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gie de la maladie de Crohn
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iologie de la maladie de Crohn
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Microbiote — pathobiontes

- Augmentation du nombre de bactéries associées a la muqueuse chez les
patients atteints de MC

- Existence d’une dysbiose chez les patients atteints de MC

\ 4

Régulation Inflammation

Seksik et al., 2003 ; Martinez-Medina et al., 2006 ; Swidsinski et al., 2009 ; Willing et al., 2009 ; Round et al., 2009 ; Png et al., 2010 ; Qin et al., 2010



u microbiote — pathobiontes
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Presence of Adherent Escherichia coli Strains in lleal Mucosa

Faecalibacterium prausnitzii is an anti-inflammatory of Patlants With:Croha's Disease

Commensal baCtenum Idenﬂfled by gl’lt m|cr0b|0ta ARLETTE DARFEUILLE-MICHAUD, * CHRISTEL NEUT,* NICOLAS BARNICH,* EMMANUEL LEDERMAN,®

ana |y5IS of Crohn disease patients PATRICK DI MARTINO, * PIERRE DESREUMAUX. LUC GAMBIEZ.! BERNARD JOLY,* ANTOINE CORTOT.
and JEAN-FREDERIC COLOMBELS
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Bacteroides
Ruminococcus
Escherichia coli

Bifidobacterium
\ Lactobacillus

Firmicutes (F. prausnitzii) ;&ﬁ
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Régulation Inflammation

Seksik et al., 2003 ; Martinez-Medina et al., 2006 ; Swidsinski et al., 2009 ; Willing et al., 2009 ; Round et al., 2009 ; Png et al., 2010 ; Qin et al., 2010



'Réle du microbiote — pathobiontes

- Augmentation du nombre de bactéries associées a la muqueuse chez les patients
atteints de MC

- Existence d’une dysbiose chez les patients atteints de MC

I"’l"l'l."'""i

Escherichia coli

~

AIEC « Adherent-Invasive E. coli »

Prévalence : 22-50% des patients MC

(Darfeuille-Michaud et al., 2004, Martinez-Medina et al., 2006)

K Souche AIEC de référence : LF82 /

Seksik et al., 2003 ; Martinez-Medina et al., 2006 ; Swidsinski et al., 2009 ; Willing et al., 2009 ; Round et al., 2009 ; Png et al., 2010 ; Qin et al., 2010



et maladie de Crohn

1- Adhésion aux cellules épithéliales intestinales 2- Invasion (Boudeau et al. 1999)
(Darfeuille-Michaud et al., 1998)

YR T =

3- Survie et multiplication en macrophages et forte
sécrétion de TNF-a (Glasser et al., 2001)

AIEC
(Adherent invasive Escherichia coli)

Prévalence des AIEC: chez 36-50% des

patients atteints de MC (Darfeuille-Michaud et al.,
2004, Martinez-Medina et al., 2006)
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et maladie de Crohn

Table 2 Prevalence of adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) in patients with IBD and controls from different geographical origins
Number of patients AIEC W(%)
Non-IBD / \ Non-IBD
Reference Country  Sample type D uc controls D uc controls
Adult population >
Darfeuille-Michaud France lleal biopsies 63 - 16 » Chronic lesions: 21.7 - 6.2
etal' » (D early:36.4
» (D healthy mucosa: 22.2

Colonic biopsies 27 8 102 3.7 0 19

Baumgart et al'® USA lleal biopsies 21 - 7 » ICD385 = 143
(13 ICD, 8 CCD) » CCD375

Martinez-Medina et a/"' Spain lleal biopsies 1 - 17 54.5 - 17.6

Colonic biopsies 16 - 19 50 - 15.8
Raso et al”® Italy Colonic and 8 6 4 62.5 0 0

ileocolonic

anastomosis biopsies
Dogan et al'® USA lleal biopsies 32 - 28 25 B 19
Paediatric population >
Negroni et al™ Italy lleal and colonic 17 10 23 6 10 0

biopsies
Conte et a”® Italy lleal biopsies 4 - 4 75 - 50
CCD, colonic Crohn's disease; CD, Crohn's disease: 1CD, ileal Crohn's disease. v

Palmela et al., Gut, 2018



iation AIEC et maladie de Crohn — méta-analyse

Study OR 95% CI

Lee et al. 2019 Koreca

Curova et al. 2009 Slovakia

O’Brien et al. 2016 Australia

Quera et al. 2013 Chile
Darleuille-Michaud et al. 2004 France

2.10 ]0.36: 12.40]|
3.90 ]0.64: 23.60|
1.60 ]0.20; 12.69]
4.57 [0.35; 59.11]
1.94 [0.09; 40.74]
7.42 [0.28; 198.83]

Negroni et al. 2012 Tialy
Elliott et al. 2013 France
Raso et al. 2011 Ttaly

Random effects model e 2.82 [111: 7.14]
Heterogeneity: * = 0%, t° = 0.0512, p=0.96 I I l T | |

0.01 0.1 051 2 10 200
Odd Ratio (95% Confidence Interval)

Nadalian B, J Gastroenterol Hepatol. 2021




et maladie de Crohn dans le monde ??

1st case
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PACIfIC: Prevalence, characteristics and genetics of adherent-
invasive Escherichia coli in Crohn’s disease patients:
comparative study between France and Hong-Kong

Prévalence des AIEC

France (24.5%, 25/102) et Hong-Kong (30.0%, 18/60)
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et maladie de Crohn dans le monde ??

Tree scale: 0.01

Phylotype
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PACIfIC: Prevalence, characteristics and genetics of adherent-
invasive Escherichia coli in Crohn’s disease patients:
comparative study between France and Hong-Kong

Prévalence des AIEC

France (24.5%, 25/102) et Hong-Kong (30.0%, 18/60)

invasion of AIEC
in 1-407 cells (CFU/mL)
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AIEC et maladie de Crohn

Parmi les anomalies du microbiote, le role des Escherichia coli adherents et
invasives (AIEC) est fortement suspecté dans la maladie de Crohn'-?

Plusieurs groupes indépendants ont confirmé I’'association entre AIEC et maladie
de Crohn?

Mais mécanisme par lequel les AIEC contribuent au développement de la
maladie de Crohn reste encore mal compris.....

1 Darfeuille-Michaud et al, Gastroenterology 1998
2 Darfeuille-Michaud et al, Gastroenterology 2004
3 Nadalian B, et al, J Gastroenterol Hepatol 2021
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/ Objectif : \

Mieux comprendre le role des bactéries (microbiote et/ou AIEC)
dans les phases précoces de la maladie
a partir d’une large cohorte prospective de patients ayant eu
une résection iléo-caecale pour MC
K (modele de la récidive post-opératoire). /
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a de I'étude

Résection iléo-colique Endoscopie

Traitement préventif de la RPO
Selon un algorithme pré-défini*
Basé sur la presence de facteurs de risques

| | |

MO Mo6*

F Y
h

Recherche d’AIEC (méthode phénotypique)

Prelevements
sur piéce opératoire

Biopsies de |'ileon

Analyse du microbiote associé a la muqueuse ¢ 0
néo-terminal

(séquencage 16S avec NGS)

*M6 : 6 mois apres chirurgie ou rétablissement de continuité

Auzolle C et al, Aliment Pharmacol Ther 2018



Mlcroblote intestinal bactérien a M0 comme prédict

ive endoscopique postopératoire
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Sokol et al., Gut 2021



sur le role des bactéries AIEC : diagramme de flux de I'étude

CD patients with ileocolonic resection
enrolled in the POP-Remind cohort
N=228

No endoscopy at 6 months
n=2

h

CD patients with colonoscopy at 6
months
n=226

No sample for AIEC detection from the
> surgical specimen
n=45

CD patients with screening for AIEC
within the surgical specimen
n=181

No sample for
microbiota analyses |«

)

No hiopsy for AIEC detection during the

n =46 > colonoscopy at 6 months
n=62
! CD patients with mucosal samples i CD patients with biopsies for AIEC
; for microbiota analyses : detection at the time of colonoscopy
: n=135 ! n=119

Antibiotics use
within one month
before surgery
n=48
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CD patients with mucosal samples
for microbiota analyses
without antibiotics

CD patients with biopsies
from the neo-terminal ileum
for microbiota analyses
n=109

Buisson et al., Gut 2022
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‘ Population de I'étude

/ V

Age au moment de la chirurgie (moyenne +sd) 34,2+12,4 ans 34,1+12,7 ans : Traitements apres chirurgie
Durée d’évolution de la MC (médiane, IQR) 5,0[1,0-12,0]ans 5,0[1,0-11,0] ans . Aucun traitement (n, %)

Genre féminin (n, %)
Tabagisme actif (n, %)
Classification de Montréal
Localisation

L1 (n, %)

L2 (n, %)

L3 (n, %)

L4 (n, %)

Lésions ano-périnéales (n, %)
Phénotype

B1(n, %)

B2 (n, %)

B3 (n, %)
ATCD resection intestinale (n, %)
Antibiotiques dans les 4 semaines avant
chirurgie

93 (51,4%)
58 (32,0%)

111 (61,3%)
1 (0,5%)
69 (38,1%)
2 (1,1%)

40 (22,1%)

31(17,1%)
86 (47,5%)
64 (35,4%)
35 (19,3%)
61 (33,7%)

60 (50,4%)
43 (36,1%)

70 (58,8%)
1(0,8%)
47 (39,5%)
1(0,8%)

28 (23,5%)

22 (18,5%)
59 (49,6%)
38 (31,9%)
25 (21,0%)
40 (33,6%)

Thiopurines (n, %)

84 (46,4%)
44 (24,3%)

50 (42,0%)
27 (22,7%)

Anti-TNF (n, %)

44 (24,3%)

33 (27,7%)

Infliximab (n, %) 10 (5,5%) 6 (5,5%)

Adalimumab (n, %) 33 (18,2%) 26 (21,8%)

Golimumab (n, %) 1(0,5%) 1(0,8%)
Anti-TNF + thiopurines (n, %) 7 (3,9%) 4 (3,4%)
Vedolizumab (n, %) 1(0,5%) 1(0,8%)
Ustekinumab (n, %) 2(1,1%) 2(1.7%)

Indice de Rutgeerts a 6 mois

57 (31,5%)
39 (21,5%)
18 (9,9%)
29 (16,0%)
18 (9,9%)
20 (11,0%)

35 (29,4%)
24 (20,2%)
13 (10,9%)
21 (17,7%)
13 (10,9%)
13 (10,9%)

Indication de la chirurgie
Echec traitement médical(n, %)
Sténose (n, %)
Fistule/abcés (n, %)

27 (14,9%)
115 (63,5%)
71 (39,2%)

17 (14,3%)
79 (66,4%)
44 (37,0%)

Buisson et al., Gut 2022




La colonisation iléale par st associée T —
/ Y 4 >
aux phases précoces de la maladie

Pas de différence concernant la
colonisation par les entérobactéries:
42,5% (77/181) & MO

100% Et 47,0% (56/119) a M6
90%
R 80%
5 70%
< __
§ 60% p <0.001
50%
§ 30.3%
@ 40%
8 30% 14.9%
'
a 20%
10% 27/181 36/119
0% Piece opératoire lléon néo-terminal
(MO) (M6)

*Confirmé par analyses de sensibilité prenant en compte l'utilisation pré- ou péri-opératoire d’antibiotiques
Buisson et al., Gut 2022



La colonisation iléale p st associée

phases précoces de la maladie

GASTROENTEROLOGY 2004;127:412-421
Darfeuille-Michaud et al., Gastroenterology 2004

High Prevalence of Adherent-Invasive Escherichia coli
Associated With lleal Mucosa in Crohn’s Disease

ARLETTE DARFEUILLE-MICHAUD,* JEROME BOUDEAU,* PHILIPPE BULOIS,* CHRISTEL NEUT,S
ANNE-LISE GLASSER,* NICOLAS BARNICH,* MARIE-AGNES BRINGER,* ALEXANDER SWIDSINSKI,T
LAURENT BEAUGERIE," and JEAN-FREDERIC COLOMBEL"

*Pathogénie Bactérienne Intestinale, Laboratoire de Bactériologie, Université d'Auvergne, Clermont-Ferrand, France; *Laboratoire de
Recherche sur les Maladies Inflammatoires de I'lntestin, INSERM EPI 0114, Centre Hospitalier Universitaire, Lille, France; SLaboratoire de
Bactériologie, Faculté de Pharmacie, Lille, France; YGastroenterologie, Innere Klinik, Charite Humboldt Universitat, Berlin, Germany; 'Service
de Gastroentérologie et Nutrition, Hopital Saint-Antoine, Paris, France

Table 3. Prevalence of Invasive E. coli Strains Associated With the lleal and Colonic Mucosa of Patients With CD and of
Controls

No. of subjects (%) positive

Total no.
Origin of the strains of subjects Invasive E. coli® ﬂEC\ P value®

lleal specimens of

CD patients with chronic lesion 23 7 (30.4) 5(21.7) 0.196
CD patients with early lesion 22 8 (36.4) 8 (36.4) 0.0349
CD patients with healthy mucosa 18 4 (22.2) 4 (22.2) 0.206
Controls 16 1(6.2) 1(6.2)
Colonic specimens of
CD patients 27 1(3.7) 1(3.7) 0.508
UC patients 8 1(12.5) 0(0) 0.859
Controls 102 4 (3.9) 2(1.9)

2E. coli strain was defined as invasive when a mean percentage superior or equal to 0.1% of the original inoculum was recovered after 1 hour
of gentamicin treatment.

PAIEC were defined as described in the Materials and Methods section.

“Statistical analysis of the prevalence of AIEC in ileal or colonic specimens of CD patients and in controls.

dSignificant higher prevalence of AIEC in early ileal lesions of CD patients compared with controls.




La colonisa t associée
récidive post-opératoire iléale de la MC

(N = 119 patients ]

i0 100,0%
aRR =1.530.23-10.29); p=0.65
90,0%

— aRR = 3.45[1.06-11.30); p =0.040

X 80,0% ?

e
; &)
i W  70,0% aRR=2.35[0.51-10.73);p=0.27

<

v 60,0%

% aRR = 3.49[1.01-12.04]; p =0.048

Y 500% 41.6%
i 5 38.2%

- 40,0%

I res 30.8%

>

‘O 30,0%

Q. 17.1%
A 20,0%
i3

10,0%
6/35 0/2 3/3 3/13
0,0% =
Aucune lésion Lésions iléales I?;siltz:s Lésions iléales Lésions sévéres
i4 (i0) précoces A (i2b+i3) lesions (i4)
(i1) I'anastomose
(i2a)

*Analyses multivariées ajustées sur le genre, I’ATCD de resection intestinale et le tabagisme actif, réalisées en comparaison a I'absence de Iésion (i0) Buisson et al., Gut 2022



ion de la piece opératoire par les AIEC esLassotfee/é

récidive post-opératoire de la MC a M6

La colonis
I

[ N = 181 patients ]

Multivariable analyses i2b-endoscopic POR Severe endoscopic POR (2 i3)
AIEC sur la piece opératoire 2.54 [1.01-6.44] 3.36 [1.25-9.06]
Genre fémininin 0.54[0.28-1.07] 1.13 [0.51-2.48]
Tabagisme actif 2.60 [1.29-5.24] 2.75[1.20-6.31]
Durée d’évolution de la MC < 10 ans 1.19 [0.33-4.27] 0.31 [0.07-1.41]
Antibiotics Antibiothérapie au moment de la chirurgie 2.98 [0.58-15.31] 1.61 [0.26-9.71]
Infliximab en prevention de la RPO endoscopique 0.57 [0.12-2.64] 0.92 [0.18-4.72]
Adalimumab en prevention de la RPO endoscopique 0.54 [0.21-1.34] 0.60 [0.21-1.71]
ATCD resection intestinale 3.60 [1.24-10.42] 4.46 [1.40-14.17]
Chirurgie pour MC réfractaire aux traitements médicaux 2.17 [0.68-6.99] 1.85 [0.68-5.04]

Granulome 0.74 [0.32-1.72] 0.65 [0.26-1.65]

Buisson et al., Gut 2022



acteur de risque de RPO endoscopique

[ N = 119 patients }

AIEC détectées a MO ou M6: 43,7% (52/119)

100,0%
90,0% p =0.048

80,0% 71,2%

70,0%
p = 0.048

60,0%  50,7%

50,0%
40,0% 32,8%
30,0%

20,0%

Taux de RPO endoscopique (%)

10,0%

0,0%
No AIEC AIEC+ No AIEC AIEC+

RPO endoscopique iléale RPO endoscopique 2 i2

AIEC détectées a MO et M6: 5,0% (6/119)

p=0.013

14,9%

No AIEC AIEC+

RPO endoscopique sévere

2i3

Buisson et al., Gut 2022
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Aucun facteur clinique ou génétique n’est associé au portage d’AIEC

Pas d’association entre presence d’AIEC a MO et/ou M6 et:
Parametres cliniques
Parametres génétiques
polymorphismes NOD2 (snp8, snp12 and snp13), ATG16L1 and IRGM

Données transcriptomiques:

Expression des genes SOX 9 (cellules souches), MUC2 (cellules caliciformess), EPCAM
(epithelium) et des biomarqueurs des cellules de Paneth LYS (lysozyme) and REG3A
(défensine)

Buisson et al., Gut 2022



La coloni
u microbiote

-par le

Decrease in AIEC+ Increase in AIEC+
< >

f __Lachnospiraceae- g___Ruminococcus__gnavus_group —

o__Lachnospirales
g_Ruminococcus_gna\;us _B%;?I;Iig- g__Butyricimonas 4
g__Anaerostipes- g__1174_901_12-
g___Ruminococcus__torques_group- - T -
g__Flavonifractor- ) _
g__Sphingomonas- — 9Fzakiella
o__Micrococcales I i
__Sediminibacterium- N f_Eggerthellaceae |
g__Lachnospiraceae_UCG_010+ Y T T .
g_ Clostridia_UCG_014- = ° ! 2 : ¢
g__Actinomyces LDA score
f_Actinomycetaceae- |

Gemella [ Firmicutes

o__Staphylococcales
[] Bacteroidetes

g__UCG_002-
o__Erysipelotrichales
f__Erysipelotrichaceae- . .
g Bifidobacterium+ [__] Actinobacteria

f__Bifidobacteriaceae [ ] Proteobacteria

c_Bacilli{___ s

Increase in AIEC+
—

LDA score

MO sans antibiotiques (n=87) et M6 M6
(n=109) (n=109)

Buisson et al., Gut 2022



Existe-t-il un lien entre la colonisation par les AIEC eW
‘ 'acétylation des histones chez les patients atteints de la MC ?

SUTEEry S Enterobacteria screening =
quantification B0 " 21108
| B . R2=0.6224
) Inflamed mucosa /\:_ @ = = *p =0.0093
—
n=181 patients : a
( P ) z / \ g 60- 1w 8 1x10% :
Mucosa associated E. AIEC + o ‘e E
S coli (MAEC) o = 2
@ 3 2] !
% 40-% - = bx10%
o " & L - e
IHC H3 Acetyl S O =
3:"? .-J"'H s @
A lleal mucosa — IHC acetylated H3 o .
P 01 eeipe -p .
rak % 20 40 60 80
.q,ra{} ‘29{29 it
ST % H3ac positive cells
,(00

Enterobacteria -

- Les patients atteints de la MC AIEC+ présentent une hyperacétylation de H3 dans
les cellules épithéliales intestinales.
- L'acétylation de H3 est en corrélation positive avec la charge en entérobactéries

associée a leur iléon.
L'hyperacétylation de H3 favorise-t-elle la colonisation par les AIEC ? Réle des

HDAC?

AlEC +

Chervy et al., Gut Microbes 2022




Conclusion

- Les AIEC sont associés aux stades précoces des lesions iléales de MC

- La colonisation a MO et/ou M6 par les AIEC est associée a une augmentation du
risque de RPO endoscopique a 6 mois

- La colonisation de la piece opératoire est un facteur de risque de RPO
endoscopique

- La colonisation iléale par les AIEC est associée a une signature spécifique du
microbiote (Ruminococcus gnavus+++) et a une modification de marques
épigénétiques

Nos données renforcent les initiatives en cours concernant les essais cliniques
ciblant les AIEC pour traiter la MC.

Buisson et al., Gut 2022
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AIEC : pathobionte a cibler ?
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3 et 4 novembre 2023
25 ans des AIEC, New York

1998

Presence of Adherent Escherichia coli Strains in lleal Mucosa

of Patients With Crohn's Disease

" ARLETTE DARFEUILLE-MICHAUD, * CHRISTEL NEUT,* NICOLAS BARNICH,* EMMANUEL LEDERMAN,S
PATRICK DI MARTINO, * PIERRE DESREUMAUX,S LUC GAMBIEZ,! BERNARD JOLY,* ANTOINE CORTOT,S
and JEAN-FREDERIC COLOMBELS

*Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Pharmacie, Clermont-Ferrand; ‘Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Pharmacie, Lille; *Laboratoire
de Recherche sur les Maladies Inflammatoires de I'Intestin, Centre Hospitaller Universitaire, Lille; and !Service de Chirurgie Adulte Ouest,
Hopital Hurlez, Centre Hospitalier Universitaire Lille, France

GASTROENTEROLOGY 1998;115:1405-1413

Adherent Invasive Escherichia

Adherent Invasive E. coli (AIEC):
Past, Present and Future
New York City, November 3™ and 4™ 2023

Friday, November 3. 9am-Spm
Welcome
hat are AIEC?
e AIEC: the beginning (15min)
e AIEC where are we now?
o Phylogeny, clonality, E. coli pangenome (20min)
o Adhesion and invasion of epithelial cells (20min)
Posters / break 10-11 am
o Survival and replication in macrophages (20min)
o Re-defining AIEC for the future: panel discussion/working group consensus (30 min)
Lunch noon-1pm
Session 2 : AIEC in IBD: epidemiol risk factors,_natural hi f AIEC in rogression ancer
o Who does AIEC Colonize?: Epidemiology- including IBD phenotype and genotype and
sample type (mucosa vs stool etc) (30mins?)
o Clinical implications of AIEC: disease / severity/ outcome/recurrence (30 mins)
o Cancer: ?UC to CRC / other : ?patient and AIEC factors-e.g. AIEC cylcomodulins - (30
mins?)
Posters / break 2.30pm-3.30pm
© When do AIEC colonize and where do they live ? neonatal and paediatric (30 mins)
o Impact of the luminal environment on AIEC colonization and growth: microbiome and
metabolome /hypoxia (30 mins)
o Diet and AIEC colonization proliferation (30 mins)
25" Anniversary Dinner :7pm
Saturday, November 4th. 8.30-noon
Session 4: How do AIEC induce intestinal inflammation? ( in vivo/ex-vivo, AIEC: host)?
o Mucosal interactions: epithelium, Peyer’s patches, dendritic cells (adhesion, Invasion,
TLR/NFkB,AP-1) (30 mins)
o Exploiting CD defects to persist in macrophages / granulomas :
autophagy/killing/ERstress/ mitochondrial stress (30 mins)
o Linking AIEC metabolism to immunity (symbiosis and disease) (30 mins)
Posters / break 10-10.50
o Bacteriophage (20min)
o Blocking epithelial adhesion and invasion (20 min)
o Small molecules vs. AIEC growth and metabolism (20 min)
o Reducing active inflammation: anti-TNF, diet / ? Transfaunation (20 mins)
Farewell reception 12.30-1.30
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