fraction de
bactéries cultivables n’est pas représentative de la population bactérienne réelle et il est bien
connu que différents stress environnementaux peuvent induire un état physiologique dit "viable
mais non cultivable” (5).

D’autres approches, notamment basées sur la qPCR ou sur I’utilisation de protéines
fluorescentes comme la green fluorescent protein (GFP), ont été dans un second temps envisagées
afin de suivre des transferts plasmidiques in situ principalement dans des prélevements
environnementaux (boues, sol, eau) (Figure 22) (2,5,32).
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Recipients

Figure 22. Principe du transfert d’un plasmide étiqueté avec une cassette contenant le géne de la GFP placé sous
le contréle du promoteur Plac (32). La bactérie donneuse exprimant le répresseur Lacl, le promoteur Plac reste inactif
et la cellule ne produit pas de GFP. En cas de transfert du plasmide vers une bactérie receveuse, qui ne possede pas de

répresseur, ’expression du géne GFP sera détectable en microscopie a épifluorescence.

Nous avons donc envisagé d’utiliser ces approches dans un modele murin, ce qui, a ’heure
actuelle, n’a jamais été réalisé en utilisant le MI natif comme réservoir de bactéries receveuses. La
premicre difficult¢é d’un tel modéle est de détecter, via des approches sensibles et fiables, des
éveénements rares, sans a priori, au sein de I’écosystéme complexe qu’est le MI, dont la majorité
des membres sont non-cultivables. Un autre probléme inhérent a un modéle in vivo mettant en jeu
un microbiote natif réside dans 1’effet de barriére. Il est cependant possible de le contourner en
administrant certains antibiotiques qui baissent I’abondance de certaines sous-populations
indigenes, libérant ainsi une niche pour I’implantation de la souche bactérienne inoculée (12).

Projet de recherche a court terme : mise en place d’un modéle murin de suivi
des HGT dans le MI murin

La mise au point d’'un mod¢le murin permettant de suivre au cours du temps les HGT au sein du
microbiote murin natif a été réfléchie en collaboration avec le Dr Christophe Merlin (LCPME,
UMR CNRS 7564). Ce dernier a mis au point une méthode permettant d’étudier la persistance et la
dissémination d’un plasmide (pB10) porteur de multiples genes de résistance aux antibiotiques au
sein d’écosystemes environnementaux (20). Nous avons comme objectif de transposer ce modele au
microbiote murin en conservant I’EGM étudié et en ajoutant un autre type d’EGM.

Choix des EGM porteurs d’ARGs
Dans un premier temps, nous testerons les capacités de transfert d’un EGM naturel présentant de
bonnes capacités de transfert, le plasmide pB10 (Figure 23), déja utilisé par le LCPME et
possédant de nombreux avantages compatibles avec notre modele murin :
- il s’agit d’un plasmide naturel de 64,5 kb i1solé de boues de station d’épuration. Par conséquent,
il pourrait provenir d’un hote bactérien originaire de matiere fécale ;
- il appartient a la famille des plasmides a large spectre d’hdte IncP-1 et se transfere par
conjugaison avec une grande efficacité (plus de 80% de transfert en croisement biparental) ;
- la connaissance de sa ségquence donne acces a des approches expérimentales mettant en jeu de
la biologie moléculaire et le LCPME a identifié une région spécifique permettant la détection
de pB10 par gPCR (5) ;
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- ce plasmide a été modifié en insérant soit un gene codant pour la Green Fluorescent Protein
(GFP) soit un gene codant pour la Red Fluorescent Protein (RFP) permettant sa détection en

cytométrie en flux (5,11).

Figure 23. Structure génétique du
plasmide pBl10 (d’aprés 27). Les
génes sont représentés par des fleches
indiquant le sens de la transcription.
Le code couleur utilisé identifie les
génes impliqués dans une méme
fonction ou structure. La localisation
des insertions du mini-Tn5-gfp sur la
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Dans un second temps, nous évaluerons le transfert d’une second EGM modéle, le transposon
intégratif et conjugatif Tn916, dont le transfert est connu comme étant inductible a concentration
sub-inhibitrice de tétracycline. Ceci permettra notamment de comparer les effet sélectif (haute dose)
et stimulateur (basse dose) d’une antibiothérapie a la tétracycline et, une fois encore, de relativiser
les effets du stress par rapport a des parametres reconnus comme majeurs dans le contexte du

transfert de 1’antibiorésistance.

Choix des souches bactériennes donneuses utilisées

Les transferts du plasmide pB10 ou du Tn916 entre bactéries de la flore intestinale sont évalués en
inoculant aux animaux des bactéries non pathogénes. Les souches bactériennes suivantes, déja
construites ou a finaliser, ont été choisies en raison de leur capacité a coloniser le MI, mais aussi
de la disponibilité de marquage permettant leur détection/quantification :

— E. coli DH5a portant le plasmide conjugatif a large spectre d’hote pB10::gfp. Cette souche va

représenter une bactérie donneuse issue de la flore transitoirement présente dans le MI car
elle n’a pas la capacité de s’implanter dans I’intestin (8). Elle posséde des marquages
génétiques spécifiques au niveau du chromosome et du plasmide permettant sa détection et sa
quantification en gPCR. Elle posséde un géne de fluorescence (GFP) plasmidique et devra étre
marquée chromosomigquement avec un gene de RFP pour permettre sa détection en cytométrie
en flux ainsi que la détection des transconjugants. Les outils génétiques pour un tel marquage
sont deja disponibles et maitrisé au LCPME.

E. coli Afli portant d’une part I’intégration chromosomique gfp et d’autre part le plasmide
pB10::rfp. Cette souche correspond a un mutant de la souche non pathogéne MG1655 par
delétion des génes fliE-fliR. Cette mutation est responsable d’une perte de mobilité associée a
une meilleure capacité a coloniser le Ml (13). Cette souche représentera donc une bactérie
donneuse de la flore résidente du MI. Son marquage moléculaire plasmidique est le méme que
précédemment et nous avons identifié une région unique sur son chromosome permettant sa
détection et sa quantification en qPCR. Elle possede également des marquages fluorescents
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spécifiques au niveau du chromosome et du plasmide permettant sa détection et sa
quantification en cytométrie en flux.

— Enterococcus faecalis V583 gInA portant 1’élément intégratif et conjugatif Tn916. Cette
souche présente une délétion dans le géne gInA codant la Glutamine synthétase, mutation qui la
rend auxotrophe pour la L-glutamine (33). Cette délétion spécifique ainsi que le marquage
génetique de Tn916 permettent leur détection et leur quantification par g°PCR. Son marquage
fluorescent devra étre réalisé. De plus, sa capacité¢ d’implantation dans le MI murin devra étre
préalablement testée.

Modeéle animal de détection des transferts d’ARGs

Des souris C57BL/6 males avec MI natif seront utilisées au sein de I’Animalerie du Campus
Biologie Sant¢ (ACBS) de I’Universit¢ de Lorraine. Elles seront élevées dans des cages
individuelles dans des armoires ventilées au sein de la zone EOPS (Exempt d'Organisme
Pathogéne Spécifique). Toutes les expérimentations animales seront conduites dans le respect de
la réglementation. Cette étape expérimentale d’optimisation de la détection/quantification des
HGT avec les souches donneuses déja construites a fait I’objet d’une saisine acceptée par le
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche (sous le numéro APAFIS #42666-
2023051714239022). 1l a par ailleurs recu un avis favorable du comité d'éthique en
expérimentation animale n°066.

Nous allons inoculer par gavage 200 ul d’une suspension contenant la bactérie donneuse (10°
UFC) a 12 souris. Pour limiter I’effet barriére du microbiote intestinal, nous allons traiter la moitié
de ces souris avec de la streptomycine (0.5 g/L) administrée via I’eau de boisson (Figure 24). Les
feces de chaque souris seront récupérées a J-2, J1, J2, J3, J5, J10, J15 et J21 du gavage afin
d’évaluer : 1) la persistance de la souche donneuse dans le MI murin au cours du temps, ii)
évaluer I’impact de la streptomycine sur I’implantation de la bactérie donneuse dans le Ml
murin, et iii) quantifier "TEGM et identifier les éventuels HGT.

Habituation

2 0 1 2 3 5 10 15 21

. s FEE# & s I
i" \'éfi
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g
Groupe A (n= 6 souris) f 1. Quant|ﬁcat(;c’)n en cytométrie en flux
2. Extraction d’ADN
/"i\%"-"% Traitement 3. Quantification en gPCR
{ \1 4 Streptomycine .
L ~ s Renouvelé tous les 3 jours v
L _f Jusqu'a la fin de I'expérience

Groupe B [n-= 6 souris)

Figure 24. Phase de validation de I’implantation de la souche bactérienne donneuse au sein du microbiote
intestinal murin en présence ou non de streptomycine.

Détection des EGM par [’approche de cytométrie en flux

Les manipulations seront réalisées sur la plateforme UMS2008/US40 IBSLOR de
I’Université¢ de Lorraine. Cette approche de cytométrie en flux permet de détecter des bactéries
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porteuses du plasmide pB10::gfp ou pB10::rfp directement dans les féces de souris, et a déja éte
testée dans une collaboration antérieure SIMPA/LCPME (12). Au cours de ces premiers tests,
nous avions réussi a détecter et quantifier de facon fiable le plasmide pB10 de la souche DH5a
dans les feces de souris (Figure 25). Les résultats obtenus, confirmés en gPCR (cf § suivant),
montrent bien une disparition de I’EGM et donc de la donneuse a partir du 5™ jour suivant
I’inoculation et donc une absence d’implantation de I’E. coli DH5a..

6 -
=]
E dose
5_ 5 1 souris : streptomyeine
Q
& 4 mPl:5¢g/L
S
= mP2:5g/L
= § 3 g
32 P3:05 gL
g 27 mP4:05 gL
5 1 mP5:0g/L
g o0- P6: 0 g/L

J-3 J1 2 I3 I5 J15

Figure 25. Suivi du nombre d’événements fluorescents par gramme de féces a différents jours apres inoculation
d’E. coli DH5a pB10::gfp (cytométre en flux FACSCalibur).

Nous avions également réussi a quantifier le marquage chromosomique (GFP) de la souche E.
coli Afli pB10::rfp et avions observé une persistance de la donneuse a J15 dans le MI murin. Ceci
confirme une capacité d’implantation d’E. coli Afli dans le MI murin. Cependant, le marquage
plasmidique par la RFP n’avait pu étre détecté a I’époque, trés probablement en lien avec la
longueur d’onde du laser Argon du FACSCalibur qui n’était pas adaptée au fluorophore utilisé.

Dans le cadre du M2 de Safa Ben Brahim réalise en 2023, nous venons de confirmer que le
changement de cytometre (utilisation du cytometre Celesta de I’'IBSLOR) permet bien de détecter
le pB10::rfp. Nous sommes en train d’optimiser les étapes de détection de la souche d’E. coli Afli
marquée chromosomiquement et plasmidiquement qui sera ainsi utilisée dans 1’approche
expérimentale de validation de la détection/quantification des HGT (cf § précédent). La cytométrie
en flux nous permettra de quantifier dans les féces murines a la fois les donneuses (présentant le
double marquage chromosomique et plasmidique) des transconjugants (marquage plasmidique
seul). L’utilisation d’un cytométre trieur nous permettra ensuite de séparer les bactéries en
fonction de leur fluorescence, récupérant ainsi les transconjugants qui seront alors identifiés
taxonomiquement par séquencage de leur ADN ribosomique 16S.

Détection des EGM par ['approche de gPCR

L’extraction et la purification de I’ADN bactérien a partir des féces murines seront réalisées
selon un protocole préalablement optimisé [Publication 26]. L’abondance de la souche donneuse
et de son EGM sera quantifiée par qPCR. Il s’agit d’utiliser des jeux d’amorces/sondes spécifiques
du chromosome de la bactérie donneuse et de son EGM pour une quantification par gPCR a partir
d’extraits d’ADN totaux de communauté. En se basant sur le principe que le nombre de copies
d’un EGM donné est constant pour une souche donnée, le ratio EGM/donneuse reste stable dans le
temps a moins qu’un ou plusieurs événements de transferts n’aient eu lieu (le transfert conjugatif
est un mécanisme réplicatif). Cette approche a déja été utilisée pour explorer le transfert du
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plasmide pB10 a partir d’E. coli DH5a dans des boues de stations d’épuration, des lisiers, des
sédiments de riviéres et a déja été adaptée au modéle souris dans notre laboratoire avec succes
(5,12). Ces premiers résultats ont conforté ceux obtenus en cytométrie en flux : i) absence
d’implantation de la souche E. coli DH5a (Figure 26), ii) persistance de la souche E. coli Afli
dans le MI a J15. En comparaison a la cytométrie, I’approche de qPCR a montré qu’il n’y avait
pas d’augmentation du ratio entre le nombre de copies de plasmide pB10 et le nombre de copies
du chromosome de la donneuse Afli, ceci suggérant une absence de transfert du plasmide dans les
conditions employeées.
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Figure 26. Evolution des quantités de plasmides pB10 et de bactéries DH5a par gPCR et du ratio de ces deux
quantités, dans des ADN totaux de feces de souris inoculées (P1 a P6). Chaque point représente une moyenne de 2
valeurs (un échantillon analysé en duplicat en gPCR). La zone bleue définie sur les graphiques correspond a la zone
d’incertitude de détection (perte de proportionnalité entre le nombre de copies d’ADN cible réellement présentes et le
nombre de copies détectées par qPCR).

Ces resultats préliminaires montrent que la détection a minima des bactéries donneuses est
possible par les deux approches utilisées (QPCR et cytométrie en flux), chacune apportant des
réponses différentes, suggérant I’intérét d’utiliser ces 2 approches en paralléle. [ls  confirment
qu’apres inoculation par voie orale, le plasmide et sa bactérie vectrice restent détectables dans les
feces pendant 2-3 jours pour la souche DH5a alors qu’ils persistent dans le MI pour la souche Afli.
Pour le moment, les paramétres utilisés n’ont pas permis de détecter de transfert du plasmide pB10
vers les bactéries indigeénes et les expériences prévues permettront de tester d’autres parametres.
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Nous avons par ailleurs pour objectif de comparer les performances de la gPCR a celles de la PCR
digitale (ddPCR) dans la quantification des événements rares dans le Ml murin afin d’évaluer si
cette derniere approche ne pourrait pas étre plus informative.

L’optimisation d’un tel modele permettra pour la premiére fois d’explorer la faisabilit¢ d’un
modele expérimental de détection des transferts de génes vers 1’ensemble du microbiote intestinal
murin, et non pas en se limitant & un type de bactéries receveuses ou a des modeles murins
gnotobiotiques. L’objectif a moyen terme est d’utiliser ce modéle animal optimisé afin d’évaluer
I’impact d’un stress chronique sur les événements de transfert génétique dans le microbiote
intestinal, en s’intéressant plus particuliérement a la dissémination des ARGS.

Modele animal de stress

Nous souhaitons utiliser le modele de stress socio-environnemental chronique modéré CUMS
que nous avions déja testé lors d’une collaboration avec I’équipe INSERM U1266, Université de
Paris [Publication 53]. Il consiste en un enchainement durant 3 semaines de différents stress de
facon aléatoire, afin de limiter I’habituation des animaux, selon un schéma bien défini par le
protocole de Pardon et al. (Tableau 2) (22).

Tableau 2. Protocole des différents stress appliqués dans le cadre du CUMS

Matin (1 heure) Aprés midi (2 heures) Nuit
10h=>11h 13h30=>15h30 18h a 8h
Lundi Inclinaison de la cage | Inversion de cage
(2h)
Mardi Confinement (de 1h) | Cohabitation (2h) Inclinaison de la
cage
Mercredi Eclairement nocturne Litiere humide
Jeudi Boite sans litiere (1h) | Cohabitation (2h) Privation de
nourriture
Vendredi Confinement (1h) Inclinaison de la cage
(2h)
Week end Inversion du cycle
d'éclairement

Ce modéle murin mime une répétition de contrariétés de la vie quotidienne, correspondant a un
¢tat de stress chronique d’intensité faible a modérée chez I’humain. Il a ét¢ développé et est utilisé
par de nombreuses équipes pour évaluer I’impact du stress sur des fonctions physiologiques ou
proposer des contre-mesures a 1’anxiété et/ou la dépression.

Une premiere étape d’implantation du modele CUMS par I’UR 7300 au sein de I’animalerie
est en cours. Comme dans le modéle précédent, nous utiliserons des souris C57BL/6 males agées
de 8 semaines, avec MI natif. Elles seront élevées dans des cages individuelles dans des armoires
ventilées au sein de la zone EOPS de I’ACBS. Nous testerons 4 groupes de 12 souris (Figure 27).
Cette approche expérimentale nous permettra d’une part de valider que le protocole appliqué aux
souris génére bien un stress significativement quantifiable par des tests comportementaux, et
d’autre part si I’administration de streptomycine (utilisée pour libérer une niche écologique dans
I’intestin pour favoriser I’implantation de la souche bactérienne donneuse) impacte le
comportement des souris, et pourrait donc venir biaiser les resultats.

Toutes les expérimentations animales seront conduites dans le respect de la réglementation et
ce projet a déja fait ’objet d’une saisine acceptée par le Ministére de I’Enseignement Supérieur et
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de la Recherche (sous le numéro APAFIS #36066-2022041915367986). Il a par ailleurs recu un
avis favorable du comité d'éthique en expérimentation animale n°066.

Habituation Protocole de stress chronique léger Evaluation comportementale
-2 0 21 22-23 24

. . Openfield
Eau de boisson —_— rien —_— ) ) L
Labyrinthe en croix surélevé

Groupe 1 (n=12 souris)

. Openfield
Eau de boisson ——— Stress chronique léger — —— . p ) P
Labyrinthe en croix surélevé
Groupe 2 (n=12 souris)
: Traitement
Streptomycine rien Openfield
Renouvelé tous les 3 jours Labyrinthe en croix surélevé
Jusqu’a la fin de I'expérience
Groupe 3 (n=12 souris)
; Traitement
Streptomycine . , Openfield
Renouvelé tous les 3 jours Stress chronique léger Labyrinthe en croix surélevé
Jusqu’a la fin de I'expérience

Groupe 4 (n=12 souris)

Figure 27. Protocole de validation des effets de la procédure de stress chronique modéré et de I’innocuité de la
streptomycine sur la réponse au stress.

Evaluation de ['impact du CUMS et de la streptomycine sur le M1

Afin de valider notre modele, nous évaluerons également différents paramétres illustrant la
composition du MI afin d’évaluer d’une part si I’on retrouve bien les modifications de microbiote
déja décrites [Publication 53], et d’autre part, si 1’utilisation de streptomycine vient modifier de
fagon significative 1’équilibre du MI. Pour cela, nous évaluerons pour chaque souris (N=48) la
charge bactérienne (nombre de copies d’ADNr 16S par gramme de feéces) ainsi que 1’abondance
relative fécale des 2 phyla intestinaux majeurs (Firmicutes et Bacteroidetes) par gPCR, a J-2 ainsi
qu’a J21 du CUMS, selon des protocoles déja en place au laboratoire [Publications 26, 48 et 53].

Projet de recherche a moyen terme : évaluation de ’impact du stress sur la
dissémination de ’antibiorésistance

Ce projet, et donc 1’axe que je porte au sein de I'unité concernant 1’évaluation de 1I’impact d’un
stress de 1’hdte sur la dissémination de la résistance aux antibiotiques au sein du microbiote, fait

partie du projet global du laboratoire et a été affiché dans le projet de ’'UR 7300 présenté a
I’hCERES lors de la campagne 2022-2023.
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Une fois le modéle de detection des HGT au sein du microbiote intestinal optimise et le
modele CUMS validé, nous appliquerons ce stress aux souris inoculées avec les différentes
souches porteuses d’EGM :

— E. coli DH5a (RFP chromosomique + pB10::gfp) représentant une donneuse d’un EGM
naturel présentant de bonnes capacités de transfert a partir du microbiote transitoire

— E. coli Afli (GFP chromosomique + pB10::rfp) représentant une donneuse d’'un EGM naturel
présentant de bonnes capacités de transfert a partir du microbiote résident

— Enterococcus faecalis V583 (AgInA + Tn916) représentant une donneuse d’un EGM dont le
transfert est inductible a concentration sub-inhibitrice de tétracycline.

Le protocole expéerimental envisagé est présenté dans la Figure 28, en faisant varier la souche
donneuse. Les techniques utilisées pour détecter et quantifier les donneuses et les transconjugants
seront les mémes que celles présentées précédemment (qPCR ou ddPCR et cytométrie en flux).
Un cytomeétre Trieur Astrios est disponible sur la plateforme IBSLOR du Campus Biologie Santé.
Une approche d’identification des transconjugants par EPIC-PCR (Emulsion Paired Isolation and
Concatenation PCR) pourra également étre envisagée en cas d’échec du tri par cytométrie.

Protocole de stress chronique CUMS
Habituation Evaluation comportementale

2 0o 1 2 3 5 10 15 21 22:23 i4jou,5

4 ¥ ¥ X 4 4 4 4
, ? AR 4 ? ° 4
Traitement Gavage eau rien Openfield
Streptomycine Labyrinthe en croix surélevé
Groupe A (n=12 souris)
Traitement rien Openfield
Streptomycine Labyrinthe en croix surélevé

Groupe B {n=12 souris)

Traitement Gavage eau CUMS Openfield
Streptomycine Labyrinthe en croix surélevé

Groupe C (n=12 souris)

Traitement CUMS Openfield
Streptomycine Labyrinthe en croix surélevé

Groupe D (n=12 souris)

Figure 28. Protocole d’évaluation des effets de la procédure de stress chronique CUMS sur le transfert d”’ARGs au
sein du microbiote intestinal murin.

Par ailleurs, les modifications de composition du M1 liées au stress ou a la pression de sélection
antibiotique peuvent également venir impacter les HGT. Nous évaluerons donc en paralléle la
composition du MI des souris, stressées ou non, soumises a l’antibiotique ou non, par une
approche de metabarcoding par séquencage haut débit des génes de I’ARN ribosomique 16S.
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Ces expérimentations feront I’objet d’au moins un projet de thése d’Université qui s’articulera
autour de trois questions complémentaires : i) dans quelle mesure la déstabilisation du M1 par
le stress de I’hote favorise les événements de transferts d’ARGs ?, ii) quelle est la
contribution de la nature de la souche bactérienne véhiculant IPEGM vecteur
d’antibiorésistance dans ces phénomeénes d’HGT ?, et iii) comment se positionne I’effet
« stress de I’hdte » par rapport a une pression de sélection antibiotique sur la fréquence des
HGT ?

Pour mener a bien ce projet, nous présenterons plusieurs demandes de bourses, notamment
aupres de I’Université de Lorraine, dans le cadre des différents appels d’offres paraissant chaque
année. Nous avons d’ores et déja un financement de thése prévu sous la forme d’un poste
d’Assistant Hospitalo-Universitaire au sein du service de Microbiologie du Pr Lozniewski pour
Safa Ben Brahim qui débuterait sa thése en 2024-2025.

Par ailleurs, notre projet s’inscrit dans les enjeux globaux de la santé au XXle siécle, y compris
I’approche systémique « One Health » si I’on considére que I’intestin est a la fois le réacteur qui
promeut I’adaptation bactérienne aux antibiotiques mais aussi le réservoir principal qui contamine
I’environnement. Il pose la question de D’effet du stress de I’hdote sur la dissémination de
I’antibiorésistance dans le MI, effet qui sera comparé a des paramétres connus pour
influencer les HGT (stimulation et sélection par antibiotiques, EGM, nature de la souche
donneuse). C’est dans le cadre de cette approche « One Health » que nous participons depuis
2019 a une réflexion locale collective sur le développement et 1’évaluation de stratégies de lutte
contre la résistance aux antibiotiques et sa dissémination. Cette réflexion a amené un collectif de
15 Unités de recherche lorraines, dont I’'UR 7300, rattachées a 8 pdles scientifiques de I’'UL a
proposer une structuration de nos efforts de recherche.

1.1. Environmental

Cette structuration nous a mené a et s e )
présenter un projet commun impliquant 4.2. In vivo studies Partners: LCPME, BIEC + other to identify
I’ensemble des partenaires dont les ARG Gisstmnation :

1 : Tt : s (+/- stress, AB, pollutant) Phase 3 Phase 1 1.2. DNA extraction
objectifs principaux seraient d’une part 22 M) 24 M) (eDNA, phages, bacteria)

9z , Partners: LCPME, LIEC, - -
d’évaluer ’occurrence des ARGSs posant SIMPA Pariners: LGRME, DynAMic
probleme en thérapeutique humaine dans DECIMER e
I’eau et d’identifier les différents vecteurs 4.1, Fluorescent ESSEER OIS ()

S : T : « Deciphering Mobile by gPCR
de leur dissémination ainsi que leurs ~ 'PelingofDNA for ¢ mental Resistome »  Partners: LGBV, DynAMic

s . in vivo studies
hotes bactériens, et d’autre part

Partners: LCPME, SIMPA

d’identifier les facteurs

envi ,ror}nen_]entaux participant a la 2.1 PCR on ARG

dissémination des ARGs dans des adjacent regions
\ . . . . . 3. Study of Partners: LCPME, DynAMic

modeles in vivo/in situ (Figure 29). Il ARG hosts

, . . by EPIC- 2.3. i

s’agit du projet IMPACT LUE :En(rigsl Biinfornatic e U

AntiBioRésistance qui est actuellement CPME | ARG genetic Partners: external

support

en cours d’expertise. ‘ o
Partners: LCPME, DynAMic + other to identify

F
Figure 29. Schématisation des différentes phases et taches du
projet DECIMER ainsi que de I’implication des différents
partenaires.
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Notre modele de détection des HGT au sein du microbiote murin prend toute sa place au sein de ce
projet. Nous avons d’ores et déja obtenu le financement d’un stage de M2 afin de réaliser une
premicre étape de 1’expérimentation animale.

Nous avons également répondu a 1’Appel a Projets Contrats Doctoraux 2024 du Péle BMS afin
d’obtenir un financement de thése sur ce projet.

Projet de recherche a long terme : étude mécanistique des voies impliquées
dans la stimulation des transferts d’ARGs induite par le stress et évaluation de
contre-mesures

L’émergence et la dissémination des ARGs sont des phénomenes inéluctables, liés a 1’évolution
des bacteries sous la pression antibiotique. Cependant, le mésusage des antibiotiques, associé a un
tarissement des innovations dans la decouverte de nouvelles molécules, pourrait nous faire
basculer a plus ou moins long terme dans un monde se rapprochant de 1’ére pré-antibiotique (34).
La compréhension des mécanismes d’émergence et de dissémination des résistances aux
antibiotiques chez les bactéries impliquées en pathologie humaine nécessite de caractériser le
réservoir commensal de résistance ainsi que 1’impact de facteurs extérieurs tels que le stress de
I’héte sur la diffusion des marqueurs de cette résistance.

Dans le cas ou une stimulation des HGT liée au stress est observée, nous envisagerons a long
terme de caractériser les voies impliquées. Pour cela, je souhaiterai mettre en place d’autres
modeles murins qui nous permettraient d’explorer les voies de signalisation du stress en utilisant
par exemples des antagonistes a2-adrénergiques, tels que la mirtazapine ou la miansérine.
D’autres approches génomique et/ou fonctionnelles seront également a prévoir pour identifier le
récepteur adrénergique. En plus du récepteur QseC et apparentés décrit chez les entérobactéries,
deux nouveaux récepteurs adrénergiques putatifs viennent d’étre identifiés chez Cutibacterium
acnes et chez E. faecalis (6).

Ces pistes de recherche envisagées s’inscrivent en partie dans le cadre de ma mobilité.
J’envisage celle-ci au sein du centre de recherche irlandais APC Microbiome Ireland de
I’Université de Cork. Il s’agit d’un centre trans-disciplinaire qui est un des grands centres
mondiaux reconnus dans la recherche sur le microbiote et son influence sur la santé de I’hote. Je
suis particuliérement intéressée par les travaux de John Cryan, Siobhain O’Mahony et Timothy
Dinan sur les interactions stress/microbiote intestinal au sein de 1’axe intestin-cerveau. Depuis
plusieurs années, leurs travaux sont précurseurs et ils ont notamment montré récemment qu’un
agoniste du récepteur B3-adrénergique améliorait I’hypersensibilité viscérale induite par le stress
chez le rat (10). Je souhaiterai mettre en place une collaboration avec eux pour tester I’impact du
stress sur les HGT dans d’autres modéles de rongeurs, notamment le stress de séparation
maternelle qui représente un modele d’"early-life stress™ qui impacte non seulement le microbiote
intestinal mais aussi le systtme immunitaire et est associé¢ a I’age adulte au développement de
certaines pathologies inflammatoires (19).

L’obtention de mon HDR ainsi que la validation de ma mobilité me permettront de postuler
sur un poste de PU-PH au laboratoire de bactériologie du CHRU de Nancy et de I’Université de
Lorraine, poste qui se retrouvera vacant suite au depart en retraite du Pr Alain Lozniewski en
2028.
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Ces données permettront d’apporter un eclairage sur le réle des facteurs liés au stress dans
I’adaptation et I’évolution de I’écosystéme digestif et notamment la mobilisation des ARGs au
sein du réservoir intestinal, ouvrant ainsi de nouvelles pistes de réflexion quant a la lutte contre la

résistance aux antibiotiques.

Il serait en effet envisageable d’utiliser ces différents modeles pour valider 1’utilisation
d’approches dites psychobiotiques (4) en lien avec 1’alimentation ou la prise de probiotiques pour
moduler I’impact du stress sur ’axe intestin-cerveau et indirectement sur la dissémination des

ARGs.
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Impact du stress de I’hdte sur la dissémination des genes de résistance

aux antibiotiques au sein du microbiote intestinal

Corentine ALAUZET

La lutte contre I’émergence et la dissémination des résistances aux antibiotiques représente un des
plus grands défis de I’humanité pour les années a venir. En effet, les scénarios les plus alarmants
prédisent que les infections impliquant des bactéries résistantes aux antibiotiques deviendront la
premiére cause de mortalité a [’horizon 2050. Le microbiote intestinal humain et animal représente
a la fois un réservoir majeur de génes de résistance aux antibiotiques ainsi qu’un environnement a
priori extrémement favorable a la dissémination de cette résistance. Sur la base de résultats obtenus
in vitro, il a été suggéré que des molécules de stress présentes dans I’intestin, les catécholamines,
pourraient augmenter la fréquence de conjugaison inter-bactérienne et de ce fait les transferts de
génes de résistance aux antibiotiques au sein du microbiote intestinal. Nos objectifs sont donc dans
un premier temps de mettre en place un modele murin innovant permettant de détecter et quantifier
des évenements de transferts plasmidiques au sein du microbiote intestinal natif afin, dans un
second temps, d’évaluer in vivo I’impact d’un stress chronique sur la fréquence de ces transferts.
Les voies moléculaires impliquées seront alors ensuite explorées. Les résultats obtenus permettront
de mieux comprendre les mécanismes d’émergence et de dissémination des résistances aux
antibiotiques chez les bactéries impliquées en pathologie humaine et d’envisager des contremesures
a cette dissémination.

According to recent predictions, controlling the dissemination of antibiotic resistance may become
one of the biggest health challenges faced by mankind in the coming years. Worse case scenarios
are already predicting 10 million annual deaths on earth by 2050 because of our inability to treat
bacterial infectious diseases that were formerly curable. Interestingly, the gut microbiota represents
a major reservoir of antibiotic resistance genes as well as an extremely favorable environment for
horizontal gene transfers between bacteria. An in vitro study has shown that stress mediators
released in the intestinal lumen, such as norepinephrine, stimulate the transfer of a conjugative
plasmid between enterobacteria, participating to the dissemination of antibiotic resistance. The
difficulty of evaluating this phenomenon in vivo within the microbiota lies mainly in the ability to
detect all the resistance gene transfer events that can occur in this complex ecosystem. Our project
is to develop a model for detecting and quantifying such transfers in the native murine gut that
could be used to evaluate the influence of chronic stress on their frequency. Molecular pathways
involved will be then explored. The results obtained will led to a better understanding of the
mechanisms of emergence and dissemination of antibiotic resistance in bacteria involved in human
pathology, as well as consider countermeasures against the stress-induced dissemination.
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