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Infections au XXleme sjecle

Infections dans le monde :

17 millions de morts - 30%

- Les 3 grands : HIV - TB - Paludisme

- Infections respiratoires

- Infections digestives

- Infections prévenues par vaccinations
- Infections nosocomiales

- Infections émergentes

- Cancer




Pourguoi trouvons-nous de nouvelles
maladies infectieuses?

@® Nouveaux outils pour améliorer la découverte et
palier au manque de connaissances

@ Changements de notre environnement et
mondialisation (voyage — technologie — zoonoses)

® Nouveaux organismes : virus a ARN, organismes
resistants




La métagénomique

® 10-15% des
organismes ont des
rlbosomes

® 15-30% des virus
sont connus

® 55-/0% 777

Séquences ADN du vivant au XXIe™e sjecle

Raoult D, Forterre P. Redefining viruses: lessons from Mimivirus. Nat Rev Microbiol.
2008 ;6(4):315-9.




Les outils de la découverte
La Biologie

e XIXeme sjecle : culture axénique et microscope optique

e XXemegjecle :
- Culture spécifique
- ldentification moléeculaire

e XXlIéme sjecle :
- Métagéenomique

Les postulats de base

e Infections aigués — postulat de Koch

e Infections chroniques ?




NouveauXx outils

Biologie Moléeculaire
- Amplification

- Séguence

- GenBank

Méthodes de culture
- Culture cellulaire

- Incubation prolongée
- Amibes

Nouveau concept

- Infections chroniques
Métagenomique




Séguences de gene rARN 16S -
iIdentification basée sur les isolats bactériens cliniques

 Etude prospective de 4 ans (1998-2001)
e Un total de 844 bactéries isoléees
e Un total de 89 especes inhabituelles (10,5%)

— 3 nouvelles especes en hémocultures : Prevotella
spp., Acidovorax spp., Veillonella spp.

— 44 especes jamais trouvees chez des patients
— 35 especes trouvees < 10 fois
— 7 especes trouvees 11 - 50 fois

/.e. 47 nouveaux pathogenes'!




BACTERIES ISOLEES ET/0U DECRITES
A L’'UMR 6020 ET LES MALADIES DECOUVERTES




1980 in the Approved Lists, 1,791 valid names were recognized
at the rank of species. Today, this number has ballooned to
8,168 species, a 456% increase (http://www.bacterio.cict.fr
/number.html#total). The explosion in the number of recog-
nized taxa is directly attributable to the ease in performance of
16S rRNA gene sequencing studies




NouveauXx outils

Biologie moléculaire
- Amplification

- Séguences

- GenBank

Méthodes de culture
- Cultures cellulaires

- Incubation prolongée
- Amibes

Nouveau concept

- Infections chroniques
Métagenomique




Nouvelles identifications

Helicobacter pylori
e Ulcere Gastro-duodenal
e Cancer de l'estomac

Découvert depuis le XI1Xeme sjecle




Growing the bacteria

e Je Ne Sais Pas protocol
(1 don’t know what I am growing)
— Inoculate -1 mi/blood
- crushed biopsy sample
— 3 shells vials seeded with human cell lines
- fibroblasts (HEL)
- endothelial cells (ECV)

— Every week observation of cytopathic effect, and
different staining (Gimenez, Gram, Giemsa), for 6
months

— Generated in 1992 for blood culture negative, IE




Maladies de Whipple: les principales dates

Année Contribution

1907  Premiere description
1947  Premier rapport avant la mort
1950  Inclusions positives aux PAS dans les macrophages
1952  Premier traitement avec les antibiotiques
1952  Premiere description de changements cardiaques
1958  Biopsies pour établir le diagnostic
1961  La bactérie est vue en microscopie électronique
1981  Bactérie intracellulaire intacte
1991  Séquence partielle d’ARN 16S ribosomial
1992  Confirmation de I’ARN 16S ribosomial
Un nom est proposé “Tropheryma whippelii”
2000  Decouverte et culture d’une souche de la bactérie de
la maladie de Whipple
2001  Nom officiel T. whipplei
2003  Séquence du génome
2003  Culture axénique
2007  Porteur sain — infection aigué ?

Raoult D. et al. N Engl J Med. 2000; 342:620-5
Renesto P. et al. Lancet. 2003; 362:447-9.
Raoult D. et al. Genome Res. 2003; 13:1800-9.




Rickettsia slovaca

Maladie infectieuse émergente (1997)

Isolée en Slovaquie en 1968
Transmise par Dermacentor marginatus
et Dermacentor reticulatus

Un premier cas confirmé a Marseille
(Raoult et a/., Lancet.1997;350:112-3)

Fievre, gros nodules lymphatiques,
érytheme

Symptdmes neurologiques
Diagnostic de maladie de Lyme

Décrit comme TIBOLA en Hongrie
(Lakos A, et al. Lancet. 1997;350:1006)

Trouveé dans le sang
(Cazorla C, et al. Emerg Infect Dis. 2003;9:135)




Infection a R. slovaca
(comparée a MSF)

- Basée sur 17 cas confirmés par PCR

- Plus de morsure de tique

- Lésions dans les cheveux

- Moins de fievre

- Plus de nodules cervicaux

- Sequelles : asthenie résiduelle
alopécie localisée

- Taux de mortalité bas

- Jeune age

- Femelles > males

- Titres sérologiques bas

(Raoult D, et al. Clin Infect Dis. 2002 ;34:1331-6.)



Fievre africaine a tiques
Maladie infectieuse émergente (1992)

Rickettsia africae

Transmise par les piqlres de tique
(Amblyomma haebraeum)

Haute incidence en Afrique du Sud

Fievre, "taches noires" (multiples)
rares éruptions (vesiculaires)

Doux
Découverte 2 fois
Consideré comme identique a MSF

jusqu’en 1992




Pneumonie

— L'agent causal de la pneumonie
est inconnu dans > 40%

— Les amibes de I'eau peuvent
contenir des agents pathogenes

— Les amibes sélectionnent les
futurs pathogenes

— Nous avons décidé de tester les
bactéries associees aux amibes
comme agents potentiels de
pneumonie




Les amibes utilisées comme outil pour
I’isolation de bactéries

e Premiere description par T. Rowbotham
— Systeme shell vial
— Bien adapte aux échantillons simples
e Permet d'isoler des bactéries dans des échantillons contamines
e |solation de L. pneumophila
e A partir de crachats et de selles
e Quand la bactérie pousse seulement dans les amibes
« Nommee : Legrionella-like amoebal pathogen (LLAP)

Modifié dans notre laboratoire

o La Scola B, Mezi L, Weiller PJ, Raoult D. Isolation of Legionella anisa using an amoebic coculture
procedure. J Clin Microbiol. 2001 ;39(1):365-6.




Parachlamydia

— Par séquencage de I'ARNr 16S

— Etonnamment un des isolats de

LLAP était un agent ressemblant a
Chlamydia

— Nommé depuis Parachlamydia
acanthamoebae et qui cause de rares
cas de pneumonie

Birtles RJ, Rowbotham TJ, Storey C, Marrie TJ, Raoult D. Chlamydia-like obligate parasite of free-living amoebae. Lancet. 1997;349:925-6.

Greub G, Berger P, Papazian L, Raoult D.Parachlamydiaceae as rare agents of pneumonia.Emerg Infect Dis. 2003; 9(6):755-6.




Mimivirus

— En 1992 Rowbotham qui travaillait sur les
relations entre les amibes et les Legionelles a
isolé un nouveau coccus Gram positif dans un
climatiseur apres une epidémie de pneumonie a
Bradford, UK, en utilisant les amibes comme
systeme de culture

— Il a été considéré comme un LLAP (Legionella
Like Amoebal Pathogen) comme les autres

— La collection de LLAP a eté apportée a
Marseille-France par Richard Birtles un post-
doctorant anglais.




Emerg Infect Dis,2005;11:449452




Les nouveaux outils

 Biologie moléculaire

- Amplification

- Séguences

- GenBank

e Méthodes de culture

- Cultures de cellulaires
- Incubation prolongée
- Amibe

e Nouveau concept

- Infections chroniques
e Métagénomiqgue




L es infections au XXleme sjecle

Infections chroniques :

- Cancer 25%
- Foie (Hépatites B et C)
- Estomac (Helicobacter)
- Col de l'utérus (HPV)
- Lymphome (EBV a 25%)
- Gorge (HPV16)

- Autres
- Ulceres gastro-duodénaux
- Cirrhose hépatigue

- HIV et Hépatites (B-C-D)




Les nouveaux outils

 Biologie moléculaire
- Amplification

- Séguences

- GenBank

e Méthodes de culture
- Cultures cellulaires

- Incubation prolongée
- Amibes

e Nouveau concept

- Infections chroniques
e Métagénomiqgue




NouveauXx secteurs — Nouvelles
stratéqgies

® Métagenomique = tout séquencer
® Selles

- Bacteries (Ley Re, et a/. Nature 2006:444:1022-3 and Turnbaugh PJ. et a/. Nature 2006, 444:1027-31)

= VlrUS (Zhang T et al. RNA viral community in human feces: prevalence of plant pathogenic viruses. Plos Biol
2006;4:e3.)

® Pneumonie et mucoviscidose
® Abces cérebraux
® I nfeCtionS 0oSseuses (Fenollar F et al. Analysis of 525 samples to determine the usefulness of PCR

amplification and sequencing of the 16S rRNA gene for diagnosis of bone and joint infections. JCM 2006; 44:1018-28)

® Vaginoses bacteriennes
® Bacteries de la langue




Ley RE., Turnbaugh PJ., Klein S., Gordon JI. Human gut
microbes associated with obesity. Nature 2006;444:1022-3.




Turnbaugh PJ., Ley RE., Mahowald MA., Magrini V., Mardis ER., Gordon JI. An obesity-
associated gut microbiome with increased capacity for energy harvest. Nature
2006;444:1027-31.




Lactobacillus probiotigue

(Commun dans les yaourts et les produits laitiers)

e Une inoculation augmente
la taille des poulets de 15%
a 30%

e ROle dans I'obésité? Dans
'augmentation de la taille
humaine?

Raoult D. Obesity pandemics and the modification of digestive bacterial flora. Eur J Clin Microbiol Infect Dis.
2008

Khan M, Raoult D, Richet H, Lepidi H, La Scola B. Growth-promoting effects of single-dose
intragastrically administered probiotics in chickens. Br Poult Sci. 2007 ;48:732-5.




v ouras Lovnrs ar

"o

AP AN MEL ASE SRR AN A ETANG ANLSESELSELLINS &g ATALEL s AVLIUSASs fAs AP ELS & Lrasus
ANNE 119 N N e o N A2 AN 1 1A0ITARAE A4 D 1010 100 ANne
- -pre-—o—- - - - - ey - s o~ -

o
j & ’ g
T * . ~ T 1
'
o~ . o~ . .~
- = =I5 Y s N - DRI AL, STEAL AL I It L, - =TI
. w e s ow . . m TEm o W YE ewm e oA o wwmwm 4w T s ow - s ow - - . PR - - s wa - - - L) -— 1 -
LAFELEL WAL AWELIVLEEIELDy Wl VEMLS LUFLIAN ULy R AN TUy 0 WLLEEEL WL IFELLAL LR Ly WTLEV LT DML LEL B AFILLEEEL T P LT EL Ly AFELET DL EEELy & TLEFLL L, LreLe
Lt o a2 T a4 . CL N JUCE Pl S - A__2_ . ™ I B SO L - -1 TFra . _t,  F F_ 7 e - LW 4 — 27T _ ™o £
e T Satit J T Rl et T e et
™ - -4 AT A s ANOE T - B N2 AAE T A xS Y RTe
o - I g s
= = ! a
- = (=4
(=] - s =
= . = - wr -
= aw s ~ s — - - LI L] L] . . = wwT = L N LI
= z n - s z (=)
4 v =} = - -
L P LI ] " * L] AW 1 4 D * av F FREES | * L] L I " L ]
= = = = =
- s = —r v F - = r




Atopobium vaginae et vaginoses bacteriennes
Non identifie par le Gram (Score de Nugent)

Trouve par metagenomlque (Fredricks DN., et al. Molecular identification of bacteria
associated with bacterial vaginosis.N Engl J Med 2005;353:1899-911.)

Trouveé par PCR dans 96% des patients (verheist r., et al. Cloning of 165

rRNA genes amplified from normal and disturbed vaginal microflora suggests a strong association between
Atopobium vaginae, Gardnerella vaginalis and bacterial vaginosis. BMC Microbiol 2004; 21;4:16)

xl




Méetagenomigue bactérienne et
mauvaise haleine

Solobacterium moorel est
spécifiguement trouvée sur la
langue des sujets ayant
suggérant un traitement cible
(8/8 vs 0/5)

Haraszthy V.l. et a/. Identification of
oral bacterial species associated with
halitosis. JADA. 2007; 138: 1113-
1120.
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Zhang T., et al. PLoS Biol. 2006;4:e3

Table2. Viruses identified in three RNA viral libraries (extract)




TABASCO, Hot Ketchup et selles
humaines

e Détection positive par
RT-PCR

TEM — 10%/ml

e Se multiplient-ils
chez les humains ?

e Est-ce la cause de
quelque chose ?




Pourguoi trouvons-nous de nouvelles
maladies infectieuses?

@ Nouveaux outils pour améliorer la découverte et
palier au manque de connaissances

@ Changements de notre environnement et
mondialisation (voyages — technologie — zoonoses)

(® Nouveaux organismes: virus a ARN, organismes
resistants




Maladies infectieuses

—— Accidentel (a partir de virus commensaux
humains ou des microorganismes de I'environnement :

Z0onoses ou amibes)

— Strategie

|

Homme = cible

Sélection

|

Diffusion




Diffusion par les voyages

Vieux monde Ameérique

- Variole - Syphilis

- Rougeole - Typhus ?

- Chevaux - Tomate
- Patates
- Malis

- Alcool - Tabac

- Opium - Coca

Aujourd’hul
2 milliards de passagers par an




Concentrations humaines

 Mégapoles (10 millions d’habitants)

e 24 (Europe : 1, USA : 2, Ameérigue
latine : 2, Asie : 16, Afrique : 1)

e Population urbaine : 1,6 milliards
d’humains




e Pelerinage de la Mecque

e Neisseria meningitiais




Shirley S.M., Kark S. Amassing efforts against Alien invasive species in
Europe, PL0S Biol, 2006;4:e279
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Shirley S.M., Kark S. Amassing efforts against Alien invasive species in
Europe, PL0S Biol, 2006;4:e279




Transmission: nouvelles technologies

e Aérosol, air conditionné: maladie du Légionnaire
e Seringues : inoculation, infections des drogués
e Bronchoscopie

e Transfusion (VMC, VIH, Hepatites B,C,E)

e Chirurgie: infections nosocomiales

e Transplantation

e Xénogreffes




La nourriture

e Contamination animale, pas cuit : trichinose, cuit
. Creutzfeldt Jacobs

e (Eufs et poulets : Sa/lmonella, Campylobacter
e Hamburger : £. coli 0157-B7
e Porc : Listeria (bactérie des refrigérateurs)

e Fruits et legumes : Salmonella, hépatite A
(fraises), Cyclospora cayetanensis (framboises)

e Poissons crus : anisikiases




Environnement : Animaux

- Betall

- Chiens et chats

- Chiens de prairies et singes
- Poissons

- Oliseaux

- Murideés (rat, souris)

- Arthropodes vecteurs

- Tiques Maladie de Lyme
- Poux Bartonella quintana
- Moustiques Aedes, Dengue et Fievre aune, West -

Nile a New York



Les maladies infectieuses et I’hopital

Patients vulnérables

Traumatismes

Source : - patient
- soin : eau (Legronnella, Pseudomonas)
- main (Enterobacteries, Staphylocoques)

Bactéries multiresistantes

- main / alcool

- habits

- durée d’hospitalisation

- controle d’antibiotiques

5 - 10.000 morts par an en France




Pourguoi trouvons nous de nouvelles
maladies infectieuses ?

(@ Nouveaux outils pour améliorer la découverte et
palier au manque de connaissances

@ Changement de notre environnement et la
mondialisation (voyage — technologie — zoonoses)

® Nouveaux organismes : virus a ARN, organismes
resistants




Evolution des étres vivants




Théorie de la reine rouge

«It takes all the running you can do, to keep in the same place»
L. Carroll.

Gross L. The Red Queen gets a new lease on life. PL0S,2006;4:e259



Genes egoistes

e Chague gene s’auto-réplique

e Base sur le concept de l'autocatalyse de
I’ARN

e Cherche un seul support de replication

e |es duplications d’ARN sont moins fiables
(évolution rapide des taux de virus a ARN)

 Explique la cooperation entre les organismes




Virus a ARN

* Virus respiratoires

- Grippe
- Rhinovirus

- Coronavirus (incluant le SARS) >

- Parainfluenza

® Arbovirus )
- Dengue
- West Nile

~

—

L. Kaiser — Geneve

1% des infections
respiratoires chez les
enfants en bas age

Parmi les 3 grandes causes
> de fiévre chez les voyageurs
(avec la Malaria et les

Rickettsioses)

- Chlkungunya/




Virus a ARN

® Rétrovirus
- HIV1-2
- HTLV

® Autres
- HCV (épidémies d’inoculation)
- Virus de I'hépatite E (épidémies chez
les porcs)







¥ Le virus du Chikungunya

N ENGL J MED 2007;356: 769-771

Maintenant en ltalie



Nouveaux agents : les bactéries

S. aureus resistant a la
Methicilline et la
Vancomycine

- Enterococcus résistant a
la Vancomycine et
I’Avoparcine

- Actinobacter baumannii -
- La guerre en lIrak oo esCsee -
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Adaptive Mutations in Bacteria:
High Rate and Small Effects

Lilia Perfeito,* Lisete Fernandes,* Catarina Mota,* Isabel Gordo™*

Evolution by natural selection is driven by the continuous generation of adaptive mutations.

We measured the genomic mutation rate that generates beneficial mutations and their effects on
fitness in Escherichia coli under conditions in which the effect of competition between lineages
carrying different beneficial mutations is minimized. We found a rate on the order of 107> per
genome per generation, which is 1000 times as high as previous estimates, and a mean selective
advantage of 1%. Such a high rate of adaptive evolution has implications for the evolution of
antibiotic resistance and pathogenicity.

Science, 2007:317:813-815.




C’est un tout petit monde

Avec une espece humaine
unique et aucune frontiere
pour les microbes

Potentiellement inconnu — Evoluant rapidement



Conclusion

* Hygiene de base (isolation, lavage des
mains, masques, préservatifs)

e \/accination
e Survelllance

e Utilisation raisonnée des agents anti-
Infectieux et biologiques




