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DEFINITIONS

= Le microbiote est 'ensemble des micro-organismes (bactéries, levures,
champignons, protistes, virus) vivant dans un environnement spécifique

= Le microbiome est I'ensemble des genomes de micro-organismes vivant
dans un organisme. Ce sont les données génétiques du microbiote



QUELQUES NOTIONS SUR LES MICROBIOTES

O Le microbiote est quasiment une caractéristique de l'individu acquise t6t : similaire a une

« empreinte digitale »

J Le microbiote est relativement stable chez un méme individu

d L'implantation du microbiote est trés dépendant de facteurs environnementaux:

alimentation, allaitement, contacts humains, fiévre, hygiéne, antibiotique...

Faith JJ et al., Science 2013



QUELQUES NOTIONS SUR LES MICROBIOTES

Médicaments Age, Sexe Géographie

Antibiotiques \ / Génotype de I'hote
\ \ /

Probiotiques <  MICROBIOTE

/ 4 PhyS|oIog|e de I'héte (age,
Pathologies Etat nutritionnel, mode de
vie, régime, alimentation)

Environnement , Systeme immunitaire

Bactéries en transit



COMMENT ETUDIER LE MICROBIOTE
URINAIRE ?

= Microbiote urinaire : faible biomasse en I'absence d’infection
= <100 — 104 CFU/mL d’urine

= Une des limites: Conditions de recueil des urines

= Sondage pour éviter contamination
Mais induit des perturbations du microbiote

= Recueil d’'urine « classique » car facile a réaliser
Mais contamination possible

= Recueil d’'urine classique + écouvillon uréthral pour connatitre la flore contaminante
Mais réel reflet de la flore dans la vessie?

= Aspiration suspubienne la plus intéressante ++
Mais la plus invasive des méthodes (éthique??)

Neugent et al., mBio 2020



METHODE DE RECUEIL

12 hommes
Prélévement 1¢" jet vs milieu de jet

Aucune différence significative excepté pour les Clostridiales



LIMITES DE I’ECBU

= Hochstedler et al., Int Urogynecol J. 2021

= 43 patients avec UTI (age moyen: 67 ans)

Culturomique >> ECBU standard

Moins d’'uropathogenes identifies



METAGENOMIQUE ET MICROBIOTE

o0 Deux stratégies:

-Sequencage de ARNr 16S (tres sensible pour
détecter des ADN bact en trés faible abondance,
Intérét pour la mesure de 'abondance relative et
I'estimation des taxons)

-'approche par whole-genome shotgun metagenomic
sequencing (séquencage de tous les ADN présents
dans I'échantillon; qq contaminations; description
microbiote, profils taxonomiques complets)

0 Technologie: NGS

o Travail bioinformatique +++

Weissenbach, Med Sci 2016; Moustafa A et al., Sci Rep 2018; Neugent et al., mBio 2020; Quince C et al., Nat Biotechnol 2017



LES 1ERS RESULTATS SUR LE MICROBIOTE
URINAIRE

o> 50 genres et >100 especes

o Approche 16S:
= Détection de bact dans >90% des urines stériles en culture traditionnelle

o Approche de culturomique (vs routine):
= 67% de bactéries uropathogenes non détectées
= 88% de bactéries hors E. coli

o Facteurs influencgant la colonisation par les microorganismes:

pH (5-8), O2 (influence composition en bactéries anaérobies), osmolarité, présence de nutriments
(via les urines formées: électrolytes, osmolytes, acides aminés, carbohydrates... > 2600
composeés; via la fine couche a la surface de l'urothélium: lubrifiée et protectrice des tissus,
contenant acides aminées, mucines, carbohydrates...), sites d’adhésions

Hilt EE et al., J Clin Microbiol 2014; Neugent et al., mBio 2020; Price TK et al., J Clin Microbiol 2016



LE MICROBIOTE URINAIRE: PRESENCE DE
BACTERIES NON CULTIVABLES...



LE MICROBIOTE URINAIRE: ... ET DE BﬂG"IlfRIES
CULTIVABLES MEME DANS DES URINES STERILES

/S

0 Etude du microbiote urinaire par
pyroséquencgage

0 8 femmes asymptomatiques avec
ECBU stérile



LE MICROBIOTE URINAIRE: GRANDE
DIVERSITE

operational taxonomic units

0 Composition polymicrobienne

O Fréquence de bact. anaérobies (difficilement
cultivables en routine)

O Présence de bactéries des flores fécale,
vaginale et cutanée




LES CARECTERISTIQUES DU MICROBIOTE
URINAIRE

= Les bactéries les plus fréquemment identifiées



LES CARECTERISTIQUES DU MICROBIOTE
URINAIRE

- Taxons majoritaires = bact fastidieuses et a Les Phylas
croissance lente

= § principaux phyla:
= Firmicutes
Bacteroidetes
Actinobacteria
Fusobacteria

Proteobacteria Les espéces

= Principal genre
= Lactobacillus spp. 55% ++++

= Les espeéeces:
= 90% entre Lactobacillus, Prevotella et Gardnerella

= Autres: Corynebacterium spp., Streptococcus spp.,
Actinomyces spp., Staphylococcus spp., Aerococcus
spp., Bifidobacterium spp., Ureaplasma spp., et
Actinobaculum spp.

Siddiqui H et al., BMC Microbiol 2011; Wolfe AJ et al., J Clin Microbiol 2012; Brubaker L et al., Ann Transl Med 2017; Neugent et al., mBio 2020



LES CARECTERISTIQUES DU MICROBIOTE
URINAIRE

= Variabilité inter-individuelle du microbiote

= Variabilité en fonction de I’age et du sexe



Les caractéristiques du microbiote urinaire

- , Volontaires sains,
LES CARACTERISTIQUES DU MICROBICTE URINAIRE Urines recueillies « proprement »

Hommes n =6 ; 39 — 83 ans
Femmes n=10: 26 — 90 ans
Pyroséquencage

% de distribution des OTUs en fonction du
sexe

AN

— homme

O Variabilité individuelle ++++

O Plus d’hétérogénéité chez la femme par rapport a ’homme
Phyla Actinobacteria et Bacteroidetes




LES CARECTERISTIQUES DU MICROBIOTE URINAIRE

Les totaux moyens d’opérons (unité d’ADN
fonctionnelle) / ml pour toutes les bactéries

Chez les femmes

20 -49 ans (n=3) : 1.3 x 10°
> 70 ans (n=3) : 3.3 x 10*
Baisse de = 75%

Chez 'homme

20 —49 ans (n=2) : 4.9 x 107
50 - 69 (n=2): 9 x 104
>70ans (n=2) : 1 x 10°
Baisse de > 90%

O Variation en fonction du sexe (p= 0.042)

U Espéces uniqguement chez les plus de 70 ans: Jonquetella spp.,
Parvimonas spp., Proteiniphilum spp. et Saccharofermentans spp.




15 gargons 15 filles
Moyenne age: 8 ans
Fille Gargon

Prevotella +++

Porphyromonas +++

Girl

Boy

Ezakiella

Prevotella

Prevotella 6

Porphyromonas

10 1
(30.2%) (2.6%)
Dialister
Peptoniphilus

Campylobacter

Non-core: 1173 (67.1%)
Variation significative entre microbiote
des garcons et filles en terme d'OTU

10 OTU spécifiques des microbiotes
et de richesses

chez les filles
0 chez les garcons



LES CARECTERISTIQUES DU MICROBIOTE
URINAIRE

= Rble physiologique du microbiote



ROLE POTENTIEL DU MICROBIOTE DANS L’HOMEOSTASIE
DU TRACTUS URINAIRE

O Lutte contre les infections urinaires - Protection:

0 Supplantation des agents pathogénes pour les
ressources nutritives communes

0 Production de composés antimicrobiens

o Création d’'une barriére, bloquant I'accés des
agents pathogénes a l'urothélium

Q Structuration - Maturation de la barriére épithéliale:

0 Bactéries pourraient étre nécessaires pour le bon
développement de 'appareil urinaire, y compris
I'urothélium, le systéme immunitaire et le systeme
nerveux periphérique dans les tissus de la vessie
et dans les tissus environnants

0 Raodle dans la régulation et I'entretien des jonctions
épithéliales

o Stimulation des défenses immunitaires

0 Capacité métabolique :

0 Production de neurotransmetteurs qui
interagissent avec le systéme nerveux

0 Les bactéries commensales peuvent dégrader des
composeés toxiques

Whiteside, SA et al., Nat Rev Urol 2015



STABILITE DU MICROBIOTE?

10 femmes jeunes asymptomatiques
Prélevements urinaires a 2.5 ans

*Grande diversité des espéces entre les 10 volontaires

*Changement important dans la composition des microbiotes entre les 2
periodes

*Quelques communautés bactériennes stables et persistantes:
Lactobacillus crispatus, Bifidobacterium spp., Lactobacillus paragasseri

et Streptococcus agalactiae



STABILITE DU MICROBIOTE?

34 femmes avant ménopause vs 20 aprés a — —
= Urines des patientes en post-ménopause vs en pré-ménopause = i
significativement plus d’alpha diversité. : T %
= [actobacillus était la bactérie la plus abondante dans les 2 groupes 0
mais 77.8% d’abondance relative en pré-ménopause vs 42.0% en 3401 ;‘ |
post-ménopause . ‘ e
= Urines des patientes en pré-menopause : forte dominance des N
L actobacillus o
= Urines des patientes en post-ménopause: plus grande diversité du ' ! e o d

microbiote urinaire avec forte abondance de Gardnerella et
Prevotella



MICROBIOTE URINAIRE ET SITURTIONS
CLINIQUES

= Syndrome d’hyperactivité vésicale / incontinences urinaires/urgenturies
= Cystites interstitielles
= « Prostatites chroniques », Syndrome d’algies pelviennes

= Bactériuries asymptomatiques (colonisation)
= Femmes enceintes

= Médullo-lésés

= Cancers

= |nfections urinaires




MICROBIOTE URINAIRE ET CANCERS

= Cancer de la prostate et infections
= Infections prostatiques

= IST

= Cancer de la prostate et microbiote intestinal
= A Bacteroides massiliensis (métabolisme des sucres)
= N Faecalibacterium prausnitzii et d'Eubacterium rectale (producteurs butyrate = anti-
inflammatoire)

= Cancer de la prostate et microbiote urinaire
= Rdle pro-inflammatoire de C. acnes ?
= Association négative Pseudomonas /métastases

= Pseudomonas = biomarqueur pour la surveillance active ?

Golombos et al., Urology 2018 ; Feng et al., BMC Genomics 2019



MICROBIOTE URINAIRE ET CANCERS

= Cancer de la vessie

= Modulation possible des risques de cancer par le catabolisme et I'anabolisme bactérien de la
nitrosamine et de l'acétaldéhyde (cancérigénes)

?
= |le microbiote U = développement ou la progression du Kc
= Kc = composition, diversite, abondance du microbiote U

= || existe des exemples

= Schistosoma haematobium et Kc de la vessie
= bacille de Calmette-Guérin et traitement du Kc de la vessie

Mostafa et al., Clin Microbiol Rev 1999; Redelman-Sidi et al., Nat Rev Urol 2014



MICROBIOTE URINAIRE ET HYPERPLASIE DE

LA PROSTATE

77 HBP vs 30 témoins

Microbiotes significativement différents

*Urines avec Haemophilus, Staphylococcus, Dolosigranulum,
Listeria, Phascolarctobacterium, Enhydrobacter, Bacillus,
[Ruminococcus]torques, Faecalibacterium, et Finegoldia avait un
plus fort IPSS, et une symptomatologie mictionnelle plus
importante

*Urines avec une abondance d’Haemophilus = niv plus élevé
PSA

*Présence de Lactobacillus était positivement corrélée avec forte
glycémie et HbA1c.



MICROBIOTE URINAIRE DU FUMEUR ET
CANCER DE LA VESSIE

Différence significative de la diversité
entre non fumeurs et fumeurs

26 patients appareillés sur I'age et BMI
2 groupes: cancer (n=15) vs témoin (n=11)
2 ss groupes fumeurs vs non fumeurs

Différence significative de la composition du
microbiote entre non fumeurs et fumeurs



MICROBIOTE URINAIRE ET CANCER DE LA

VESSIE

Différence significative beta-diversité entre Kc vs
témoins

43 patients avec Kc vessie vs 10 témoins
Age moyen: 70 ans

29 Kc non invasifs vs 14 invasifs
11 ttt par BCG thérapie

1» + abondant dans Kc



MICROBIOTE URINAIRE ET CANCER DE LA
VESSIE

+ abondant dans Kc plus invasif

+ abondant chez patients répondeurs
+ a BCG thérapie




MICROBIOTE URINAIRE ET CYSTITES

Prédominance Gamma Protéobactérie

28 patients UTI
Suivi d’'un patient sous ATB (céfalexine)

Suivi d’'une UTI a K. pneumoniae

*Changement rapide et important du microbiote urinaire
*Réle protecteur des Actinobacteria et Bacteroidia
*Apparition a J4 des Pseudomonadaceae et forte
augmentation a J8

*Plus ttt dure, plus apparition de pathogenes opportunistes



CONSEQUENCES DU POLYMICROBISME: LES
INTERACTIONS BACTERIENNES

Infections polymicrobiennes

o Plus fréquentes chez les personnes
ageées et lors d'immunodépression (Kline
KA et al., Microbiol Spectr 2016)

o Facilitent le développement d’interactions
(synergie/antagonisme) entre micro-
organismes au profit des uropathogénes



CONSEQUENCES DU POLYMICROBISME: LES
INTERACTIONS BACTERIENNES

o Modele murins d’'UTI polymicrobiens:

P. mirabilis et Staphylococcus saprophyticus = synergie favorisant 'infection et notamment les
pyélonéphrites (Hjelm E et al., APMISB 1987)

P. mirabilis et UPEC = synergie avec présence d’interactions métaboliques favorisant la colonisation et la
persistence des 2 bactéries (Alteri CJ et al., PLoS Pathog 2015).

UPEC et E. faecalis = synergie pour la récupération du fer. E. faecalis sécréte de la .-ornithine qui stimule
la synthése des sidérophores chez les UPEC (Keogh D et al., Cell Host Microbe 2016).

Effet de traitement antibiotique sur le microbiote de la personne agée (Mulder M et al., BMC Microbiol 2019):
Altération du microbiote urinaire
Diminution importante des Lactobacillus au profit des uropathogénes

Interaction bactéries pathogenes entre elles
Et bactéries pathogéenes-bactéries commensales



MICROBIOTE RESIDENT VS BACTERIES
PATHOGENES

BGN varient peu dans leur
comportement / BGP

Plus adaptées pour prospérer
dans un environnement urinaire
lorsque autres bactéries

présentes
10 Qatiepts > 70 ans avec UTI Bact. infectantes ont un effet
vs témoins asympto. (femmes) négatif sur les bactéries du
Interactions entre bactéries microbiote

pathogeénes et microbiote
urinaire



MICROBIOTE RESIDENT VS BACTERIES
PATHOGENES

= Les bact. commensales sont plus affectées que les uropathogénes car:

= (1) les conditions environnementales ont moins d’'impact sur les uropathogénes au sein du
microbiote commensal

= (2) les uropathogénes ont une niche d’'implantation plus large,

= (3) les uropathogénes ont une flexibilité métabolique plus importante leur permettant de
s’adapter a I'environnement rencontré

= (4) les métabolites produits par les bact. commensales contre les uropathogenes ont des
effets bien moindres que ceux produits par ces derniers






A VENIR

o Stabilité/Evolution du microbiote urinaire au cours du temps ?
o Naturellement

o Apres ATB
0 Nécessité d'etudes de suivi de cohorte sur longue peériode

o0 Impact du traitement antibiotique sur le microbiote urinaire
0 en fonction du microbiote résident ?
O intérét d’'une transplantation du microbiote vaginal?



MESSAGES IMPORTENTS

Existence d’'un microbiote urinaire détecté
par les approches de métagénomique

Le microbiote est quasiment une
caractéristique de l'individu

Il varie en fonction du sexe et de I'age

Roéle important dans la protection contre les
infections, la maturation de I'épithélium et les
capacités métaboliques

Variation du microbiote lors d’états
« pathologiques »



