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Les « nouvelles » therapies
antibactériennes...






a diversité du monde vivant

Les eucaryotes

Les procaryotes

Les archées
La plus grande

diversité
décrite

bactéries

Arbre phylogénétique des organismes vivants



a diversité du monde
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Petit rappel: cmbacté/rie?
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“Notions d’écologie microbienne

Les bactéries sont présentes dans tous
les biotopes (sol, air, eau de mer, eau
douce)

>103! sur lerre

La plupart sont non caractérisées car
non cultivables...



otions de microbiologie

Prélévement Milieux
Environnement d’enrichissement

et/ou sélectif cultures

Analyses
et caracterisations



otions de microbiologie

Prélévement
Environnement

Toutes les bactéries ne se cultivent
pas de la méme facon
Certaines sont trés exigeantes et ne
se cultivent pas du tout !!!
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otions d’écologie micro

* La plupart sont non caractérisées car non cultivables...

* Exemple au niveau intestinal:

Milieu
d’enrichissement
et/ou sélectif

—> Comment les identifier ?



Machinerie
de synthése protéique :
Le ribosome

Sa composition est propre a
chaque souche de bactérie '



Machinerie
de synthése protéique :
Le ribosome

Sa composition est propre a
chaque souche de bactérie
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otions d’écologie microbie

* La plupart sont non caractérisées car non cultivables...

* Exemple au niveau intestinal dans les années 2000

Génomique

Quels génes dans
un organisme ?

—> Microorganismes non caractérisés
= grande majorité (>80%)
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~I’ére génomique

Une grande évolution des techniques de séquencage...

Génomes bactériens et d’archées soumis a Genbank
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USD per MB

—

[1Mb > 4000%

ere genomique

e ...et une forte diminution des cofits

Cotit du séquencage d’'1 million de bases Cotit du séquencage d'1 génome humain

USD per genome

' Time =

2002: r TiliSn ‘

Plusieurs
kMillions de $ 4




ere métagéenomique...

.. une nouvelle facon d’appréhender I'écologie microbienne

la métagénomique = étude de 'ensemble des génomes issus d'un méme milieu

Organisme

Genes Génomique

oy

YPDO@s
MétagénomiA

Environnement
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ere métagénomique...

... une nouvelle facon d'appréhender I'écologie microbienne
la métagénomique = étude de 'ensemble des génomes issus d'un méme milieu

L’'environnement :
2. Extraction

JADN 3. Séquencage
1. Préléevements ;

Sol ,? »
Eau }2
Intestin
T\ )"”y}:g‘f’
Y 4. Analyse

(aujourd’hui
= long et coftiteux)



ere métagénomique...

.. une nouvelle facon d’appréhender I'écologie microbienne

la métagénomique = étude de 'ensemble des génomes issus d'un méme milieu

' -
l"‘_, o .‘*

Une information
devenue accessible !!!
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- 1'ere métagénomique...

... 2 projets majeurs sur le microbiome humain :

Séquencage des génomes des bactéries
qui colonisent le corps humain

(peau, tube digestif, muqueuses...)
(USA)



ere métagénomique

External auditory canal Hair on the head

Oesophagus

Gastrointestinal tract

M Firmicutes [7] Bacteroidetes M Fusobacteria
B Actinobacteria [l Cyanobacteria [Hl Protecbacteria

Nature Reviews | Microbiology



ere métagénomique...

... 2 projets majeurs sur le microbiome humain :

SD. Ehrlich

Séquencage des génomes des bactéries
qui colonisent le tube digestif,
S’intéresse a la fonction
Comparaison des individus
sains vs malades
(Européen)

Séquencage des génomes des bactéries
qui colonisent le corps humain

(peau, tube digestif, muqueuses...)
(USA)
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1. tube digestif = 100 0ooo milliards de bactéries,
(10 a100 x le nombre de cellules de notre corps)

=1a2kg

3. Le potentiel fonctionnel de
ces bactéries intestinales

(microbiote) est énorme = 150
fois plus de génes que le
génome humain

2. un role important pour
notre digestion + pour notre
systeme immunitaire

et notre santé en général. % Meta 3,3 millions de génes !!!



10 trillions de cellules

~23000 genes Bonne santé

L’'environnement

Maladie
(Obésité, MICI)

-

100 trillions de cellules
~ 3,3 millions de génes




%robiote '

part entiere

* Découverte des entérotypes

» De facon analogue au groupe sanguin A, B
et O, notre microbiote présente une
population bactérienne dominante
caractéristique (3 types) qui va interagir
avec les autres bactéries

P 1

Arumugam et al., 2011 (Nature)




Bacteroides

Arumugam et al., 2011 (Nature)



Comportement

Métabolisme Fonctions
intestinales
Vascularisation , )
i ) Homeostasie
du tube digestif
osseuse

Sommer et al., 2013 (Nature Rev. Microb.)



Aujourd’hui de nombreuses
études révelent une

action potentielle

des bactéries du microbiote
sur le cerveau et le
comportement

"af

Réciproquement,
le cerveau et les
émotions peuvent
avoir une action
sur le microbiote
intestinal



cord

= Vagus nerve
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Area postrema
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5-HT Cytokines Bacterial
0o 0% molecules
. °o (fatty acids, GABA,

5-HT precursors)

° B ll

Entero
endocrine

Altered

Collins et al., 2012 (Nature Rev. Microb.)

Afferent nerve
cell of vagus nerve
or spinal cord

microbiota
composition
i

Adrenergic
nerve




Le ut-brai

Dialogue via la sécrétion de médiateurs chimiques:

- Les bactéries produisent des molécules directement actives sur le cerveau

- Des hormones sont produites par des cellules spécialisées en réponse a I'interaction
avec les bactéries

- Des cytokines sont produites par les cellules du systéme immunitaire intestinal et vont
agir sur le cerveau

Dialogue via le systéme nerveux intestinal

A
Bacteries >cerveau | \ £ 4

Afferent nerve Adrenergic
cell of vagus nerve nerve

5-HT Cytokines Bacterial
°°°° 0% molecules
2 e (fatty acids, GABA,
B cell 5-HT precursors)
Entero
endocrine

ﬁ ﬁlit:rz)ediota Oo(g)oNc:)radrenaline
\%\ (oﬁ R compgsition G }/ %‘&/ ©o,°
oR | OB g —
Zyer o

Collins et al., 2012 (Nature Rev. Microb.)



Dialogue via le systéme nerveux intestinal
- Production de médiateurs chimiques par les cellules nerveuses vers la lumiere

intestinale qui vont agir sur les bactéries

Cerveau > bactéries

y

5-HT Cytokines Bacterial

o: ° 0% molecules

4 o.e (fatty acids, GABA,
Beell 5yt precursors)

Entero L))
endocrine DC Y T4

Afferent nerve Adrenergic
cell of vagus nerve nerve
or spinal cord

P S W PR
\E\ &p ég 3) composition Q)/h % g? %y

Collins et al., 2012 (Nature Rev. Microb.)



Etudes lors de la
consommation de
probiotiques

==
t T _1[-'”

Antibiotic studies

Rongeurs stériles

Etudes des effets
d’'un traitement
antibiotiques

Collins et al., 2012 (Nature Rev. Microb.)



Evalue . Apressio
~ 'anxiété chez les animaux

Test du labyrinthe



wer le stress, la dépression et—="

I'anxiéeté chez les animaux

Test du passage lumiére/obscurité



Quelques exemples de'fésultats —

marquants

Les animaux dépourvus de flore sont diminués dans
leurs capacités de mémorisation et d’apprentissage ce
qui augmente leur taux de stress (N. Sudo, 2004)

Cet effet peut étre corrigé par 'implantation d'une
bactérie qui colonise typiquement l'intestin a la
naissance (Bifidobacterium infantis)

L'échange de flore entre 2 races de souris ayant des
comportements caractéristiques permet d’échanger
leur comportement

La consommation de certains probiotiques permettrait
de moduler certaines activités cérébrales...
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Perspectives

Des liens commencent a s'établir entre certaines
maladies intestinales et le microbiote (obésité,
Maladies inflammatoires chroniques)

Des liens pourront peut-étre s’établir entre le
microbiote intestinal et certaines maladies entrainant
des troubles psychiatriques (autisme, schizophrénie,
dépression, anxiété...)

La modulation de ce microbiote intestinal pourrait
constituer une stratégie thérapeutique
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Cpemetie. Y weie

ACTERI

37



Les bactériophages sont spécifiques
d’'une et une seule espece bactérienne

Phage de Staphylococcus Phage de Pseudomonas

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa



T RN

969%0 des virus de bactéries appartiennent a
I'ordre des Caudovirales (ADN db)

39



—

—

—
VIDEO DU

LTU@)\JLN MEU\]T DU

PHA




41



% o V4
-Geénéralités
Les procaryotes sont sans cesse « attaqués » par des ADN
étrangers de phages et plasmides.

s existe environ 103! phages sur Terre dont environ 10%°
participent a I'infection de bactéries toutes les secondes
en affectant leurs cycles biochimiques (ex. cycle du
carbone)

Sous cette pression intense: évolution de nombreux
mécanismes « d’'immunité »

42



nse des bactérie
~—contre les virus

j};e

7 Masklng Mutation '

Phage

Blue phage

X
Injection blocked /\

L=
l Integration

[ Adsorption block l | Uptake block |

‘ Abortive infection ‘ ’ R-M systems J

ifeclion Suicide ;"““ :{/\ S

sensed ’ =
C ==
\-/ ji~ Recognition

®

Blue phage

Westra et al., 2012 (Ann. Rev. Genet.) 43



© Polysaccharide lyase o O Phage receptors

or polysaccharide hydrolase

<€ P > <€ >

Modification du récepteur Masquage du récepteur Modification du
Production d’EPS nouveau récepteur
(exopolysaccharide)

Jeu constant d’évolution de la bactérie mais aussi du phage

Labrie et al., 2010 (Nature. Rev. Micro.) o



contre les virus: injection de '’ADN

Systeme Sie: SuperInfection exclusion

a b
Quter membrane {1 id i ool il L e { { "((
Peptidoglycan layer — (| =— —> ¥
? hiihbhibibhlihthi y 1))
Inner membrane il bR R G MMl

1¢ére étape: infection par un phage dont I’ADN va s’incorporer a ’ADN bactérien => prophage
2¢me étape: infection par un phage de méme famille
=> prophage code une protéine empéchant I'entrée de I’'ADN du 2d phage.

Labrie et al., 2010 (Nature. Rev. Micro.) 5
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Jeu: Lequel des deux acteurs évoluera le plus vite??

Labrie et al., 2010 (Nature. Re%.6Micro.)



S%stéues de

nse des bactérie

~——contre les virus: infection abortive

Abi systems : abortive infection systems

Outer )} PO NN 414!
membrane §§ {0 (0400 8L ¢ { ({1 {{{1 { Euéﬁé’i
Peptidoglycan
layer B
Inner ") ) ) 3 1B \BY NI 1313
membrane {{ 4 {040 (¢ g 48444 1§51 (51 Gt e g eeeeemequy feiey
RexB RexB RexB

Protein interacting
with phage DNA

Activated

Inactive " ‘
RexA / '
O RexA + e * ++ v

Suicide de la bactérie

Labrie et al., 2010 (Nature. Rev. Micro.)

-En général: I'’Abi cible une
étape cruciale de la
multiplication phagique
(réplication, transcription,
traduction)

-Systéme Rex: activation du
senseur RexA via le complexe
ADN-protéine viral =>
activation effecteur RexB =>
changement de potentiel
membranaire => baisse de
I'ATP cellulaire => baisse
synthése macromolécules et
arrét de multiplication.
Finalité: mort de la cellule =

suicide...
47



nse des bactérie

System
contre les virus: CRISPR/Cas

CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
by mutation in the proto-spacer

Initiation of infection b Spacer acquisition ¢ Resistance to phages d Sensitivity to phages
and phage resistance possessing the proto-spacer  without the proto-spacer
‘ - . ‘:. =

a I

—
06090"#&"“0.3000‘%~ JOitiﬁﬂﬁﬁOOi» HOOO0OO0O0OOOOS 4"5&000.'.6’0“*000.00'
AR R b
OOOOO’I...‘.O. OOO’I.0.0.000"Oﬁ."b.‘."

C =
 —

"“'...'."".....“".’......“.‘.'.l
Membrane
f )
| ' y
: / ' / Mutated
Kepedt 4 / //'/ proto-spacer
}--- l x >| x o i SRR

Proto-spacer [

aas genes

Labrie et al., 2010 (Nature. Rev. Micro.)
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Découverte en 1987 par Ishino et al. chez E. coli
* 14 répétitions de 29pb (= repeats)
» Espacées de séquences non répétées de 32-33pb (= spacers)

Années suivantes: découverte de mémes schémas chez d’autres
eubactéries (40%-50%) et archae (90%).

CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

2002: Jansen et al. ont identifié 4 genes CAS (CRISPR
ASsociated) dproches des séquences CRISPR puis 45 de plus par
d’autres études ensuite.

e Les CAS sont absents des génomes qui ne contiennent pas de
CRISPR

2005: découverte des spacers (100% identiques aux séq
phagiques ou plasmidiques) => hypothése: nouveau systéme de
défense?

Histoire des CRISPR/Cas ——

49
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CRISPR-Cas is
shown to regulate
bacteriophage

defense
identification and discovery of CRISPR- CRISPR-Cas is CRISPR-Cas is CRISPR-Cas is found
use for typing of associated genes found to play a divided into three to play arole in
repetitive (cas) and role in main groups virulence, infection

elements in M.
tuberculosis

renaming system
to CRISPR-Cas

sporulation in
M. xanthus

and evasion of host
immune system

Vi) il medeaat it S
| 1 | )

=~ =] i =
identification of further three research CRISPR-Cas capacity of
repetitive description and groups link shown to affect CRISPR-Cas to
elements in identification of CRISPR spacer biofilm be used for
E. coli repetitive sequences to formation and genome editing
elements in phage and swarming in P. demonstrated
bacteria and plasmid aeruginosa
Archaea sequences
i 5
separation of
CRISPR-Cas
systems in nine
subtypes

Louwen et al., 2014 (Microbiol and Molecular Biology Reviews)



e A quotresser g

-Uniques chez 1 méme
CRISPR (sauf exceptions)
-Identité de séquences avec

-CAS = CRISPR ASsociated protein
-10 sous-types chacun composé de 1
a 5 sous sous-types

F o phages ou autres EGM
-Forme un complexe multimérique
avec le transcrit du CRISPR T
(crRNA) T S

pacers

S s T £ .S

CAS genes Leader \ \ / /
/ Repfats

-Séquence allant jusqu’a 550pb -Identiques chez 1

-5 .des CRISPR CRISPR d’1 bactérie.

-Riche en AT -Palindromes

-Pas d’ORF, non conservés entre les RNA— imparfaits=> structure

espéces = e tige/boucle d’ARN

-Promoteur du CRISPR transcrit? -Séquence 3’ conservée
GAAA (C/G)

D’apreés Sorek et al., 2008 (Nature Review Microbiol) 5!
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* Systeme immunitaire adaptatif de la bactérie!!!

* 3 grandes étapes:

e Adaptation
e Expression

e Interférence Adaptation

Phage infection
3
PAM DNA cleavage
. — D/@/ N\

,_, == I~/ -
Plasmid transformatlon \-)
\ or conjugation e S

Acquisition 4

C N Adaptation of spacer(s)
55222} PAM 1 Cas complex
./
: OO T4 640 ¢

¥
o —.‘l‘"’"‘f'

........... s@ RN RN R

Deveau et al., 2010 (Annualreviews) PAM: Protospacer Adjacent Mo¢eif



Expression
Repeat Spacer
CRISPR/Cas locus C}S | |
(1) Transcription - ) )D L ¢ ¢ M &
Dreernanadnnsh NGENNSSNGCANAM nONGSMAeMEe 00—

Endonuclease (Cas protein)

(2) Endonucleotic m.mmm mmm mm ........

cleavage

(3) Maturation MR nehnanenne —_— B ;‘
Intermedlate 1X + Exonuclease Mature chNA

@ Interference @ Slicer recruitment
Cas complex
recruitment Slicer

\ /‘ O/ (Cas protein)

CRISPR/Cas complex

Deveau et al., 2010 (Annualreviews) 53



Interférence

@ Targeting:

Proto-spacer

DNA
5

5' «DNA cleavage

« Replication and

3 LT P TR P A WA LA ; transcription stopped

w

RNA

Foreign DNA

RNA polymerase

A Putative cleavage site
Viral mRNA cleavage S anraanst MRNA
W DNA

54

Deveau et al., 2010 (Annualreviews)




Quelques exemjples
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La thérapie par les phages



Importance écologique majeure des bactériophages

/

[ls constituent la plus grande source de biodiversité retrouvée
sur la planete

En régulant la quantité de bactéries sur Terre, ils sont la base
souvent insoupconnée de nombreux écosystemes

e On estime qu'en 48H, la communauté bactérienne est
entiérement renouvelée.

e Sans les bactériophages, il n’y aurait probablement pas de vie
sur terre

Ou les trouve-t-on ?
e Partout ou vous trouvez des bactéries

e D’un point de vue général, I'environnement aqueux est la
source la plus riche en bactériophages. -



bplication théra ique

%Fesque 100

—

En 1896: Hankin montre l'effet bactéricide des eaux du Gange et de la
Jumna sur Vibrio cholerae

En 1917 Félix d'Herelle a isolé ses premiers bactériophages a
partir de selles de patients atteints de dysenterie. Il propose
alors que la « guérison naturelle » de certains patients était
due aux bactériophages.

1019: naissance de la phagothérapie

1920-1940: I'dge d’or de la phagothérapie (succes et échecs)

France, Brésil, Egypte, Indes, Géorgie...

1040-1960: le déclin (utilisation générale des antibiotiques)

Déclin dans les pays Occidentaux, mais
développement

dans les pays de 'Europe de I'Est.



/PhagothW

- La liste des bactéries pour lesquelles des essais de
phagothérapie chez I'animal ont été décrits avec succes

s'allonge:
Acinetobacter, Enterococcus, Escherichia coli, Salmonella,
Staphylococcus, Vibrio...

...Un exemple avec Pseudomonas aeruginosa une
bactérie pathogéne opportuniste responsable
d’infections respiratoires



P exemple dé phagothérapie—"

expérimentale

L. Debarbieux
(The boss) M. Galthier

E. Sausserau

. “
M Henry E. Morello Institut Pasteyys
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Comment isoler des bacteriophages a partir d’eaux usees ?

1) Amplification des bactériophages a |'aide de la bactérie ciblée,
en la cultivant une nuit dans un milieu contenant de l'eau
usée

Filtration

pour éliminer =
les bactéries aceerie
a ciblée:
; - T Pseudomonas
eaux usées de Paris prélevement

aeruginosa



Comment isoler des bacteriophages a partir d’eaux usees ?

1) Amplification des bactériophages a |'aide de la bactérie ciblée,
en la cultivant une nuit dans un milieu contenant de l'eau
usée

Sans eaux usees Avec eaux usees

62



Comment isoler des bacteriophages a partir d’eaux usees ?
2) Isoler des plaques individuelles (plaque=zone de bactéries

lysées
4 ) Ex : eau de Clichy




ractérisation des ages

1
~ PAK-P1
~ PAK-P2
/ﬂx\\ ~ PAK-P3
A

60 120 180 240 300
temps (min)

Microscopie électronique Cinetique de lyse

DO (600nm)
o

o
o
o

Spectre d’hoéte




Interactions bactériophages/bactéries
Inter: acter’\g ges/bacté
chez I'animal

Les technologies actuelles permettent de suivre le développement
du processus infectieux chez |'animal vivant en utilisant des
bactéries reportrices (fluorescence, luminescence).

Avantages de la bioluminescence:
suivi de chaque animal (pas d’euthanasie)

quantification de l'infection




Infection & TO

par 1.0x107 bactéries

100% death

Infection a TO
Par 1.0x107 bactéries

2 heures apres
Traitement avec

1.0x108 bactériophages

66



 — Conclusions |

Souris infectées S Infectées+traitées a 2H
Forte quantité de bactéries Faible quantité de bactéries
Inflammation élevée Inflammation réduite
Fortes Iésions des poumons Faible lésions des poumons
Souris meurent Souris survivent

Les souris traitées aux phages survivent car les lesions des

poumons sont reduites parce que les bactéries ont éte eliminées

par les phages avant que les lésions ne soient irreversibles.



- Alaube du Tl ey

/ ... une situation paradoxale

La résistance aux antibiotiques = La phagothérapie possede

est un probléme majeur le potentiel pour traiter des
pour lequel, il faut trouver de infections bactériennes
nouvelles solutions. chez 'homme.

Pourquoi la phagothérapie n'est pas disponible ?

trés peu de données scientifiques Modernes permettent

aux autorités medicales de considérer la phagothérapie comme
une therapie moderne = en accord avec la reglementation_



e Les peW

biotechnologies

- développement de la phagothérapie appliquée au

domaine agroalimentaire.
- traitement des infections bactériennes (plantes) soit de réduire
les niveaux de contaminations au cours des procédés de fabrication des

aliments (viandes).

En Septembre 2006 I'organisme de régulation américain FDA
(Food and Drug Administration) a autorisé |'utilisation de
bactériophages anti-Listeria sur des viandes destinées a la
consommation humaine. Depuis |'autorisation s’est étendue a
tous les types d’aliments.




“La transplantation de flore

Problématique: bactéries résistantes

Staphylococcus aureus R méthicilline (SARM),
entérobactéries ayant B-lactamases a spectre étendu (BLSE),
entérocoques résistants a la vancomycine (ERV),
Clostridium difficile

Depuis 2014: MEDICAMENT EXPERIMENTAL

70



—Clostridiumdifficile
/

/ et colite pseudo-membraneuse

» Bacille Gram +, anaérobie strict, sporulé
» Réservoir : tube digestif homme et animaux, hopital

» Entéropathogene majeur

(10-30% diarrhées associées-ATB, 95-100% CPM)
Aux USA: 500 000 cas et 29 000 déces par an

» 2 toxines: TcdA (toxine A) et TcdB (toxine B) responsables des manifestation'
—_—

/ .
» Nosocomial, épidémiogene, communautaire ot /.
R B . _— Stage VI, VI
— nombreuses épidémies /\ Gomvaton Vil Sagey
— surveillance O ot
Vegetative Cel wall
T cycle Sporulation
I - / Cell membrane
/ /{ /'/,/ gﬂ;g&>/ Polar division Stage IV
2 P =
p -

Stage |l
Asymmetric
cell division

~ B =

k__‘v

Mcther cell

Stage Il
Engulfment 71



et colite pseudo-membraneuse

Antibiothérapie (large spectre)

Contamination exogéne o e . N
(spores) Altération de la flore de barriére Contamination

(infections nosocomiales) endogene

v ]
T Contamination par C. difficile

N
lagelline
f 9, Adhésion, colonisation -
proteases e
adhésines ﬂ souche non toxinogéne :
porteur sain
Production des toxines A et B
) =
\/
Diarrhée associee a ATB (DAA) 30%  porteur asymptomatique :
Colite pseudomembraneuse (CPM) > 95 % - houveau-ne

- < 3 % adultes
- milieu hospitalier
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’ d’une infection a C. difficile

Ingestion de spores et de cellules
végétatives de C. difficile

@ Spores
== Cellules végétatives

La majorité des cellules sont tuées dans
I'estomac mais les spores survivent en
environnement acide

(La muqueuse de l'intestin

Les flagelles permettent la facilite 'adhérence a

dissémination et la capsule I'épithélium du cdlon
Germination des spores de C. difficile polysaccharidique repousse
dans le petit intestin lors de la phagocytose

I'exposition aux acides biliaires
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Physiopathologie
: d’une infection a C. difficile

51

Pseudomembranee
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ransplantation
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| Antibiotics Fecal
) Microbial R
= Transplantation | -~
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;. \ ... \ 4/... "'
N

» Bactéries résistantes
aux antibiotiques
(ABR)

t Diversity

1 ABR genes
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Mode d’emploi

Préparation du
transplant
Fécothique

Don pour
transplant

Prélevement

—

Entretien 1 2 g X
- : <o Entretien 2 Coprotheque
Tests de deépista 3
Ques_thrlmatl.re de Fécsotshé i PrTae Questionnaire de §élection Recueil événements
présélection q post-don
Présélection Don Sélection Transplantation Surveillance
Selles moulées Mise en suspension,
Examen macro. normal +/- filtration
Dépistage maladies transmissibles Mise en seringues

ANSM, Mars 2014 76



~ Latransplantation e

Pour résumer : profil « idéal » du donneur

- Age:18B-65ans

- IMC<30

- Absence de pathologies chroniques

- Absence de traitement curatif au long cours

- Absence de prise d'antibiotiques dans les 3 mois précédant le don

- Absence de séjour a I'étranger dans les 3 mois précédant le don

- Absence de résidence de plusieurs années en zone intertropicale

- Absence d’hospitalisation a I'étranger dans les 12 mois précédant le don

- Absence de troubles digestifs a type de diarrhée aigiie ou chronique dans les 3 mois

précédant le don
- Absence d’antécédents de fiévre typhoide
- Aspect macroscopique normal des selles

- Deépistage négatif d’agents infectieux (cf. liste proposée en annexe 1)

ANSM, Mars 2014
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Gravement malade, elle est sauvée par
un don de... selles

Modifié le 26/09/2013 & 21:52 [i) Ecouter

Ouest-France, Sept.2013 78



Feeling lonely?

Just remember,
you're not alone.

YOU ARE NEVER ALONE.
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omment ¢ca marche?

PAM: Protospacer Adjacent Motif

= petite séquence d’ADN reconnue par le complexe CAS

Type PAM 5-3’ Espéce bactérienne
CRISPR
[A-IB Protospacer-NGG Listeria monocytogenes
IC Protospacer-GAA Streptococcus pyogenes
IF Protospacer-GG Pseudomonas aeruginosa PA14
1A WTTCTNN- Strepto. Thermophilus
1B Protospacer Strepto. pyogenes
CCN-Protospacer
IITA Pas de PAM Staphylococcus epidermidis

Phage Infection

82



Comment ¢a marcher?

a Cas2 dimer Adaptation

Casl dimer—| I DNA-free complex |

Figure 3 | Spacer integration into the CRISPR array.
a | Schematic depiction of protospacer binding by the Casi-Cas2
complex, comprising two Cas1 dimers and one Cas2 dimer.
Conformational changes occur upon binding of protospacer

DNA binding DNA. The protospacer DNA, composed of a 23 bp double-
Protospacer stranded DNA (dsDNA) with single-stranded DNA (ssDNA)
' overhangs, is displayed on top of an arch that is formed by
components of all six subunits.

Conformational
changes

b | Schematic depiction of protospacer-adjacent motif (PAM)-
specific protospacer cleavage by the Casi-Cas2 complex prior to
integration into the CRISPR array, showing the top view of the
protospacer-bound complex. The ends of the protospacer on
either side of a 23bp dsDNA core are splayed into ssDNA by
wedges formed by the conserved Tyr22 residue in two Cas1
monomers. A PAM-complementary sequence (5-CTT-3’) in the
3’ ssDNA overhang is positioned within the active site (black
scissors) of the catalytically active Cas1 subunit, where it is
specifically recognized and cleaved. Cleavage results in a
protospacer intermediate with a precise length of 33 nucleotides,
comprising the 23 bp dsDNA core and two splayed 5-nucleotide
ssDNA overhangs with 3’-OH groups. It is suggested that this
intermediate forms the substrate for spacer integration into the
CRISPR array.

S IR LS PAM-

complementary
sequence

Amitai and Sorek, 2016 (Nature Rev. Micro.) 25



Comment ¢a marche?

Farental array
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Amitai and Sorek, 2016 (Nature Rev. Micro.)

Figure 3 | Spacer integration into the CRISPR array. c | A model for protospacer integration into the CRISPR array. The protospacer
3’-OH group carries out a nucleophilic attack on the 5’ end of the first repeat, thus initiating spacer acquisition by forming a branched
intermediate in which a single strand of the protospacer is ligated to a single strand of the CRISPR array. The 3’-OH group on the other
protospacer strand generates a second nucleophilic attack on the 5" end of the opposing DNA strand of the repeat, which is juxtaposed
to the leader sequence. The product of this reaction is an expanded CRISPR array with a new spacer and a duplicated repeat. The
ssDNA gaps that are produced at the repeat sequences are filled and repaired by uncharacterized enzymes.
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