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I. Les stéatopathies métaboliques : aspects cliniques 

Les stéatopathies métaboliques (St. Met) ou hépatopathies métaboliques, également appelées 

Non Alcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD), sont la manifestation au niveau hépatique du 

syndrome métabolique [1] et d’une insulino-résistance (IR) [2]. La première description de 

cette entité clinique a été effectuée par Ludwig et al. en 1980 [3]. 

A. Définition 

Les St. Met regroupent un spectre histologique dont le dénominateur commun est la présence 

d’une stéatose, en l’absence de consommation excessive d’alcool (< 20 g/j pour la femme et < 

30 g/j pour l’homme) et de toute autre cause de stéatose (virus de l’hépatite C, maladie de 

Wilson, malnutrition, médicaments, toxiques, abetalipoproteinémie, etc…) [4, 5]. 

Le spectre histologique comporte (Figure 1) : 

- la stéatose pure (Non Alcoholic Fatty Liver, NAFL) définie par une accumulation de 

lipides dans plus de 5% des hépatocytes, 

- la stéato-hépatite (Non Alcoholic Steato-Hepatitis, NASH) qui associe à la stéatose, 

une inflammation lobulaire et des lésions hépatocytaires, avec des degrés variables de 

sévérité de la fibrose,  

- la cirrhose. 

Classiquement, on décrit que la stéato-hépatite expose au risque de fibrose hépatique, de 

cirrhose et de carcinome hépato-cellulaire (CHC) [6-8]. 

 

Figure 1 : Schéma du spectre histologique de la St. Met. D’après [9]. 
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B. Physiopathologie 

La physiopathologie est complexe, impliquant de multiples mécanismes, dont la chronologie 

est encore imparfaitement comprise [10]. L’accumulation intra-hépatique de triglycérides 

provient d’une part de l’estérification d’acides gras libres augmentés en condition 

d’hyperglycémie et d’hyperinsulinémie, et d’autre part d’une diminution de leur exportation 

par les lipoprotéines VLDL (« Very Low Density Lipoprotein ») (Figure 2). Les acides gras 

libres proviennent (Figure 2) : 

- d’une augmentation de la lipogenèse de novo intra-hépatique  

- d’une diminution de la β-oxydation mitochondriale  

- d’une augmentation de la lipolyse du tissu adipeux périphérique (par diminution de l’effet 

anti-lipolytique de l’insuline)  

- et enfin d’un excès de graisses notamment d’acides gras saturés apportés par l’alimentation 

et affluant depuis l’intestin dans les chylomicrons. 

 

 

Figure 2 : Schéma illustrant les mécanismes conduisant au développement d’une 

stéatose. D’après [11]. Abréviations : CM : chylomicrons ; FA : acides gras ; NEFA : acides 

gras libres non estérifiés ; TG : triglycérides ; VLDL : « Very Low Density Lipoprotein ».  
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La souffrance hépatocytaire (ballonisation) et les lésions fibro-inflammatoires hépatiques sont 

liées d’une part à l’IR qui stimule les mécanismes de stress oxydatif et de lipotoxicité 

(peroxydation lipidique) [11-16], et d’autre part à la libération de cytokines pro-

inflammatoires par le tissu adipeux périphérique. 

Enfin, il a été mis en évidence récemment le rôle du microbiote intestinal (MI) dans la 

pathogenèse de la St. Met [17, 18] que nous détaillerons plus loin. 

C. Epidémiologie 

La St. Met devient une des causes les plus fréquentes d’hépatopathie chronique dans les pays 

occidentaux [19]. L’augmentation de son incidence suit parallèlement celle du diabète, de 

l’obésité et du syndrome métabolique [20]. Dans la population générale adulte, la prévalence 

globale de la de la St. Met tous stades confondus est estimée à 25%, allant de 24% en Europe 

et en Amérique du Nord, 27% en Asie, 30% en Amérique du Sud et jusqu’à 32% au Moyen-

Orient [19] (Figure 3).  

 

 

Figure 3 : Prévalence de la St. Met dans le monde. D’après [19]. 

 
La prévalence est plus forte dans certaines populations à risque, notamment en cas d’obésité 

morbide (90%) [21], de DT2 (70%) [22] ou de dyslipidémie (60%) [3]. Des disparités 

ethniques ont aussi été identifiées, avec une prévalence plus élevée et une maladie plus sévère 
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chez les populations hispaniques ou asiatiques [23] par rapport aux caucasiens ou aux afro-

américains [24-26]. 

La prévalence de la stéato-hépatite est plus faible que celle de la stéatose, estimée entre 3 et 

5% dans la population générale, mais s’élève entre 22 et 35% dans les populations présentant 

un syndrome métabolique, un diabète ou une obésité [27, 28]. Elle atteint 12% dans la 

population générale adulte aux Etats-Unis [25]. La stéato-hépatite serait la première cause de 

fibrose sévère en France [29], la troisième cause de cancer du foie [30] et la seconde 

indication de transplantation hépatique pour cirrhose ou pour cancer du foie aux Etats-Unis 

[31]. 

L’incidence de la St. Met a été peu étudiée et semble dépendre de la population observée : 29 

cas pour 100 000 personnes-année en Angleterre [32], et jusqu’à 86 cas pour 1000 personnes-

année au Japon [33]. L’incidence du CHC dans la St. Met était évaluée en 2015 à 0,44 pour 

1000 personnes-années, mais augmente à 5,29 pour 1000 personnes-années en cas de stéato-

hépatite [19] et à 2,6% par an en cas de cirrhose [34]. 

D. Facteurs de risque 

La St. Met est associée à la présence d’au moins un facteur de risque métabolique parmi : 

l’obésité abdominale, l’IR ou le DT2, et la dyslipidémie [35-40]. Le syndrome métabolique 

est défini selon la Fédération Internationale du Diabète par une obésité abdominale (définie en 

Europe par un tour de taille ≥ 94 cm pour l’homme et ≥ 80 cm pour la femme) et au moins 

deux des critères suivants : triglycérides  1,50 g/l ou dyslipidémie traitée, HDL-C < 0,40 g/l 

pour l’homme et < 0,50 g/l pour la femme ou dyslipidémie traitée, PAS  130 mmHg ou PAD 

 85 mmHg ou hypertension artérielle traitée, glycémie veineuse à jeun  1 g/l ou DT2 traité. 

La présence du syndrome métabolique n’est pas requise pour définir la St. Met.  

Bien que la majorité des patients atteints de St. Met présentent un surpoids ou une obésité, la 

présence d’une St. Met a été décrite chez des patients avec un IMC normal. La prévalence de 

la « lean NAFLD » est estimée entre 10 et 30% dans le monde [41]. Les facteurs de risque 

associés sont l’adiposité viscérale, le régime alimentaire riche en fructose et cholestérol, l’IR 

et l’intolérance au glucose [41, 42]. 

En raison du rôle protecteur des œstrogènes dans la survenue des maladies métaboliques, la 

prévalence de la St. Met est plus élevée et le stade de fibrose plus sévère chez les hommes de 

plus de 50 ans et les femmes ménopausées que chez les femmes pré-ménopausées [24, 25, 43-

50]. 
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De plus, il existe un polymorphisme génétique qui pourrait expliquer les différences de 

susceptibilité à développer une St. Met, tel que le gène Palatin-like phospholipase domain-

containing 3 (PNPLA3), fortement associé à l’accumulation de lipides et à l’inflammation 

hépatique en particulier dans la population hispanique et chez les « lean NAFLD » [41, 51, 

52], ou encore le gène Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase impliqué dans la 

sécrétion des triglycérides hépatiques, en particulier dans la population asiatique [53], et enfin 

le gène de l’Adiponectine [54]. Certains gènes tel que le variant TM6SF2 (Transmembrane 6 

superfamily member 2) rs58542926 du chromosome 19 sont aussi associés à une fibrose plus 

avancée [55]. 

Enfin, un certain nombre de pathologies sont également fortement associées à la présence 

d’une St. Met telles que l’hypothyroïdie, l’hypopituitarisme, l’hypogonadisme, le syndrome 

d’apnées du sommeil, le psoriasis et le syndrome des ovaires polykystiques (indépendamment 

de l’obésité, en raison d’un rôle délétère des androgènes) [56, 57]. 

E. Histoire naturelle 

Différentes étapes ont été décrites dans l’histoire naturelle de la St. Met, correspondants au 

spectre d’entités histologiques (Figure 4): 

- la stéatose pure 

- la stéato-hépatite avec ou sans fibrose 

- la cirrhose. 

 

 

Figure 4 : Schéma de progression de la St. Met. D’après [9]. 

 
Classiquement considérée comme bénigne car potentiellement réversible [58], la stéatose pure 

peut pourtant évoluer dans 45% des cas vers une stéato-hépatite [59] et justifie donc une 

surveillance. En effet, le risque d’évolution vers la cirrhose et les complications hépatiques est 
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certes faible mais non négligeable, puisque près de 6% des patients avec une stéatose pure 

meurent de maladie hépatique après un suivi de 8 à 20 ans [60].  

Les études qui ont réalisé des biopsies répétées au cours du temps ont montré qu’au stade de 

stéato-hépatite, environ 40% des patients connaissent une progression de leur fibrose [19, 61], 

20% une régression, et 40% une stabilisation [62, 63].  

Les temps de progression de la stéatose et de la stéato-hépatite vers la cirrhose sont estimés 

respectivement à 57 et 28 ans [62]. Cependant, deux études récentes ont suggéré que la 

stéatose pure pouvait progresser rapidement, ¼ des patients développant une fibrose sévère en 

3 et 6 ans [59, 63]. 

La présence de lésions inflammatoires ou d’une fibrose, même légère sur la première biopsie 

est le meilleur facteur prédictif de progression vers la cirrhose [64, 65]. Les facteurs de risque 

cliniques de progression de la fibrose sont principalement l’aggravation des paramètres du 

syndrome métabolique [65], en particulier de l’obésité, de l’IR ou du DT2 [66], 

l’hypertension artérielle [62] et l’âge supérieur à 45-50 ans [64, 67, 68]. 

Chez les patients « lean NAFLD », la maladie hépatique semble moins sévère et le pronostic 

meilleur par rapport aux patients obèses [69]. 

Parmi les facteurs environnementaux, tandis que le tabagisme est un facteur de risque de 

fibrose dans la St. Met, [70, 71], une consommation d’alcool modérée serait à l’inverse 

associée à une atteinte histologique moins sévère par rapport à une absence totale de 

consommation d’alcool [72-75] mais ces données doivent être confirmées. En effet, une étude 

récente a montré qu’une faible consommation d’alcool dans la St. Met augmenterait le risque 

d’intolérance au glucose [76].  

Par ailleurs, il a été suggéré un effet bénéfique du café en réduisant l’inflammation de la 

stéato-hépatite et en prévenant le risque de CHC [77].  

Sur le plan biologique, une hyperferritinémie > 1,5N [78] et l’hyperuricémie [79] seraient 

associées à un risque de fibrose plus avancée. 

F. Pronostic 

Contrairement aux autres hépatopathies, le pronostic des St. Met est principalement lié aux 

complications cardio-vasculaires et aux cancers (respectivement 40% et 30% des causes de 

mortalité), les complications de la cirrhose n’étant que la 3ème cause de mortalité (10%) [61, 

80].  
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Younossi et al. évalue l’incidence de mortalité par cause hépatique dans la stéatose et dans la 

stéato-hépatite à respectivement 0,77/1000 personne-année et 15,44/1000 personne-année, et 

l’incidence de mortalité globale à respectivement 11,77/1000 personne-année et 25,56/1000 

personne-année [19]. 

Une méta-analyse parue en 2017 montre une augmentation de la mortalité globale dès le stade 

de fibrose légère (F1) [81], et de la mortalité d’origine hépatique dès le stade de fibrose 

modérée (F2), le risque augmentant avec le degré de fibrose [81]. Il est important de souligner 

que seule la présence d’une fibrose et non la stéato-hépatite, diminue la survie sans 

transplantation hépatique [82] (Figure 5 et 6).  

 

Figure 5 : Survie sans transplantation hépatique en fonction du stade de fibrose. D’après 

[82]. 

 

Figure 6 : Survie sans transplantation hépatique en fonction de la présence ou non d’une 

stéato-hépatite et / ou d’une fibrose. D’après [82]. 
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1) Complications hépatiques 

Les complications hépatiques sont celles liées aux décompensations de la cirrhose et au CHC. 

Près de 10 à 15% des patients sont au stade de cirrhose au moment du diagnostic, et un tiers 

sont décompensés [83]. L’insuffisance hépatique apparaît chez 38 à 45% des patients 

cirrhotiques après 7 à 10 ans [84].  

Dans la St. Met, près de 13% des patients qui développent un CHC n’ont pas de cirrhose 

sous-jacente [85], probablement car le diabète et l’obésité sont des facteurs de risque 

indépendants de développement du CHC [86-89]. Les autres facteurs de risque de CHC sont 

résumés sur la Figure 7 (mutations génétiques, dysbiose, lipotoxicité…). Le CHC sur St. Met 

est associé à un moins bon pronostic que le CHC sur hépatite virale (survie plus courte de 5 

mois, mortalité à 1 an de 61% vs 50%, décès dans la majorité des cas secondaires aux 

complications du CHC) [90]. Par rapport aux patients avec CHC survenant sur d’autres causes 

d’hépatopathies, les patients avec un CHC sur St. Met sont plus âgés au moment du 

diagnostic, présentent une prévalence de cirrhose sous-jacente plus faible (seulement 2/3 des 

patients) et ont plus de comorbidités extra-hépatiques [85, 91, 92]. Le CHC est également 

diagnostiqué à un stade plus avancé, probablement en raison d’une absence de dépistage avant 

le stade de cirrhose [93]. Ils reçoivent également moins de traitement curatif, probablement du 

fait de leurs comorbidités [93]. Ainsi, la St. Met devient la deuxième cause de transplantation 

hépatique pour CHC aux Etats-Unis en 2012 [31, 94, 95].  

Par ailleurs, des études épidémiologiques ont montré que le syndrome métabolique pouvait 

être également un facteur de risque de cholangiocarcinome intrahépatique [96, 97]. 
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Figure 7 : Facteurs de risque de CHC dans la St. Met. D’après [98]. Abréviations : EMT : 

Transition épithéliale à mésenchymateuse ; FFA : acides gras libres ; HCC : Carcinome 

hépatocellulaire ; IGF : Insulin-like growth factor ; LPS : Lipopolysaccharide ; NAFLD : 

Non-alcoholic fatty liver disease ; NASH : Non-alcoholic steatohepatitis ; PNPLA3 : Palatin-

like phospholipase domain-containing 3 ; TM6SF2 : Transmembrane 6 superfamily member 

2. 

2) Complications extra-hépatiques 

Bien que l’IR puisse être une des causes de survenue de la stéatose, le développement d’une 

stéatose peut précéder et participer au développement d’une IR hépatique et systémique. En 

effet, la stéatose peut induire une dérégulation du métabolisme des acides gras et une 

diminution de la clairance de l’insuline [99, 100]. En outre, la présence d’une stéatose est 

toujours un facteur d’aggravation et de déséquilibre d’une IR ou d’un DT2 préexistant [11, 

101, 102]. La St. Met est aussi un facteur prédictif de développement du syndrome 

métabolique  [100, 103]. 

De plus, la St. Met augmente le risque cardio-vasculaire et favorise l’athérosclérose 

carotidienne précoce [104]. En effet, la stéato-hépatite favorise le relargage de cytokines pro-

inflammatoires aggravant l’athérosclérose, entraine un état d’hypercoagulabilité sanguine, une 

augmentation du LDL-cholestérol et une diminution du HDL-cholestérol. Les patients atteints 

d’une stéato-hépatite présentent également une dysfonction endothéliale [105], et une 
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altération de la fonction diastolique et de la morphologie cardiaque plus importante par 

rapport aux patients présentant une stéatose pure. L’altération de la fonction diastolique et de 

la morphologie cardiaque, de même que l’épaisseur de la graisse épicardique sont associées à 

un stade de fibrose plus sévère [106]. 

Enfin, la St. Met est un facteur de risque de cancers extra-hépatiques notamment de cancer 

colorectal [107, 108]. La prévalence des adénomes et des néoplasies colorectales est 

augmentée dans la St. Met par rapport à la population générale (respectivement 35% et 19% 

versus 21% et 5%), principalement chez les patients au stade de stéato-hépatite, et 

prédominent dans le colon droit [108]. Le risque de cancers du pancréas, de l’estomac, du rein 

et de mélanome est également plus important dans la St. Met [109, 110]. D’autres cancers 

(œsophage, sein, prostate) ont été associés à l’obésité ou au syndrome métabolique, mais le 

lien avec la St. Met n’a pas encore été démontré [111]. 

Enfin, les patients avec une St. Met ont un sur-risque de développer une néphropathie 

chronique et une rétinopathie diabétique [112]. 

 

II. Outils diagnostiques dans les stéatopathies métaboliques 

A. Diagnostic histologique 

La biopsie hépatique est l’outil diagnostique de référence de la St. Met [113]. Elle apporte une 

évaluation qualitative et semi-quantitative du degré de stéatose, de l’activité inflammatoire et 

de la fibrose. Elle permet ainsi de distinguer une stéatose pure d’une stéato-hépatite et de 

quantifier le degré de sévérité de la fibrose. 

La stéatose est définie par l’accumulation dans > 5% des hépatocytes de triglycérides formant 

de vacuoles intra-cytoplasmiques qui refoulent le noyau. La stéatose liée au syndrome 

métabolique est typiquement macro-vésiculaire et prédomine en centro-lobulaire. Une 

stéatose < 5% est physiologique. Les stéatoses d’origine secondaires sont à l’inverse 

préférentiellement micro-vésiculaires. 

La stéato-hépatite est définie par la présence en plus d’une stéatose, d’une ballonisation 

hépatocytaire avec ou sans corps de Mallory, et d’une inflammation lobulaire [114, 115]. Ces 

lésions sont identiques à celles liées à une intoxication chronique d’alcool ou à une toxicité du 

méthotrexate. D’autres lésions histologiques peuvent être présentes : mégamitochondries, 

noyaux glycogéniques, lipogranulomes, surcharge en fer périportale mais ne rentrent pas dans 
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les critères diagnostiques. En outre, la fibrose n’est pas non plus un critère diagnostique de 

stéato-hépatite. 

La classification du NASH-Clinical Research Network (NASH-CRN) Scoring System est la 

référence pour définir le degré de fibrose [7] (Figure 8). 

 

 
Figure 8 : NASH-Clinical Research Network (NASH-CRN) Scoring System (Score de 

fibrose). D’après [7]. 

 

La définition histologique classique de la stéato-hépatite repose sur un score américain, 

proposé en 2005 par Kleiner et al. appelé le score NAS (« NAFLD Activity Score») [116] 

(Figure 9). Ce score additionne les degrés de sévérité des lésions de stéatose et d’hépatite 

(inflammation lobulaire et ballonisation hépatocytaire). Le score NAS affirme la présence 

d’une stéato-hépatite s’il est ≥ 5, ou l’exclut s’il est ≤ 2, mais un score à 3 ou 4 conclut à une 

stéato-hépatite « borderline ».  

 

 
Figure 9 : Score NAS (« NAFLD Activity Score ») de Kleiner. D’après [116]. 

 

Actuellement ce score reste utilisé pour grader la sévérité de la stéato-hépatite mais vise à être 

remplacé par le score français proposé par Pierre Bedossa et al. en 2012 appelé score SAF 
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(Steatosis, Activity, Fibrosis) [117, 118] (Figure 10), plus précis car il distingue la stéatose de 

l’activité inflammatoire (hépatite): 

- le degré de sévérité de la stéatose: S0 : < 5%, S1 : 5-33%, S2 : 34-66%, S3 : > 67% 

- le degré d’activité : A0 : aucune, A1 : légère, A2 : modérée, A3 : sévère, A4 : très sévère à 

partir de la somme des degrés d’inflammation lobulaire (0 à 2) et de ballonisation (0 à 2) 

- la fibrose est quantifiée selon la classification NASH-CRN [7]. 

 
Figure 10 : Score SAF (Steatosis Activity Fibrosis). D’après [118]. 

 

A partir du score SAF, l’algorithme diagnostique FLIP a été proposé pour distinguer la 

stéatose pure de la stéato-hépatite (Figure 11). En résumé, le diagnostic de stéato-hépatite 

requiert la présence d’une stéatose (S1 minimum) associée à la présence à la fois 

d’inflammation (1 minimum) et de ballonisation (1 minimum) [117, 118]. 

 
Figure 11 : Algorithme de FLIP (détermination de la stéato-hépatite selon le score SAF).  

D’après [117, 118]. 
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Des coupes histologiques des différentes lésions de stéatose, stéato-hépatite et fibrose sont 

représentées sur la Figure 12. 

 

 
Figure 12 : Coupes histologiques représentatives des différentes lésions de stéatose, 
stéato-hépatite (ballonisation hépatocytaire et inflammation lobulaire) et fibrose (stade 1 
à 3) 
 

B. Diagnostic non invasif 

Outre le caractère invasif, il existe plusieurs limites à la biopsie hépatique telles que le risque 

d'erreur d’échantillonnage lié à l’hétérogénéité de la répartition des lésions, qui empêchent 

son utilisation pour du dépistage ou du suivi régulier de l’évolution de la maladie. Pour ces 

raisons, des méthodes diagnostiques non invasives ont été développées. Nous détaillerons 

plus loin les indications de la biopsie hépatique et la place des tests non invasifs. 
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L’objectif des tests non invasifs est de sélectionner les patients candidats à la biopsie 

hépatique voire de se substituer à la biopsie, actuel examen diagnostique de référence. 
 

1) Les marqueurs non invasifs de stéatose 

a) Techniques d’imagerie évaluant la stéatose 

L’IRM-PDFF (magnetic resonance imaging-proton density fat fraction) (Figure 13) et la 

spectroscopie par résonance magnétique (H-MRS) sont les deux techniques les plus précises 

pour diagnostiquer la présence de stéatose et la quantifier [119, 120]. Bien que leur utilisation 

en pratique clinique n’est pas encore envisageable en raison de leur coût et du manque de 

disponibilité, elles doivent néanmoins être utilisées comme référence pour les essais cliniques 

[119]. 

 

 
Figure 13 : Image d’évaluation et de quantification de la stéatose par IRM-

PDFF (magnetic resonance imaging-proton density fat fraction) 

 

L’échographie hépatique, qui a une sensibilité limitée (ne détecte la stéatose qu’à partir de 

20%), et qui ne permet pas de la quantifier [121, 122], doit cependant être réalisée en 

première intention en pratique clinique pour le diagnostic de stéatose en raison de sa 

disponibilité et de son faible coût par rapport à l’IRM. 

La tomodensitométrie abdominale permet aussi de faire le diagnostic et d’évaluer de façon 

semi-quantitative la stéatose [123] mais sa sensibilité est moindre que l’IRM et la variabilité 

inter et intra-observateur est importante. Elle ne doit donc pas être utilisée en pratique 

courante. 

Le CAP (controlled attenuation parameter) est un logiciel implémenté sur les appareils de 

FibroScan® qui mesure l’atténuation du signal ultrasonore émis par l’élastométrie 
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impulsionnelle (Figure 14). Il permet non seulement de détecter mais aussi de quantifier la 

stéatose (absence de stéatose (S0) si < 215 dB/m, stéatose légère entre 10 et 33% (S1) si 215 à 

252 db/m, stéatose modérée entre 33% et 66% (S2) si > 252db/m, stéatose sévère (S3) >66% 

si >296 dB/m) [124]. Ces seuils ne sont pas encore parfaitement validés et semblent varier 

selon les études et les populations étudiées [125-130]. Comme pour le FibroScan®, sa 

performance est altérée par l’IMC [126, 129] et l’utilisation d’une sonde XL doit être 

privilégiée chez les patients obèses [131]. Bien que moins précis que l’IRM pour distinguer 

les différents grades de stéatose [132], sa disponibilité et son faible coût pourrait lui donner 

une place dans la pratique clinique quotidienne. 

 
Figure 14 : Quantification de la stéatose par le CAP (controlled attenuation parameter) 

implémenté dans l’appareil de FibroScan® 

 

b) Biomarqueurs de stéatose  

Le fatty liver index (FLI), le SteatoTest® et le NAFLD liver fat score (NAFLD-LFS) sont les 

trois scores les plus utilisés dans les essais cliniques. D’autres ont été proposés : 

l’hepatic steatosis index (HSI), le visceral adiposity index (VAI), le lipid accumulation 

product (LAP) et le triglyceride × glucose (TyG) index. Tous correspondent à des formules 

qui combinent des paramètres cliniques et biologiques simples. Certains sont brevetés, 

d’autres gratuits. Ils permettent de diagnostiquer la présence d’une stéatose mais ne 

permettent pas de la quantifier [133]. Ils ne sont pas validés en pratique clinique [134] et leur 

intérêt serait principalement de dépister la présence d’une stéatose dans la population générale 

ou dans des essais à grande échelle en raison de leur faible coût et de leur disponibilité. 
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2) Les marqueurs non invasifs de stéato-hépatite 

Aucune technique d’imagerie ne permet de distinguer stéatose et stéato-hépatite. Des 

biomarqueurs ont été développés mais ne sont pas encore validés: 

- le NashTest® (sb 33%, sp 94%) [135], 

- la Cytokératine 18 fragments (CK-18) : marqueur de l’apoptose des hépatocytes et de 

l’inflammation (sb 88%, sp 89%) [136], 

- le rapport adiponectine/leptine sérique combiné au score HOMA [137]. 

La biopsie hépatique reste l’examen de référence pour le diagnostic de stéato-hépatite. 

3) Les marqueurs non invasifs de fibrose 

a) Biomarqueurs de fibrose 

Il existe des biomarqueurs (Tableau 1) (scores combinant des données biologiques et 

cliniques) brevetés et payants et d’autres disponibles gratuitement sur internet. Ces scores ont 

une forte valeur prédictive négative, permettant d’exclure une fibrose avancée (F3-F4), mais 

ont une valeur prédictive positive modérée pour la fibrose significative (F2-F4) [138].  

Parmi les biomarqueurs gratuits, certains sont spécifiques de la St. Met tels que : 

- Le NAFLD Fibrosis Score, le plus utilisé dans le monde, est aussi le plus validé et le 

meilleur biomarqueur prédictif de survie [139] (Figure 15). Un score < -1,455 est 

prédictif de l’absence de fibrose significative (F0-F2) et un score > 0,675 d’une 

fibrose avancée (F3-F4) [140]. Cependant, 25% des patients se situent en zone 

indéterminée. 

 
Figure 15 : Calcul sur internet du NAFLD Fibrosis Score. D’après http://nafldscore.com/. 

http://nafldscore.com/.
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- l’Hepascore [141], 

- le score BARD [142], 

- l’Enhanced Liver Fibrosis Panel [143], 

- d’autres, initialement développés pour les hépatopathies virales ont montré leur 

fiabilité dans la St. Met tels que le FIB-4 [144], l’APRI (aspartate 

aminotransferase/platelet ratio) [145] et le ratio ASAT/ALAT. 

Parmi les biomarqueurs brevetés, on citera le FibroTest® [146] lui aussi développé pour les 

hépatites virales, le FibroMètre NAFLD® [147], et le FibroMètre-V2G® [148] plus précis 

que les non brevetés mais dont le coût (environ 50 euros) est à la charge du patient. Enfin, le 

FibroGENE est un nouveau marqueur génétique de fibrose constitué d’algorithmes, évalué 

dans la NAFLD. Ses résultats sont prometteurs [149]. 

 

 

 

Tableau 1 : Biomarqueurs non invasifs de fibrose. Abréviations : AUROC : area under  

receiver operator curve ; ALT : Alanine aminotransférase ; AST : Aspartate aminotransférase 

; IMC : indice de masse corporelle ; Se : sensibilité ; Sp : spécificité ; VPN : valeur prédictive 

négative ; VPP : valeur prédictive positive. 
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b) Techniques d’imagerie évaluant la fibrose 

L’élastométrie impulsionelle mécanique (FibroScan®) évalue la quantité de fibrose en 

mesurant l’élasticité du foie par ultrasons (Figure 16). Cette technique mesure la vitesse de 

propagation dans le foie d’une onde de choc. La vitesse augmente avec la dureté du foie. Le 

résultat est exprimé en kPa. Elle a été évaluée dans plusieurs études chez les patients 

présentant une St. Met [150]. Une méta-analyse de Musso et al. retrouve chez les patients 

avec une fibrose avancée, une courbe AUROC à 0,94, une sensibilité à 0,94 et une spécificité 

à 0,95 [151]. Le FibroScan® a également une forte valeur prédictive négative. Il est facile 

d’utilisation, reproductible et disponible. Il doit être réalisé dans de bonnes conditions, chez 

un patient à jeun depuis 2h, dont la cytolyse est < 5N, en dehors d’une hépatite alcoolique 

aigue, de cholestase ou d’insuffisance cardiaque droite. En cas d’obésité, l’utilisation de la 

sonde XL est nécessaire pour diminuer le taux d’échec et optimiser la performance.   

Dans la St. Met, des cut-off ont été proposé : une élasticité hépatique  ≥ à 7,9 KPa, avec la 

sonde M, suggère une fibrose sévère [152] (7,2 KPa avec la sonde XL) [153].   

L’évaluation de la sévérité de la fibrose hépatique par FibroScan® doit prendre en compte la 

quantité de stéatose évaluée par le CAP. En effet, une valeur de CAP élevée (> 300 dB/m), 

traduisant une stéatose sévère, diminue de manière significative la performance du 

FibroScan® pour le diagnostic de fibrose sévère F3-F4 par surestimation de la fibrose [154].  

 

 
Figure 16 : Quantification de la fibrose par élastométrie impulsionnelle (FibroScan®)
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D’autres techniques d’élastographie permettent de quantifier la fibrose (Figure 17): 

- l’ARFI (acoustic radiation force impulse) [155, 156], 

- le SSI (supersonic shear imaging) [157, 158], 

- l’élastographie ShearWave en temps réel, qui a montré une meilleure applicabilité que le 

FibroScan® en diminuant l’impact de l’inflammation et de la stéatose chez les patients avec 

une fibrose non avancée [159], 

- l’élastographie par résonance magnétique (MRE), dont les performances diagnostiques 

semblent meilleures que celles de l’ARFI et du FibroScan® [160]. 

La faible disponibilité, le coût et le manque de validation de ces techniques limitent encore 

leur utilisation en routine contrairement au FibroScan®. 

 

 
Figure 17 : Image de quantification de la fibrose par ARFI (acoustic radiation force 

impulse), SSI (supersonic shear imaging) et ERM (élastographie par résonance 

magnétique) 

 

L’étude de Boursier et al. a montré que le FibroMètre-V2G® et le FibroScan® sont les 

méthodes les plus précises pour le diagnostic de fibrose hépatique parmi un panel de tests 

[161]. Ils sont aussi des facteurs pronostiques de survie globale [161] (Figure 18).  
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Figure 18 : Survie globale en fonction du stade de fibrose déterminé par le FibroScan® 

et le FibroMètre V2G®. D’après [161]. 

 

C. Stratégie diagnostique 

1) Stratégie de dépistage et d’adressage en centre spécialisé d’hépatologie 

Le dépistage de la St. Met est recommandé chez tout patient présentant au moins un facteur 

de risque métabolique, en particulier pour ceux dont l’âge est supérieur à 50 ans et qui 

présentent un DT2 ou un syndrome métabolique [93]. Les sociétés savantes européennes ont 

recommandé en 2016 de proposer à ces patients l’association d’un bilan hépatique et d’une 

échographie hépatique (Figure 19) : 

 les deux examens sont normaux : le bilan hépatique et l’échographie hépatique sont 

contrôlés tous les 3 à 5 ans, 

 le bilan hépatique est anormal (élévation des ALAT et/ou de la GT) : le patient doit être 

adressé en consultation spécialisée d’hépatologie pour la réalisation d’un bilan étiologique 

et d’examens complémentaires, 
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 le bilan hépatique est normal mais il existe une stéatose à l’échographie : il est 

recommandé de réaliser un biomarqueur de fibrose. 

o Si le risque de fibrose est faible, le bilan hépatique et le biomarqueur de fibrose 

sont recontrôlés à 2 ans. 

o Si le risque de fibrose est modéré à sévère, le patient doit être adressé en 

consultation spécialisée d’hépatologie pour la réalisation d’un FibroScan® et si 

nécessaire d’une biopsie. 

Récemment, le CHU d’Angers a proposé la réalisation en première ligne du test eLIFT (easy 

liver fibrosis test) qui pourrait permettre une meilleure sélection des patients par le médecin 

traitant en consultation spécialisée d’hépatologie [162]. 

 

 
Figure 19 : Algorithme de dépistage de la St. Met et d’adressage en centre spécialisé 

d’hépatologie. Adapté de [93]. 
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2) Stratégie de diagnostic de la fibrose en centre spécialisé d’hépatologie 

Il est recommandé d’utiliser en première intention les tests non invasifs par l’association d’un 

biomarqueur de fibrose avec l’élastométrie impulsionelle afin d’augmenter la précision 

diagnostique [93] (Figure 20). Cette stratégie doit cependant être validée par d’autres études 

[93, 113, 163].  

Par exemple, l’algorithme eLIFT-FMVCTE proposé par le CHU d’Angers pourrait améliorer le 

diagnostic de la fibrose avancée en proposant aux patients sélectionnés par l’eLIFT (easy liver 

fibrosis test), la réalisation de deux marqueurs non invasifs de fibrose combinés : le 

biomarqueur FibroMètre® et l’élastométrie par FibroScan®. Le score combiné de ces 2 tests, 

appelé FibroMètreVCTE, aurait la meilleure performance diagnostique parmi un panel de tests 

non invasifs [162]. 

La ponction biopsie hépatique sera proposée : 

- lorsqu’une cause associée de stéatose ou d’hépatopathie chronique ne peut être exclue 

autrement que par l’histologie, 

- en cas de perturbations chroniques du bilan hépatique et/ou de stéatose, après exclusion de 

toute autre cause d’hépatopathie, dès lors qu’il existe une suspicion de stéato-hépatite avec 

fibrose avancée à partir d’un faisceau d’arguments : 

 cliniques (présence de facteurs de risque [1, 164, 165] tels que l’obésité [67, 166, 

167], l’âge supérieur à 45-50 ans [64, 67, 68, 167], la présence d’un DT2 [66, 70, 80, 

167, 168]) 

 et para-cliniques lorsque les deux marqueurs non invasifs (FibroScan® et 

biomarqueur) sont concordants pour prédire la présence d’une fibrose significative, ou 

lorsqu’ils sont discordants, techniquement non réalisables ou ininterprétables (Tableau 

2, Figure 20) 

- en cas de persistance des perturbations du bilan hépatique malgré la correction des facteurs 

de risque chez un patient dont les tests non invasifs étaient initialement concordants pour 

prédire l’absence de fibrose sévère (Figure 20). 
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Figure 20 : Algorithme de diagnostic de la fibrose dans la St. Met. Adapté de [93]. 
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≥ 7,9kPa (sonde M) 
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< -1,455 F0-F2 Discordance F0-F2 

Zone grise 
indéterminée 

comprise entre  
-1,455 et 0,675 

F0-F2 

sur 1 examen 

F3-F4  

sur 1 examen 
IND 

> 0,675 Discordance F3-F4 
F3-F4 

sur 1 examen 

Données manquantes 
F0-F2 

sur 1 examen 

F3-F4 

sur 1 examen 
IND 

 

Tableau 2 : Détermination du stade de fibrose selon les valeurs du NAFLD Fibrosis 

Score et du FibroScan® et indications de la ponction biopsie hépatique (zones grisées). 

Abréviations : IND : indéterminé ; NFS : NAFLD Fibrosis Score.  

*Non interprétable : moins de 10 mesures valides ; IQR supérieur à 30% (écart-type) ; 

pourcentage de réussite inférieur à 60%. 
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D. Diagnostics différentiels 

Devant une suspicion de St. Met, les autres causes d’hépatopathie chronique doivent être 

éliminées : alcool, virus B et C, auto-immun, hémochromatose, maladie cœliaque, maladie de 

Wilson… ainsi que les causes de stéatose secondaire. Le caractère macro- ou micro-

vésiculaire à l’histologie peut orienter sur la cause de stéatose : 

- macro-vésiculaire : alcool, virus C, pullulation intestinale microbienne, nutrition 

(dénutrition sévère, amaigrissement brutal, chirurgie bariatrique, résection étendue du 

grêle, nutrition parentérale exclusive), lipodystrophie, cytopathies mitochondriales 

mineures, maladie de Weber-Christian, médicaments (amiodarone, corticoïdes, 

tamoxifène, méthotrexate, isoniazide, cisplatine, nifédipine, ditialzem), maladies 

héréditaires innées (abéta-lipoprotéinémie) 

- micro-vésiculaire : maladie de Wilson, hépatite delta, fièvre jaune, stéatose aiguë 

gravidique, HELLP syndrome, syndrome de Reye, médicaments (aspirine, amiodarone, 

cyclines, dépakine, antirétroviraux, kétoprofène, tianeptine), maladies héréditaires innées 

(syndrome de Turner, galactosémie, déficit en lipase acide lysosomale), produits toxiques 

(plantes médicinales). 

 

III. Stéatopathie métabolique et microbiote intestinal 

A. Microbiote intestinal : définition et fonctions physiologiques 

Le microbiote intestinal (MI) est constitué de l’ensemble des micro-organismes (bactéries, 

virus, protozoaires et levures) vivant dans le tube digestif de l’Homme. Chaque individu 

possède un MI unique [169]. La flore digestive s’acquiert à la naissance et dépend entre autres 

du mode d’accouchement (voie basse ou césarienne) et du mode d’alimentation (lait de 

substitution ou allaitement). Cette flore évolue pendant les deux premières années de vie puis 

se stabilise. Elle peut ensuite varier au cours de la vie sous l’influence de facteurs 

environnementaux (infection, antibiothérapie, régime alimentaire…), et possède une capacité 

de résilience (retour à l’état basal) en 1 à 2 mois. 

Le MI comprend 1014 bactéries avec plus de 1000 espèces différentes, dont le nombre 

augmente de l’estomac vers le colon et dont la composition varie en fonction du site.  

La taxonomie a permis une classification phylogénétique du monde vivant en trois domaines : 

les bactéries, les archées et les eucaryotes qui ont été classés en rangs taxonomiques (phylum 

ou embranchement, classe, ordre, famille, genre et espèce) (Figure 21). Les bactéries du MI 
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sont divisées en sept phyla : les trois principaux phyla sont représentés par les Firmicutes (60-

80%), les Bacteroidetes (15-30%) et les Actinobacteria (2-25%), suivis par les Proteobacteria 

et Verrucomicrobia (1-2%) et enfin par les Fusobacteria et Spirochaetae (Figure 22).  

 

 
Figure 21 : Rangs taxonomiques de la classification phylogénétique 

 

 

 

Figure 22 : Arbre phylogénétique du vivant divisé en 3 domaines : les bactéries (7 phyla 

et quelques exemples de genres et espèces), les archées et les eucaryotes. D’après [170]. 



 

32 
 

 

Le microbiome intestinal est défini par l’ensemble des génomes des micro-organismes du MI. 

Combiné à notre génome, il constitue le métagénome qui compte jusqu’à 300 000 gènes 

[171]. On appelle protéome et métabolome respectivement l’ensemble des protéines et des 

métabolites du MI. 

Les fonctions du MI sont multiples : 

- fonctions métaboliques : production de vitamines pour l’hôte, métabolisme des 

protéines, des glucides et des lipides, stockage des graisses, absorption des ions, 

dégradation des acides biliaires, fermentation des résidus alimentaires non digestibles 

(tel que les fibres alimentaires également appelées pré-biotiques), 

- fonctions protectrices : compétition avec les agents pathogènes, production de facteurs 

antibactériens (bactériocines…), action sur les jonctions serrées, fortification de la 

barrière intestinale, 

- fonctions immunes : stimulation de la production d’IgA par le système immunitaire, 

développement et maturation du système immunitaire inné. 

Chaque bactérie possède un ADN ribosomal 16S (ADNr 16S) qui code pour l’ARN 

ribosomal 16S (ARNr 16S), une des unités des ribosomes responsable de la traduction des 

ARN messagers en protéines. Cette fonction est indispensable à la vie et l’ADNr 16S est donc 

présent chez toutes les bactéries (et son équivalent l’ADNr 18S chez les eucaryotes). L’ADNr 

16S possède des parties très conservées entre les bactéries et d’autres variables (9 régions 

hypervariables) dont la séquence permet de distinguer et de caractériser les différents taxa 

bactériens.  

En utilisant les techniques moléculaires de qPCR et de séquençage ciblé sur l’ADNr 16S, il 

est possible d’établir chez un individu la quantité d’ADN bactérien et d’identifier les taxa 

bactériens qui composent le microbiome. Son analyse pourrait permettre de découvrir de 

nouvelles cibles thérapeutiques et des biomarqueurs de nombreuses maladies. 

B. Microbiote sanguin et microbiote hépatique 

Les bactéries et leurs produits comme les endotoxines (également appelés 

lipopolysaccharides, LPS) ou leur ADN, peuvent migrer de l’intestin vers le sang portal par 

translocation bactérienne. On peut ainsi retrouver dans le sang et dans tous les organes 

tissulaires de l’ADN bactérien, communément appelés « microbiote sanguin » (MS) et « 

microbiote tissulaire » tel que le « microbiote hépatique ».  
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Chez un individu sain (étude réalisée chez des donneurs de sang), il existe en moyenne dans 

le sang de l’ordre de 108 copies/ml d’ADNr 16S correspondant à 107 génomes bactériens/ml 

(chaque bactérie a en moyenne dans son génome 10 copies du gène codant pour l’ARNr 16S). 

L’ADN bactérien détecté dans le sang correspond à des bactéries vivantes ou « dormantes » 

sous forme libre, associées aux globules rouges ou aux globules blancs, ou à des bactéries en 

cours de dégradation ou encore à de l’ADN libre. L’essentiel (plus de 90 %) de l’ADN 

bactérien présent dans le sang se retrouve dans le buffy coat (globules blancs) après 

centrifugation du sang.  

Le foie est le premier organe qui draine le sang en provenance de l’intestin via le système 

veineux porte. En l’absence de pathologie, seule une très faible fraction de bactéries 

intestinales parvient ainsi au niveau du foie, où le système immunitaire régule leur présence 

[172]. 

Le métagénome sanguin d’un individu sain, contrairement au métagénome intestinal, est 

constitué principalement de séquences appartenant à des bactéries des phyla Proteobacteria (> 

80 %) et Actinobacteria (de l’ordre de 10%) et très peu aux phyla Firmicutes et Bacteroidetes 

(quelques %) [173] (Figure 23). Ces différences entre les profils bactériens du sang et de 

l’intestin pourraient être expliquées par le rôle de filtre de l’intestin et du système 

immunitaire.  

 

 
Figure 23 : Diagrammes circulaires représentants les proportions moyennes des phyla 

bactériens dans les 3 différentes fractions du sang. D’après [173]. 
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C. Notion de dysbiose : aspects physiopathologiques 

L’hôte et son microbiote vivent en symbiose. Toute modification anormale de structure 

(composition et/ou fonction) du microbiote est appelée dysbiose. La dysbiose peut être 

localisée dans un organe précis (dysbiose intestinale, sanguine…). En cas de réponse 

immunitaire inappropriée de l’hôte à cette dysbiose, il peut en résulter certaines pathologies 

telles que les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, les allergies, les rhumatismes 

inflammatoires, la fièvre méditerranéenne, mais aussi les maladies métaboliques. La dysbiose 

semble jouer un rôle important dans l’auto-immunité et la carcinogenèse [171, 174]. 

Lorsque la translocation bactérienne est augmentée, des quantités trop importantes de 

bactéries ou d’endotoxines se retrouvent dans le sang, appelées respectivement bactériémie et 

endotoxinémie.  

D. Lien entre le microbiote et les maladies métaboliques 

1) L’obésité 

Le lien entre le MI et les maladies métaboliques a d’abord été étudié dans des modèles murins 

d’obésité. Des souris non-obèses « germ-free » (dépourvues de flore intestinale) transplantées 

avec un MI provenant de souris obèses développent une obésité par rapport à des souris 

transplantées avec un MI issu de souris non-obèses, démontrant un lien causal entre la 

composition de la flore et la survenue d’une obésité [174, 175].  

Ces résultats ont été confirmés chez l’Homme [176, 177]. Les modifications de l’écologie 

bactérienne chez les patients obèses entrainent une modification du métagénome à l’origine 

d’une augmentation des capacités d’absorption de l’énergie provenant de l’alimentation.  

Cependant, les études analysant le profil de MI de patients obèses n’ont pas retrouvé de 

résultats concordants (diminution ou augmentation des Bacteroidetes, absence de 

modification du MI…) [178, 179].  

2) Le diabète de type 2 

Un lien entre dysbiose intestinale et diabète de type 2 [180], syndrome métabolique [181] et 

maladies cardio-vasculaires [182] a ensuite été démontré.  

Le MI des patients diabétiques est caractérisé par une augmentation du phylum des 

Bacteroidetes au détriment d’une diminution des Firmicutes [183] et une diminution du 

genre Bifidobacteria [184] en comparaison aux sujets sains.  
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Il a également été démontré que les taux plasmatiques d’ADNr 16S sont plus élevés chez les 

patients diabétiques que chez les individus sains [185]. De plus, l’endotoxinémie serait 

associée à une augmentation du risque de développer un diabète chez la souris [180] comme 

chez l’Homme [186], et serait un facteur de risque indépendant de maladies cardio-vasculaires 

[182]. 

E. Lien entre le microbiote et les stéatopathies métaboliques 

1) Aspects physiopathologiques 

Il existe des preuves expérimentales de l’implication d’une augmentation de la translocation 

bactérienne dans de nombreuses maladies hépatiques. 

L’hépatite alcoolique est caractérisée par une dysbiose associée à une augmentation de la 

perméabilité intestinale [187-189], responsable d’une translocation bactérienne accrue. Cette 

translocation est responsable d’une activation exagérée des systèmes de défense immunitaire 

hépatiques [190] associée à une dérégulation de la production de peptides anti-microbiens 

responsables d’une inflammation intra-hépatique et d’une fibrose [191].   

Des données récentes suggèrent également un lien entre dysbiose et St. Met. Plusieurs 

mécanismes physiopathologiques seraient impliqués. Il existe une augmentation de la 

perméabilité intestinale par dysfonction des jonctions serrées intestinales et de la masse 

bactérienne intestinale à l’origine d’une pullulation microbienne, aggravée par l’hypomobilité 

intestinale [192]. Ces deux mécanismes sont associés à la sévérité de la stéatose [192]. Ils 

favorisent l’endotoxinémie et la translocation de bactéries intestinales dans le sang jusqu’au 

foie. Ainsi, de l’ADN bactérien a été détecté dans le sang de souris présentant une stéatose 

hépatique induite par un régime hyperlipidique [193] et de nombreuses études ont retrouvé 

une augmentation des endotoxines dans le sang de patients présentant une St. Met [194, 195]. 

Plusieurs mécanismes expliquent le lien entre dysbiose intestinale, MS et développement 

d’une stéatose hépatique : 

- Dans l’intestin, la présence excessive de bactéries capables de métaboliser les hydrates de 

carbones non digestibles pour produire des acides gras à chaines courtes favorise la 

lipogenèse hépatique [196]. 

- Certaines espèces de bactéries telles que les Escherichia coli, produisent de l’éthanol 

endogène en grande quantité, ce qui favorise la perméabilité de la barrière intestinale et son 

métabolisme dans le foie entraîne l’accumulation de triglycérides et un stress oxydatif 

[197]. 
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- Certaines bactéries du MI favorisent également le métabolisme de la choline en 

méthylamines, aboutissant à un déficit en phosphatidylcholine, ce qui altère l’exportation 

des lipides du foie et favorise l’accumulation hépatique des triglycérides [198, 199]. Ainsi, 

un régime pauvre en choline chez un individu sain modifie le MI et induit une stéatose 

[199]. 

-  Au cours du cycle entéro-hépatique, la conversion des acides biliaires primaires en acides 

biliaires secondaires déconjugués est favorisée par certaines espèces de bactéries 

(Bacteroides, Clostridium et Escherichia). L’augmentation de la concentration d’acides 

biliaires secondaires qui en résulte est à l’origine d’une hépatotoxicité. De plus, la 

modulation du récepteur FXR (farnesoid X receptor) par les acides biliaires dans le foie ou 

l’intestin, modifie le métabolisme des lipides et du glucose [200-202]. 

-  Dans le foie, les LPS (composants essentiels de la membrane externe des bactéries à Gram 

négatif) sont à l’origine d’une IR et d’une augmentation de la production de triglycérides 

[203]. 
Enfin, les LPS et les bactéries participent à la progression de la stéatose vers la stéato-hépatite 

et la fibrose. En effet, ils stimulent le système immunitaire inné via les toll-like receptors (TL-

R4 et TL-R9) présents sur les cellules hépatiques (cellules de Küpffer, hépatocytes ...) 

entrainant la production de TNF- et d’IL-10, responsables de lésions inflammatoires et pro-

fibrosantes [204].  

Associée à la dérégulation de l’expression des microARN (notamment le miR-29c impliqué 

dans l’expression du collagène), cette stimulation excessive du système immunitaire avec 

infiltration de polynucléaires neutrophiles est à l’origine de la production dans le foie de 

DAMPs (« damage-associated molecular patterns »). Ces DAMPs proviennent principalement 

des hépatocytes endommagés (ex : acide urique, ATP, cristaux de cholestérol, fragments 

d’ADN, et acides gras) [205].  

Les autres produits bactériens (ADN non méthylé, ARN, lipopeptides, lipoprotéines, 

peptidoglycanes) sont appelés PAMPs pour « pathogen-associated molecular patterns ». Les 

PAMPs et les DAMPS activent les patterns recognition receptors (PRRs) (principalement les 

TLRs et les nod-like receptors (NLRs)) situés sur les cellules de Küpffer, les cellules stellaires 

ou les hépatocytes. L’activation des PRRs induit la synthèse de nouvelles protéines appelées 

inflammasomes (nod-like receptor proteins (NLRPs), procaspase-1, proIL-1β, etc…). Ces 

inflammasomes entrainent la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, TNF-α…) 

qui vont stimuler les cellules stellaires à l’origine d’une fibrose hépatique et détruire les 

hépatocytes [206, 207] (Figure 24). 
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Figure 24 : Fibrogénèse induite par les DAMPs et les PAMPS. D’après [207]. 

Abréviations : DAMPs : damage-associated molecular patterns ; LPS : lipopolysaccharides ; 

IL-1β : interleukine 1β ; TGF-β : transforming growth factor β ; TLR : toll like receptor ; 

TNF-α : tumor necrosis factor α ; PAMPs : pathogen-associated molecular patterns ; 

PDGF : Platelet-derived growth factor. 

 

2) Caractérisation du microbiote intestinal dans la stéatopathie métabolique 

La synthèse des résultats des études [208-212] qui ont étudié la composition du MI chez les 

patients atteints de St. Met est résumée dans le Tableau 3. 

Certaines études ont comparé le microbiote intestinal de patients sans stéatose à celui de 

patients présentant une stéatose : 

- l’espèce Faecalibacterium prausnitzii (productrice de butyrate qui diminue la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires) serait diminuée en cas de stéatose [208]. 

- dans une autre étude, la présence d’une stéatose chez des patients obèses était associée à une 

dysbiose intestinale à l’échelle des familles et du genre [209]. 

Les études qui ont comparé le microbiote intestinal de patients avec une stéato-hépatite à celui 

de sujets sains ou de patients présentant une stéatose pure ont montré : 

- une proportion de Bacteroidetes [210], de Faecalibacterium et Anaerosporobacter [211] 

plus faible, et de Parabacteroides et Allisonella [211] plus importante en cas de stéato-

hépatite. 
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- dans l’étude de Boursier et al., la stéato-hépatite était uniquement associée à une 

augmentation des Bacteroides par rapport aux sujets avec stéatose pure [212]. 

- chez les enfants, Escherichia était augmenté chez ceux atteints de stéato-hépatite par rapport 

aux enfants obèses sans stéato-hépatite [213], suggérant que l’Escherichia pourrait être un 

facteur de risque de progression vers la stéato-hépatite. 

Seules trois études ont étudié la composition du MI en fonction du degré de sévérité de la 

fibrose :  

- dans l’étude de Boursier et al., la fibrose significative (F ≥ 2) était associée à une 

augmentation des Ruminococcus [212].  

- dans l’étude de Lelouvier et al., à l’échelle des phyla, il y avait une augmentation des 

Bacteroidetes et des Fusobacteria et une diminution des Firmicutes et des Actinobacteria en 

présence d’une fibrose. Au sein des phyla, il apparaissait plusieurs modifications des taxa 

bactériens décrites dans le Tableau 4 [214]. 

- dans celle de Loomba et al, le groupe fibrose F3-F4 présentait une diminution du phylum 

des Firmicutes et des espèces Ruminococcus obeum et Eubacterium rectale et une 

augmentation du phylum des Proteobacteria par rapport au groupe F0-F2 [215]. A partir de 37 

espèces bactériennes du MI de ces patients, de l’indice de Shannon, de l’IMC et de l’âge, ces 

auteurs ont construit un modèle diagnostique permettant de classer les patients en fibrose 

avancée (F3-F4) ou fibrose légère à modérée (F0-F2) avec une forte précision diagnostique 

(AUROC 0,936) [215]. 
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Tableau 3 : Composition du microbiote intestinal dans la stéatopathie métabolique 

 
 



 

40 
 

3) Caractérisation du microbiote sanguin dans la stéatopathie métabolique 

Plusieurs études ont démontré un lien entre les taux circulants de marqueurs d’endotoxinémie 

(LBP (lipopolysaccharide-binding protein), soluble CD14 (sCD14), soluble tumor 

necrosis factor-α receptor II (sTNFRII)…) et les St. Met [194, 195]. 

L’étude de Pang et al. a mis en évidence une association entre l’endotoxinémie et le degré de 

sévérité de la St. Met. En effet, le taux sanguin de LBP augmentait en cas de stéato-hépatite et 

de fibrose F2-F4 [216]. 

Enfin, l’étude de Lelouvier et al. a montré une augmentation de la concentration d’ADNr 16S 

dans le sang chez des patients obèses morbides présentant une fibrose hépatique légère à 

modérée par rapport aux patients obèses sans fibrose [214].  

F. Rôle pathogène de l’Escherichia coli du groupe B2 produisant la génotoxine 

colibactine 

Escherichia coli est une bactérie commensale de la flore intestinale des mammifères. Elle 

colonise massivement les enfants quelques jours après la naissance et devient la principale 

bactérie anaérobie facultative dans le microbiote des adultes [217]. E. coli est divisé en sept 

groupes phylogénétiques majeurs (A, B1, B2, C, D, E et F) [218]. Depuis ces dernières 

décennies, un changement dans la composition de la population commensale d’E. coli est 

constaté dans les pays industrialisés, avec une augmentation du groupe phylogénétique B2 au 

détriment du groupe ancestral A [219, 220]. Dans une étude française, l’ensemble des patients 

(244 patients) étaient porteurs d’E. coli dans leurs selles et 34% des souches d’E. coli 

appartenait au groupe phylogénétique B2 [220]. La prévalence accrue des souches d’E. coli 

appartenant au groupe B2 dans les populations industrialisées et urbaines est associée à une 

augmentation de la prévalence de pathologies liées à des désordres immuns, tels que l’asthme, 

la sclérose en plaque ou la maladie de Crohn [221]. 

Le groupe phylogénétique B2 comprend de nombreuses souches pathogènes responsables 

d’infections aiguës (méningites néonatales, septicémies, diarrhées infectieuses, infections 

urinaires). Les souches pathogènes d’E. coli appartenant au groupe phylogénétique B2 ont 

développé, via l’acquisition d’éléments génétiques mobiles, un arsenal de fonctions qui leur 

permettent de coloniser de nouvelles niches écologiques en contournant les mécanismes de 

défense de l'hôte. L'analyse génétique de ces souches montre qu’elles ont développé une plus 

grande capacité à acquérir le fer, indispensable à la survie de la bactérie, notamment via 

l’acquisition de sidérophores, facteurs d’adaptabilité et de virulence. L’équipe « Pathogénie et 
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commensalisme des entérobactéries » du Pr E. Oswald a par ailleurs montré l’existence chez 

de nombreuses souches d’E. coli du groupe B2 (commensales ou pathogènes), d’un îlot de 

pathogénicité, l’îlot pks, codant une génotoxine de la famille des polykétides, appelée 

« colibactine » [222]. Cette équipe a récemment montré une connexion entre la synthèse des 

sidérophores et de la génotoxine colibactine chez E. coli [223]. Une évaluation de l’influence 

du taux de fer systémique dans la relation hôte-pathogène a révélé une corrélation directe 

entre la susceptibilité de l’hôte à une infection par E. coli et le taux de fer systémique 

(données non publiées).  

Les souches d’E. coli appartenant au groupe phylogénétique B2 et produisant la colibactine 

sont également impliquées dans des infections aigues ou chroniques, en affectant la réponse 

immunitaire de l’hôte et en entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires et de 

protéases. De plus, la colibactine entraine des cassures double brin de l’ADN des cellules de 

l’hôte, notamment de la muqueuse intestinale, à l’origine de la mort cellulaire ou d’une 

instabilité chromosomique, de mutations géniques et de transformation cellulaire [222]. 

Certaines souches du groupe B2 ont été associées aux maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin [224] et à une sénescence cellulaire qui pourrait accélérer le vieillissement [225]. 

Elles pourraient également être impliquées dans le cancer colorectal [226, 227]. En outre, 

l’équipe du Pr E. Oswald a montré que la synthèse de colibactine par une souche commensale 

d’E. coli colonisant le tube digestif du nouveau-né a des conséquences sur l’homéostasie 

intestinale à l’âge adulte, avec notamment une altération chronique de la perméabilité 

intestinale [228]. 

G. Microbiote intestinal : une nouvelle cible thérapeutique 

Le rôle clé du MI dans la St. Met suggère que sa modulation quantitative ou qualitative 

pourrait être une cible thérapeutique potentielle dans la St. Met. 

Certains antibiotiques (ampicilline et néomycine) améliorent l’IR et la stéatose induites par 

un régime gras chez la souris [229-231]. La rifaximine, efficace dans le traitement de 

l’encéphalopathie hépatique qui complique la cirrhose [232], est actuellement évaluée dans 

les St. Met. 

L’utilisation de pro-biotiques, constitués de micro-organismes non pathogènes, tels que 

Lactobacilli et Bifidobacteria, permet de diminuer la sécrétion d’agents pro-inflammatoires et 

de restaurer la barrière épithéliale en modulant le MI [196, 233]. Le VSL#3 (mixture de 8 

espèces différentes) chez l’Homme atteint de St. Met améliore la cytolyse et diminue les 
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marqueurs de peroxydation des lipides [234]. Des essais contrôlés randomisés sont désormais 

attendus.  

Les pré-biotiques, constitués d’oligo- ou polysaccharides non digestibles, substrats pour 

l'hydrolyse et la fermentation des bactéries intestinales, peuvent ainsi moduler le MI en 

stimulant la croissance ou l’activité de certaines bactéries (Bifidobacterium et Lactobacillus 

spp.). Les études suggèrent que l’association d’un régime alimentaire et de pré-biotiques 

favoriserait la perte de poids, améliorerait la satiété et la glycorégulation [235]. Un essai 

contrôlé randomisé est actuellement en cours pour évaluer les modifications sur la stéatose et 

la stéato-hépatite [236]. 

La transplantation de microbiote fécal de sujets sains à des patients présentant un syndrome 

métabolique permet d’améliorer l’IR [237]. La transplantation fécale est également en cours 

d’évaluation dans le traitement de la St. Met [238]. 

H. Méthodes d’étude du microbiote intestinal, sanguin et tissulaire 

Seulement une petite fraction des bactéries présentes dans différentes partie du corps humains 

sont détectées par la culture standard. Certaines bactéries, notamment les anaérobies, 

requièrent un environnement plus spécifique pour être détectées. 

De nouvelles techniques biochimiques et moléculaires ont été développées afin de déterminer 

la composition des populations bactériennes de façon plus précise. L’étude métagénomique 

du MI est effectuée sur un échantillon de selles par : 

-  amplification de l’ADNr 16S (gène codant l’ARNr 16S) par la « quantitative real-time 

polymerase chain reaction » (qRT-PCR ou qPCR), méthode de référence [239] (Figure 25), 

-  méthodes d’empreintes (électrophorèse en milieu dénaturant), 

-  hybridation in-situ couplée à la cytométrie en flux (FISH : Fluorescent In-Situ 

Hybridization), 

-  séquençage haut débit ciblé de l’ADNr 16S ou séquençage du génome complet (Shootgun 

métagénomique sequencing) [239] (Figure 25). 

La qPCR et le séquençage à haut débit de l’ADNr 16S sont applicables à l’étude du 

microbiote sanguin et tissulaire. 
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Figure 25 : Schéma de l’étude métagénomique par amplification ciblée de l’ADNr 16S 

par qPCR puis séquençage de l'ADNr 16S par technologie Illumina Miseq. D’après 

[239]. Abréviations : PCR : polymerase chain reaction.  
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ETUDE 1 

Etude prospective du microbiote intestinal chez des patients 

atteints de stéatopathie métabolique :  

implication de l’Escherichia coli du groupe B2  

produisant la génotoxine colibactine 
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I. INTRODUCTION 

A. Contexte et hypothèses 

La stéatopathie métabolique (St. Met) devient une des premières causes d’hépatopathie 

chronique dans les pays occidentaux, avec une prévalence de 24% dans la population générale 

adulte [19]. La présence d’une stéato-hépatite expose à un risque d’évolution vers la cirrhose 

et le cancer du foie. Le pronostic est conditionné par la présence d’une fibrose [81, 82], avec 

une augmentation de la mortalité globale dès le stade de fibrose légère (F1) [81], et de la 

mortalité hépatique dès le stade de fibrose modérée (F2) [81].  

Le microbiote intestinal (MI) est considéré comme un facteur environnemental associé à 

l'obésité, au syndrome métabolique et aux St. Met. Les études préalables qui ont analysé la 

composition du MI des patients atteints de St. Met sont peu nombreuses, leurs résultats sont 

parfois discordants et l’analyse par séquençage souvent insuffisamment précise dans la 

description taxonomique. Une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques 

impliquant le MI dans le développement et la progression des St. Met pourrait permettre 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Récemment, un changement dans la composition de la population commensale d’Escherichia 

coli (E. coli) est observé dans les pays industrialisés, avec une augmentation du groupe 

phylogénétique B2 au détriment des autres groupes [219, 220]. Alors que 95% de la 

population porte dans son MI de l’E. coli, 34% des souches d’E. coli appartiennent au groupe 

phylogénétique B2 [220]. Une prévalence accrue de ces souches du groupe B2 est associée à 

une augmentation de la prévalence d’infections aiguës (méningites néonatales, septicémies, 

infections urinaires), mais aussi de pathologies dysimmunitaires, telles que l’asthme, la 

sclérose en plaque ou la maladie de Crohn ou encore des pathologies chroniques telles que le 

cancer colorectal [221, 224, 227]. Ceci peut être expliqué par la présence, dans le groupe 

phylogénétique B2, de souches commensales ou pathogènes qui sécrètent une génotoxine 

appelée « colibactine » codée par un îlot génomique de pathogénicité, l’îlot pks [222]. Cette 

colibactine affecterait la réponse immunitaire de l’hôte en entrainant la production de 

cytokines pro-inflammatoires et de protéases et serait à l’origine de cassures double brin de 

l’ADN des cellules de l’hôte. En outre, la synthèse de colibactine par une souche commensale 

d’E. coli colonisant le tube digestif du nouveau-né a des conséquences sur l’homéostasie 

intestinale à l’âge adulte, avec notamment une altération chronique de la perméabilité 

intestinale [228].  
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La St. Met est associée à une dysbiose intestinale et à une augmentation de la perméabilité 

intestinale, qui favorisent la translocation de bactéries intestinales et leurs fragments dans le 

sang jusqu’au foie (endotoxinémie). Dans le foie, ces bactéries et leurs fragments participent à 

la progression de la stéatose vers la stéato-hépatite et la fibrose en stimulant la production de 

cytokines pro-inflammatoires (via l’activation des Toll-like Receptors et des Patterns 

Recognition Receptors présents sur les cellules hépatiques), qui vont activer les cellules 

stellaires, principales cellules productrices de fibrose [204, 206, 207].  

A notre connaissance, aucune étude n’a étudié la prévalence et l’influence des souches 

d’Escherichia coli appartenant au groupe phylogénétique B2, en particulier de celles 

produisant la génotoxine colibactine dans la St. Met. 

Nous avons fait l’hypothèse que la prévalence dans les selles des souches d’E. coli du groupe 

B2, et possiblement des souches présentant l’îlot pks qui code pour la colibactine, pouvait être 

augmentée chez les patients présentant une stéato-hépatite et/ou une fibrose sévère par rapport 

à celle observée chez les patients avec une stéatose sans hépatite avec fibrose légère à 

modérée. 

B. Objectifs 

L’objectif principal était de déterminer s’il existait une association entre la prévalence de l’E. 

coli du groupe B2 et en particulier des souches portant l’îlot pks codant pour la génotoxine 

colibactine et la sévérité de la stéatopathie métabolique définie par la présence d’une stéato-

hépatite ou d’une fibrose sévère (F3-F4).  

L’objectif secondaire était de rechercher la présence d’E. coli du groupe B2 dans le tissu 

hépatique. 

 

II. PATIENTS ET METHODES 

A. Schéma d’étude 

Il s’agit d’une étude de recherche clinique, prospective, observationnelle, descriptive, 

translationnelle, monocentrique, conduite dans le service d’hépato-gastro-entérologie de 

l’hôpital Purpan, au CHU de Toulouse, intitulée «Etude de l’implication des souches 

d’Escherichia coli appartenant au groupe phylogénétique B2 et produisant la génotoxine 

colibactine dans la stéato-hépatite non alcoolique» (acronyme « Coli-NASH »)  
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(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02390232). Le coordonnateur de l’étude est le Dr Maeva 

Guillaume et le promoteur, le CHU de Toulouse. 

Cette étude a obtenu le soutien financier de l’Appel d’Offre Local 2014 le 06/06/2014, 

l’autorisation de l’ANSM le 19/01/2015 et l’avis favorable du CPP le 14/01/2015. Tous les 

patients recevaient pour cette étude une information orale et écrite et donnaient leur 

consentement par écrit après un délai de réflexion qu’ils jugeaient nécessaire. 

B. Critères d’éligibilité 

1) Critères d’inclusion 

Etaient inclus les patients majeurs atteints d’une St. Met avec une indication de biopsie 

hépatique. Le diagnostic de St. Met était retenu s’il existait au moins un des éléments du 

syndrome métabolique et une stéatose sans autre cause possible de stéatose ou d’hépatopathie. 

2) Critères de non inclusion ou d’exclusion 

Les patients qui présentaient au moins un des critères suivants étaient exclus:  

- présence d’une autre cause associée d’hépatopathie chronique ou aiguë 

- présence d’une autre cause de stéatose 

- consommation d’alcool excédant 30 g/jour pour un homme ou 20 g/jour pour une 

femme 

- prise de pré-biotiques, pro-biotiques ou antibiotiques dans le mois précédant 

l’inclusion  

- maladie gastro-intestinale chronique ou aiguë 

- antécédent de chirurgie gastro-intestinale modifiant l’anatomie 

- grossesse ou allaitement en cours 

- patient sous tutelle ou curatelle. 

C. Modalités de recrutements 

Tous les patients qui présentaient une St. Met vus consécutivement en consultation spécialisée 

entre mars 2015 et juin 2017 dans le service d’hépato-gastro-entérologie de l’Hôpital Purpan 

au CHU de Toulouse étaient considérés pour l’inclusion si une biopsie hépatique était 

indiquée pour le diagnostic de leur maladie. 
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D. Indication de la biopsie hépatique 

L’indication de la biopsie hépatique, conforme aux recommandations nationales de l’HAS et 

internationales (européennes et américaines) [21, 93][240], était posée par : 

- la suspicion d’une fibrose sévère sur au moins un test non invasif d’évaluation de la 

fibrose (FibroScan® et biomarqueurs) : 

 un « NAFLD Fibrosis Score » supérieur à 0.675 [140]. 

 et / ou une élasticité hépatique évaluée par FibroScan®  7.9kPa. Ce seuil 

arbitraire a été choisi à partir de la publication de Wong et al. [152]. 

- ou lorsque ces tests étaient non contributifs (« NAFLD Fibrosis Score » en zone 

grise), ininterprétables (FibroScan® avec un IQR élevé > 30% ou un taux de réussite 

insuffisant (<60%)) ou encore techniquement non réalisables (échec du FibroScan® 

défini par un nombre de mesures valides < 10) 

- ou lorsqu’une cause associée d’hépatopathie chronique ne pouvait être exclue 

autrement que par la réalisation d’une biopsie hépatique 

- ou en per-opératoire lorsqu’une chirurgie bariatrique était prévue dans la prise en 

charge du patient et que la biopsie n’était pas justifiée dans le bilan pré-opératoire en 

raison d’une absence de suspicion de fibrose sévère par les tests non invasifs. 

E. Critères de jugement 

Le critère de jugement principal était de comparer la prévalence du portage dans les selles de 

l’espèce E. coli appartenant au groupe B2: 

- entre les patients présentant une fibrose sévère (F3-F4) et ceux sans fibrose sévère 

(F0-F2), 

- entre les patients présentant une stéatose pure et ceux présentant une stéato-hépatite. 

Les critères de jugements secondaires étaient : 

- de comparer entre ces groupes de patients la prévalence du portage de l’îlot 

génomique pks qui code la génotoxine colibactine parmi ceux porteurs de l’E. coli du 

groupe B2 

- de rechercher la présence d’E. coli du groupe B2 dans le tissu hépatique. 
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F. Recueil de données 

La visite d’inclusion était assurée par le médecin investigateur spécialisé en hépato-gastro-

entérologie et avait lieu entre 1 jour et au plus tard 1 mois avant la biopsie.  

Etaient recueillis pour chaque patient : 

- les caractéristiques générales (la présence d’un syndrome métabolique, les constantes, 

l’examen clinique, les antécédents d’infections au cours de l’année précédente, … 

etc.). 

- les paramètres biologiques usuels et ceux nécessaires pour éliminer la présence d’une 

autre cause d’hépatopathie chronique ou de stéatose  

- les résultats de l’évaluation non invasive de la fibrose (résultats du FibroScan® et du 

NAFLD Fibrosis Score) et les données de l’échographie-Doppler hépatique (présence 

d’une stéatose, d’une hépatomégalie, de signes évocateurs de cirrhose, de nodules, 

perméabilité de la veine porte et des veines hépatiques, taille de la rate).  

- le consentement libre, éclairé et écrit du patient pour participer à l’étude. 

Le jour de la biopsie hépatique étaient recueillis un échantillon de sang, de selles, de foie et 

d’urines. 

1) Modalités de la biopsie hépatique et étude anatomopathologique 

Les biopsies hépatiques étaient réalisées : 

- par abord veineux jugulaire qui permettait dans le même temps de réaliser une étude 

de l’hémodynamique hépatique  

- ou en percutané lorsque l’abord jugulaire présentait un risque (hémangiome hépatique) 

- ou en per opératoire au cours d’une chirurgie bariatrique. 

L’étude des biopsies hépatiques était réalisée en aveugle, par un médecin 

anatomopathologiste spécialiste des maladies hépatiques (Professeur Janick Selves, service 

d’anatomie et pathologie de Institut Universitaire du Cancer de Toulouse - Oncopole). Ce 

médecin réalisait sur des colorations usuelles (hémalun-éosine et trichrome de Masson), une 

évaluation de l’activité inflammatoire et de la fibrose hépatique standardisée sur la 

classification des St. Met selon le score NAS de Kleiner [116] et le score SAF [118]. La 

présence d’une stéato-hépatite était définie par la présence d’une stéatose ≥ S1, d’une 

inflammation lobulaire ≥ 1 et d’une ballonisation hépatocytaire ≥ 1 selon l’algorithme de 

FLIP à partir du score SAF. 
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2) Collection d’échantillons biologiques 

Le matin de la biopsie étaient collectés par le patient lui-même, à domicile, des échantillons 

de selles et d’urines, sur pot stérile, et conservées à +4°C (réfrigérateur) jusqu’à 

l’acheminement à l’hôpital. Les prélèvements étaient ensuite confiés à l’infirmière de 

recherche à l’arrivée à l’hôpital.  

Au cours de la biopsie hépatique était prélevés : 

- un échantillon de sang veineux périphérique (sang total, plasma, sérum Buffy coat)  

congelés à -80°C, 

- et pour les biopsies par voie jugulaire, un échantillon de sang prélevé dans la veine 

hépatique. 

L’échantillon de foie était réparti entre : 

- un échantillon fixé dans du formol pour analyse anatomopathologique 

- un échantillon frais pour culture en milieu sélectif McConkey 

- un échantillon  immédiatement congelé dans l’azote liquide puis stocké à -80°C.  

G. Etude du microbiote intestinal 

L’étude du MI a été réalisé dans le Laboratoire de Bactériologie-Hygiène, CHU de Toulouse-

Purpan - Centre de Physiopathologie de Toulouse-Purpan, Inserm UMR1043 - CNRS 

UMR5282 - Université Toulouse III- INRA USC1360, équipe « Pathogénie et 

commensalisme des Entérobactéries » sous la responsabilité du Pr Eric Oswald, par le Dr 

Patricia Martin, avec l’aide du Dr Damien Dubois. 

Les échantillons de selles étaient acheminés en moins de 2 h au laboratoire.  

Une partie des selles était ensemencée pure ou diluée sur milieu sélectif McConkey pour 

entérobactéries pour détecter les E. coli et déterminer leur phylogroupe d’appartenance.  

La présence de l’îlot génomique pks permettant la synthèse de la colibactine était déterminée 

par qPCR. En effet, en raison de la très grande instabilité de la génotoxine, il n’est pas encore 

possible de détecter, d’isoler ou de purifier la colibactine produite par la bactérie.  

Les échantillons de selles restant ont été conservés à -80°C en vue d’étudier ultérieurement la 

composition du MI. L’ADN sera extrait à partir des selles à l’aide du kit QIAamp DNA Stool 

(Qiagen). Ces analyses comprendront :  

- une PCR quantitative afin d’identifier les phyla bactériens majeurs : Firmicutes, 

Bacteroidetes, Proteobactéries et Actinobactéries (protocole adapté de Gregoris et al. 
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[241]). Cette méthode de qPCR a été validée et est utilisée en routine dans le 

Laboratoire de Bactériologie de l’Hôpital de Toulouse-Purpan, 
- le « Deep pyrosequencing » d'ADNr 16S sur une plateforme Roche 454 (en 

collaboration avec la Plate-forme GenoToul). Les données de pyroséquençage seront 

analysées avec l'aide de divers programmes de bio-informatique: MOTHUR (base de 

données, FORÊT), MEGAN, CLC. 

H. Etude du microbiote hépatique 

Le foie des patients a été analysé pour rechercher la présence d’E. coli dans le tissu 

hépatique : 

- l’échantillon de foie frais a été utilisé pour étalement sur milieu de culture MacConkey 

spécifique des E. coli, 

- l’échantillon de foie congelé a été conservé en vue de réaliser ultérieurement de 

l’extraction d’ADN, PCR de l’ADNr 16S et séquençage. 

I. Calcul de la taille d’étude 

Près de 600 patients par an sont vus actuellement en consultation pour des facteurs de risque 

de stéatopathie métabolique. Parmi eux 20 % soit 120 patients ont une indication de biopsie 

hépatique.  

Nous avons fait l’hypothèse que les patients présentant une stéato-hépatite et/ou une fibrose 

sévère auraient une prévalence accrue des souches pathogènes d’Escherichia coli appartenant 

au groupe B2 et sécrétant la génotoxine colibactine, par rapport aux patients présentant une 

stéatose pure et/ou une fibrose non sévère. D’après la littérature, la prévalence de souches 

d’Escherichia coli B2 dans la population générale est de 34% [219]. Nous avons fait 

l’hypothèse que les patients avec une St. Met non sévère auraient une prévalence similaire à 

celle de la population générale et que les patients présentant une St. Met avancée, du fait des 

hypothèses physiopathologiques expliquées dans le rationnel de l’étude, auraient une 

prévalence similaire à cette retrouvée chez les patients atteints de maladies inflammatoires 

chroniques intestinales, soit 60% [224]. 

En fonction de ces hypothèses, et avec un risque alpha de 5% et une puissance à 80%, il était 

nécessaire d’inclure 53 patients par groupe pour mettre en évidence de façon statistiquement 

significative cette différence [242]. Afin de pallier aux éventuelles données non exploitables 

(par manque d’un des échantillons biologiques requis), biopsies annulées / refusées par le 
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patient, ou non réalisées pour des raisons de difficultés techniques, nous avons fixé les 

inclusions à 100 patient par groupe soit 200 au total, afin d’avoir un nombre final de patient 

analysables de 120 soit 60 par groupe. 

J. Méthodes statistiques 

L’analyse des données cliniques et biologiques était effectuée sur un fichier de données 

anonymisées. Le seuil de significativité était fixé à 5%. Les variables catégorielles étaient 

résumées sous la forme d’effectifs et de pourcentages. La distribution des variables 

quantitatives était résumée par le calcul de la moyenne et de l’écart type. Les comparaisons 

des variables cliniques et biologiques relevées au moment de l’inclusion étaient effectuées par 

tests de Chi-2 (ou test de Fisher en cas d’effectifs < 20) pour les variables catégorielles et par 

tests de Student pour les variables quantitatives. Les logiciels utilisés pour l’analyse des 

données statistiques et pour la réalisation des graphiques étaient respectivement les logiciels 

SPSS (version 19.0) et GraphPad Prism (version 5.00) pour Windows. 
 

III. RESULTATS 

A. Population d’étude 

Parmi les patients vus consécutivement en consultation spécialisée dans le service 

d’hépatologie et gastro-entérologie de l’hôpital Purpan au CHU de Toulouse entre mars 2015 

et juin 2017 et présentant une St. Met avec une indication de biopsie hépatique, 163 patients 

ont signé un consentement pour participer à cette étude et ont été inclus (Figure 1). Après 

inclusion, 61 patients ont été exclus de l’analyse (Figure 1). Parmi eux, 17 patients 

présentaient des critères d’exclusion :  

- 1 prenait un traitement par méthotrexate au long cours,  

- 4 présentaient une consommation significative d’alcool active,   

- 1 avait une cholangite biliaire primitive associée à sa St. Met sur la biopsie hépatique,  

- 3 avaient eu dans leur histoire une chirurgie bariatrique,  

- 1 avait un antécédent de rectocolite inflammatoire,  

- 1 avait eu une colectomie droite,  

- 1 prenait un antibiotique au long cours,  

- 1 était sous antibiotique au moment du prélèvement des selles,  

- et 4 étaient sous curatelle. 
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De plus, la ponction biopsie hépatique (PBH) n’a pas été réalisée chez 31 patients : 

- 6 en raison de difficultés techniques (biopsie par abord jugulaire droit),  

- 1 a finalement annulé la PBH après l’inclusion,  

- 1 avait finalement une cirrhose connue et suivie par un autre médecin et la biopsie a 

été annulée,  

- 7 étaient encore en attente de leur PBH au moment de l’analyse des données,  

- chez les patients ayant eu une chirurgie bariatrique, 2 d’entre eux n’ont pu avoir la 

PBH au cours de l’intervention, et 14 patients n’avaient pas encore été opérés au 

moment de l’analyse des données. 

De plus, le prélèvement de selles n’a pas été donné par 12 patients.  

Enfin, un patient a retiré son consentement après inclusion.  

Nous avons donc analysé 102 patients. 
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163 patients inclus 

102 patients analysés 

Patients avec critères 
d’exclusion 

n = 17 

PBH non réalisée  
 difficultés techniques n = 6 
 cirrhose connue n = 1 
 annulée par patient n= 1 
 en attente au moment de l’analyse n = 7 
 non réalisée au cours de la chirurgie n = 2 
 chirurgie bariatrique encore non réalisée lors 

de l’analyse n = 14 

Absence de prélèvement de selles n = 12 
 

Retrait de consentement n = 1 

Population initiale 
évaluée pour 
l’inclusion 

Figure 1 : Diagramme de flux 
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B. Description de la population et comparaison des caractéristiques des patients 

selon la présence d’une fibrose sévère  

Les caractéristiques cliniques et biologiques des 102 patients sont détaillées dans le Tableau 

1. Il y avait 59 hommes (57,8%) et 43 femmes (42,2%). En moyenne, notre population avait 

un âge de 59 ans, un poids de 99,8 kg, un IMC de 35,9 kg/m² et un tour de taille de 118 cm. 

La majorité des femmes (70%) étaient ménopausées, avec un âge moyen de survenue de la 

ménopause à 48 ans. Seules 6 d’entre elles ont été traitées par traitement hormonal substitutif.  

Près de 54% des patients étaient fumeurs ou anciens fumeurs. Concernant les facteurs de 

risques métaboliques, 70,6% avait un diabète de type 2, 64,7% une hypertension artérielle, 

67,7% présentait une dyslipidémie, 1/3 un syndrome d’apnées du sommeil. Entre 12 et 18% 

des patients avec des comorbidités métaboliques n’étaient pas traités pour leurs facteurs de 

risque. Concernant les évènements cardio-vasculaires, 3,9% avait présenté un accident 

vasculaire cérébral (AVC), 12,8% avait fait un infarctus du myocarde (IDM) et 5,9% 

présentait une artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI).  

Concernant les données biologiques, on notait une élévation modérée des transaminases, 

prédominant sur les ALAT, et de l’activité de la GT. Les taux moyens de triglycérides et 

d’HbA1c étaient élevés, respectivement 2,1 ± 1,6 g/l et 7,2 ± 1,5%. Les taux d’albumine 

sérique, de plaquettes et le taux de prothrombine (TP) étaient dans les normes.  
Concernant l’évaluation non invasive de la fibrose (Tableau 2), la médiane de l’élasticité 

hépatique retrouvée au FibroScan® était élevée (14 ± 7,6 KPa) avec des critères 

d’interprétabilité fiables. Le taux d’échec ou d’ininterprétabilité du FibroScan® était de 

29,4%. La moyenne du biomarqueur de fibrose NAFLD Fibrosis Score se situait en zone 

indéterminée (-0,32 ± 1,45). Enfin, sur le plan radiologique, plus de 80% des patients 

présentaient une stéatose hépatique à l’échographie abdominale. 

Dans cette population de patients atteints de St. Met prouvée par biopsie, 59 (57.9%) avaient 

une fibrose sévère (F3-F4). Ces patients étaient plus âgés et présentaient plus fréquemment un 

diabète de type 2 et de l’hypertension artérielle que les patients sans fibrose sévère (F0-F2) 

(Tableau 1). L’obésité (IMC) notamment viscérale (tour de taille), de même que la présence 

d’une dyslipidémie, n’étaient pas supérieures ou plus fréquentes chez les patients avec fibrose 

sévère. Leur taux d’ASAT était aussi significativement plus élevé. Nous avons observé une 

tendance à des taux de plaquettes (p = 0,075) et de TP (p = 0,083) plus bas chez les patients 

avec fibrose sévère bien que ces taux soient dans les normes (Tableau 1). Les valeurs du 
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FibroScan® et du NAFLD Fibrosis Score étaient bien corrélées avec la présence d’une fibrose 

sévère (Tableau 2).  

 

Tableau 1 : Données cliniques et biologiques de la population totale 
 Population 

totale (n = 102) 
F0-F2 

n = 43 (42,1%) 
F3-F4 

n = 59 (57,9%) 
p 

valeur 

Données cliniques     

Genre, homme 

Age à l’inclusion, ans  

59 (57,8%) 

59 ± 11 

22 (51,2%) 

56 ± 12 

37 (62,7%) 

61 ± 10 

0,243 

0,022 

Tabagisme actif ou sevré 55 (53,9%) 21 (48,9%) 34 (57,7%) 0,645 

Poids, kg 

IMC, kg/m² 

Tour de taille, cm 

Tour de hanche, cm 

99,8 ± 20,4 

35,9 ± 7,6 

118 ± 14 

117 ± 13 

- 

35,4 ± 8,1 

115 ± 14 

115 ± 14 

- 

36,2 ± 7,2 

120 ± 14 

120 ± 14 

- 

0,625 

0,100 

0,100 

Diabète de type 2 

Dyslipidémie 

HTA 

72 (70,6%) 

69 (67,7%) 

66 (64,7%) 

25 (58,1%) 

26 (60,5%) 

22 (51,2%) 

47 (79,7%) 

43 (72,9%) 

44 (74,6%) 

0,018 

0,186 

0,015 

SAS 

AVC 

IDM  

AOMI 

35 (34,3%) 

4 (3,9%) 

13 (12,8%) 

6 (5,9%) 

14 (32,6%) 

1 (2,3%) 

3 (7%) 

3 (7%) 

21 (35,6%) 

3 (5,1%) 

10 (16,9%) 

3 (5,1%) 

0,750 

0,478 

0,136 

0,688 

Données biologiques     

HDL-cholestérol, g/l 

LDL-cholestérol, g/l 

Triglycérides, g/l 

HbA1c, % 

0,42 ± 0,12 

1,01 ± 0,38 

2,11 ± 1,60 

7,2 ± 1,5 

0,44 ± 0,11 

1,04 ± 0,40 

2,04 ± 1,49 

7 ± 1,5 

0,41 ± 0,13 

0,98 ± 0,37 

2,16 ± 1,68 

7,3 ± 1,5 

0,262 

0,519 

0,730 

0,360 

ASAT, UI/l 

ALAT, UI/l 

GT, UI/l 

Albumine sérique, g/L 

TP, % 

Plaquettes, g/l  

40 ± 31 

54 ± 28 

105 ± 136 

40,3 ± 3,3 

96 ± 7 

235 ± 66 

30 ± 12 

49 ± 27 

91 ± 174 

39,9 ± 3,5 

98 ± 4 

248 ± 72 

47 ± 38 

58 ± 27 

115 ± 100 

40,6 ± 3,1 

95 ± 9 

225 ± 60 

0,006 

0,088 

0,379 

0,299 

0,083 

0,075 

Créatinine, µmol/l 77 ± 24 80 ± 29 75 ± 20 0,292 

Les données sont présentées en effectif (%) ou en moyenne ± écart-type. 
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Abréviations : ALAT : alanine aminotransférase ; AOMI : artériopathie oblitérante des 

membres inférieurs ; ASAT : aspartate aminotransférase ; AVC : accident vasculaire 

cérébral ; GT : gamma glutamyl transpeptidase ; HbA1c : hémoglobine glyquée ; HDL : 

High Density Lipoproteins ; HTA : hypertension artérielle ; IDM : infarctus du myocarde ; 

IMC : indice de masse corporelle ; LDL : Low Density Lipoproteins ; TP : taux de 

prothrombine ; SAS : syndrome d’apnée du sommeil. 

 

Tableau 2 : Résultats des méthodes non invasives d’évaluation de la fibrose 

 Population 
totale (n = 102) 

F0-F2 
n = 43 (42,1%) 

F3-F4 
n = 59 (57,9%) 

p 

valeur 

FibroScan®, kPa 

- ≥ 7,9  

- ≤ 7,9  

- Echec  

14 ± 7,6 

67 (65,7%) 

5 (4,9%) 

30 (29,4%) 

10,8 ± 3,1 16,5 ± 9,2 0,001 

NAFLD Fibrosis Score    

- > 0,675 

- < -1,455 

- Zone grise 

- NC 

-0,32 ± 1,45 

29 (28,4%) 

28 (27,5%) 

38 (37,2%) 

7 (6,9%) 

-0,85 ± 1,37 0,1 ± 1,38 

 

0,001 

Les données sont présentées en effectif (%) ou en moyenne ± écart-type.  

Abréviations : IQR : interquartile range ; NC : non connu. 

 

C. Résultats histologiques  

La majorité des biopsies hépatiques a été réalisée par abord jugulaire en endoscopie (87,3%), 

11,7% par voie chirurgicale et 1% par voie percutanée en radiologie (en raison 

d’hémangiomes). Le gradient porto-systémique moyen était normal. A l’histologie (Tableau 

3), 47 patients (46,1%) avaient une fibrose sévère (F3) et 12 (11.8%) une cirrhose. Selon 

l’algorithme de FLIP qui définit la présence d’une stéato-hépatite à partir du score SAF, 85 

patients (83,3%) présentaient une stéato-hépatite. 

Il y avait significativement plus de stéato-hépatite chez les patients avec une fibrose sévère 

(90% vs 74%) du fait d’une ballonisation hépatocytaire plus marquée et non d’une 

inflammation plus sévère (Tableau 3). 
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D. Prévalence de l’E. coli appartenant au groupe B2 

Les résultats d’une analyse préliminaire portant sur les 79 premiers patients des 102 inclus 

sont présentés ci-dessous.  

Parmi ces 79 patients, 50 (63,3%) avaient une fibrose sévère F3-F4 et 63 (79,7%) une stéato-

hépatite définie par le score SAF. 

La répartition des patients selon les stades de fibrose et la présence d’une stéato-hépatite en 

fonction du portage d’E. coli du groupe B2 est détaillée dans le Tableau 4. 

 

Tableau 4 : Répartition du portage d’E. coli du groupe B2 chez les 79 patients analysés 

 Porteurs d’E. coli B2 
n = 38 (48,1%) 

Non porteurs d’E. coli B2 
n = 41 (51,9%) 

Fibrose - F0/F1/F2 
  - F3/F4 

0 / 2 (5,3%) / 14 (36,8%) 
19 (50%) / 3 (7.9%) 

2 (4,9%) / 5 (12,2%) / 6 (14,6%) 
20 (48,8%) / 8 (19,5%) 

Stéato-hépatite selon le score NAS :  
*oui (≥ 5) 
*borderline (3-4)  
*NC            

 
13 (34,2%) 
11 (28,9%) 

1 (2,6%) 

 
17 (41,5%) 
12 (29,3%) 

1 (2,4%) 
Stéato-hépatite selon FLIP/SAF: 
*NC                 
SAF, inflammation 

- 0 
- 1-2 
- NC 

SAF, ballonisation  
- 0 
- 1/2 
- NC  

34 (89,5%) 
 
 

3 (7,9%) 
35 (92,1%) 

0 
 

2 (5,3%) 
36 (94,7%) 

0 

29 (70,7%) 
*1 (2,4%) 

 
5 (12,2%) 

34 (82,9%) 
2 (4,9%) 

 
8 (19,5%) 

31 (75,6%) 
2 (4,9%) 

Les données sont présentées en effectif (%). 

Abréviations : NAS : NAFLD Activity Score ; NC : non connu ; SAF : steatosis activity 

fibrosis. 

 

 

Nous avons étudié la prévalence de l’E.coli en fonction de la sévérité de la fibrose d’une part 

et de la présence d’une stéato-hépatite d’autre part (Figure 2).   



 

61 
 

1) Prévalence d’E. coli du groupe B2 en fonction de la sévérité de la fibrose 

Sur ces 79 patients analysés, 38 (48,1%) patients étaient porteurs d’E. coli appartenant au 

groupe phylogénétique B2.  

Nous avons observé une association entre le portage d’E. coli du groupe B2 et le stade de 

fibrose (p = 0.043) (Figure 2A). Cependant, il n’y avait pas de différence de prévalence en 

classant les patients selon la sévérité de la fibrose F1-F2 versus F3-F4 (p = 0.338) (Figure 

2A). 

2) Prévalence d’E. coli du groupe B2 en fonction de la présence d’une stéato-

hépatite 

Nous avons observé une nette tendance (p = 0,052) en faveur d’un portage d’E. coli du groupe 

B2 plus important chez les patients présentant une stéato-hépatite définie par l’algorithme de 

FLIP à partir du score SAF par rapport aux patients avec stéatose pure (Figure 2B). Cette 

tendance n’était pas observée avec le score NAS de Kleiner qui prend en compte les patients 

« borderline » (Figure 2B).  

Nous avons donc étudié la relation entre les paramètres définissant la stéato-hépatite par 

l’algorithme de FLIP selon le score SAF (stéatose ≥ 1 + inflammation lobulaire ≥ 1 + 

ballonisation hépatocytaire ≥ 1) et le portage d’E. coli du groupe B2. 

L’ensemble des patients porteurs d’E. coli du groupe B2 présentait une stéatose ≥ S1 (Tableau 

4). La prévalence du portage d’E. coli du groupe B2 était significativement plus élevée chez 

les patients présentant une ballonisation hépatocytaire de grade 1 ou 2 (p = 0.047) tandis 

qu’elle ne variait pas avec l’inflammation lobulaire (p = 0.371) (Figure 2C). 
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Figure 2 : Prévalence de l’E. coli du groupe B2 chez les 79 patients analysés 

 
A/ Prévalence de l’E. coli du groupe B2 selon la sévérité de la fibrose 

B/ Prévalence de l’E. coli du groupe B2 selon la présence d’une stéato-hépatite 

C/ Prévalence de l’E. coli du groupe B2 selon les paramètres diagnostiques de stéato-hépatite 

(score SAF/FLIP) 

Les résultats sont présentés en effectifs (%). 
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E. Prévalence du portage de l’îlot pks codant pour la génotoxine colibactine chez 

les patients porteurs d’E. coli du groupe B2 

Comme expliqué dans l’introduction, seules certaines souches d’E.coli du groupe B2 portent 

l’îlot génomique pks qui code pour la génotoxine colibactine. Nous avons donc recherché par 

qPCR parmi les 38 patients porteurs d’E.coli du groupe B2 ceux qui portaient l’îlot pks. 
Sur les 38 patients porteurs d’E. coli du groupe B2, 18 patients (47.4%) étaient porteurs de 

l’îlot pks. La répartition des patients porteurs et non porteurs de l’îlot pks en fonction des 

stades de fibrose et de la présence d’une stéato-hépatite est détaillée dans le Tableau 5. 

 

 

Tableau 5 : Répartition du portage de l’îlot pks chez les patients porteurs d’E. coli du 

groupe B2 

 Portage de l’îlot pks 
n = 18 (47,4%) 

Absence de portage de l’îlot pks 
n = 20 (52,6%) 

Fibrose - F0/F1/F2 
  - F3/F4 

0 / 1 (5,5%) / 7 (38,9%) 
8 (44,5%) / 2 (11,1%) 

0 / 1 (5%) / 7 (35%) 
11 (55%) / 1 (5%) 

Stéato-hépatite selon le score NAS :  
*oui (≥ 5) 
*borderline (3-4)  
*NC            

 
5 (27,8%) 
7 (38,9%) 

0 

 
8 (40%) 
4 (20%) 
1 (5%) 

Stéato-hépatite selon FLIP/SAF:     
SAF, inflammation 

- 0 
- 1-2 
- NC 

SAF, ballonisation  
- 0 
- 1-2 
- NC 

15 (83,3%) 
 

2 (11,1%) 
16 (88,9%) 

0 
 

2 (11,1%) 
16 (88,9%) 

0 

19 (95%) 
 

0 
19 (95%) 

1 (5%) 
 

0 
19 (95%) 

1 (5%) 
Les données sont présentées en effectif (%). 

Abréviations : NAS : NAFLD Activity Score ; NC : non connu ; SAF : steatosis activity 

fibrosis. 
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Nous avons ensuite étudié la prévalence du portage de l’îlot pks en fonction de la sévérité de 

la fibrose d’une part et de la présence d’une stéato-hépatite d’autre part (Figure 3). 

 
La prévalence de l’îlot pks chez les patients porteurs d’E. coli du groupe B2 n’était pas 

différente en fonction de la sévérité de la fibrose (p = 0,638 et p = 0,836) (Figure 3A) ou de la 

présence d’une stéato-hépatite (p = 0,105) (Figure 3B). 

Il n’y avait pas non plus de différence de la prévalence de l’îlot pks chez les patients porteurs 

d’E. coli du groupe B2 en fonction du stade de ballonisation hépatocytaire ou d’inflammation 

lobulaire (p = 0,230 et p = 0,230 respectivement) (Figure 3C). 
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Figure 3 : Prévalence du portage de l’îlot pks chez les patients porteurs d’E. coli du 

groupe B2 

 
A/ Prévalence du portage de l’îlot pks selon la sévérité de la fibrose 

B/ Prévalence du portage de l’îlot pks selon la présence d’une stéato-hépatite 

C/ Prévalence du portage de l’îlot pks selon les paramètres diagnostiques de stéato-hépatite 

(score SAF/FLIP) 

Les résultats sont présentés en effectifs (%). 
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F. Présence d’E. coli du groupe B2 dans le tissu hépatique 

Aucune bactérie viable y compris l’E. coli du groupe B2 n’a été détectée dans les tissus 

hépatiques mis en culture chez les 7 premiers patients analysés. Cette recherche n’a donc pas 

été poursuivie sur l’ensemble des patients inclus. 

 

IV. DISCUSSION 

Notre étude visait à déterminer s’il existait une association entre la prévalence de l’E. coli du 

groupe B2 et des souches portant l’îlot pks codant pour la génotoxine colibactine, et la 

sévérité de la stéatopathie métabolique définie par la présence d’une stéato-hépatite ou d’une 

fibrose sévère (F3-F4). 

L’analyse préliminaire portant sur les 79 premiers patients inclus parmi les 102 analysables a 

montré que 48% d’entre eux étaient porteurs d’E. coli du groupe B2 dans leurs selles. Parmi 

les patients porteurs d’E. coli du groupe B2, 47% portaient l’îlot pks qui code pour la 

génotoxine colibactine. La prévalence du portage d’E. coli du groupe B2 n’était pas différente 

en fonction de la sévérité de la fibrose. En revanche, le portage d’E. coli du groupe B2 

semblait associé à la présence d’une stéato-hépatite (p = 0,052) et en particulier d’une 

ballonisation hépatocytaire (p = 0,047). La recherche d’E. coli du groupe B2 dans le tissu 

hépatique par culture était négative chez 7 patients. 

 

Dans la population générale, 95% sont porteurs d’E. coli dans les selles, et 30% sont porteurs 

du groupe phylogénétique B2. On assiste à une augmentation de cette prévalence ces 

dernières décennies dans les pays industrialisés possiblement secondaire à des modifications 

du mode de vie et des facteurs environnementaux [220]. Son implication dans certaines 

infections, maladies inflammatoires, immunes ou néoplasiques a été démontrée. Cependant, 

aucune étude n’avait étudié son rôle dans la St. Met.  

Dans la St. Met, l’augmentation de la production d’éthanol par les bactéries du MI, 

notamment E. coli, favoriserait la perméabilité de la barrière intestinale et entraînerait 

l’accumulation de triglycérides et un stress oxydatif dans le foie [197]. Une étude préalable 

avait montré que le genre Echerichia pourrait être un facteur de risque de progression vers la 

stéato-hépatite chez des enfants obèses [213]. Dans une autre étude, E. coli était plus 

abondante chez les patients atteints de fibrose avancée (F3-F4) par rapport aux patients sans 
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fibrose avancée (F0-F2) (résultat non significatif) [215]. Notre étude est la première à 

s’intéresser à la prévalence du groupe B2 de l’E. coli chez des patients atteints de St. Met.  

 

Nous avons observé dans cette analyse préliminaire une prévalence d’E. coli du groupe B2 

supérieure à celle décrite dans la population générale (48% vs 30%). Des études 

complémentaires sont nécessaires pour expliquer les mécanismes physiopathologiques de la 

relation entre cette souche bactérienne et la St. Met.  

Nous n’avons pas mis en évidence de différence dans la prévalence d’E. coli du groupe B2 en 

fonction de la sévérité de la fibrose dans la St. Met. A ce stade, et compte tenu du calcul 

d’effectif préalablement effectué pour mettre en évidence une différence, il n’est pas possible 

de conclure sur l’absence de relation ou sur un manque de puissance.  

Néanmoins, nous avons observé une probable association (p = 0.052) entre l’augmentation du 

portage d’E. coli du groupe B2 et la présence d’une stéato-hépatite. L’analyse doit être 

complétée avec les 23 autres patients inclus dans l’étude pour voir si la tendance se confirme.   

De façon intéressante, l’analyse de chacun des paramètres définissant la stéato-hépatite a 

montré une ballonisation hépatocytaire plus importante chez les porteurs d’E. coli du groupe 

B2 par rapport aux patients non porteurs (p = 0,047) tandis que l’inflammation hépatocytaire 

n’était pas différente entre les groupes porteurs et non porteurs. En effet, la colibactine semble 

jouer un rôle délétère sur l’ADN de l’hôte pouvant entrainer la mort cellulaire [227]. Son rôle 

sur les cellules hépatiques reste à démontrer. 

 

Les souches d’E. coli du groupe B2 productrices de la génotoxine colibactine sont présentes 

relativement tôt dans la vie puisque 15% des nouveaux-nés français âgés de 3 jours présentent 

l’îlot pks dans leur MI et la colibactine pourrait être également à l’origine d’une altération de 

la barrière intestinale dès la naissance [228]. Chez l’adulte, la colibactine favorise la 

sénescence cellulaire, le cancer colorectal (66,7% de portage de l’îlot pks dans les biopsies 

digestives des patients atteints de cancer colorectal contre 20,8% chez les sujets sains)  et 

l’inflammation dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (40% de portage) 

[227]. Dans notre étude, la prévalence de l’îlot pks atteignait 40% chez les porteurs de B2 au 

stade de stéato-hépatite.  

Si l’E. coli du groupe B2 produisant cette génotoxine augmente la perméabilité intestinale, on 

peut faire l’hypothèse que cette colibactine pourrait en partie expliquer les mécanismes 

physiopathologiques de transition de la stéatose vers la stéato-hépatite. Dans notre étude, la 

prévalence de l’îlot pks n’était pas différente en fonction de la sévérité de la fibrose ou de la 
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présence d’une stéato-hépatite chez les patients porteurs de l’E. coli du groupe B2. Notre 

étude manque encore de puissance puisque l’îlot pks a été retrouvé seulement chez 18 patients 

des 38 patients porteurs de B2.  

Des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer le lien entre l’augmentation du 

portage de l’E. coli du groupe B2 et le rôle de la colibactine dans l’altération de la barrière 

intestinale et la survenue de stéato-hépatite.  

 

V. CONCLUSION 

Ces résultats préliminaires suggèrent un lien entre l’E. coli du groupe phylogénétique B2 et la 

présence d’une stéato-hépatite dans une population de patients atteints de St. Met, en 

particulier dans la souffrance hépatocytaire (ballonisation). L’analyse de l’ensemble de notre 

population doit être poursuivie pour rechercher un lien entre la production de colibactine par 

certaines souches de ce groupe et la stéato-hépatite.  
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I. INTRODUCTION 

A. Contexte et hypothèses 

Les stéatopathies métaboliques (St. Met) deviennent la première cause d’hépatopathie 

chronique dans les pays occidentaux, avec une prévalence de 24% dans la population générale 

adulte [19]. La présence d’une stéato-hépatite expose à un risque d’évolution vers la cirrhose 

et le cancer du foie. Le pronostic est conditionné par la présence d’une fibrose [81, 82], avec 

une augmentation de la mortalité globale dès le stade de fibrose légère (F1) [81], et de la 

mortalité hépatique dès le stade de fibrose modérée (F2) [81].  En raison du caractère invasif 

et des limites de la biopsie hépatique, actuel méthode diagnostique de référence, il apparaît 

indispensable de trouver des marqueurs diagnostiques capables d’identifier les patients à 

risque.  

La St. Met est caractérisée par une dysbiose intestinale (modification de la composition et/ou 

de la fonction du microbiote intestinal) associée à une augmentation de la translocation 

bactérienne par augmentation de la perméabilité intestinale [192, 193, 196-202]. Le foie est le 

premier organe qui draine le sang en provenance de l’intestin via le système veineux porte. En 

l’absence de pathologie, une faible proportion de bactéries parvient ainsi au niveau du foie où 

elles sont prises en charge par le système immunitaire qui régule leur présence via les Toll-

like récepteurs [172, 243].  

Un lien entre le degré de sévérité de la St. Met et la composition taxonomique du microbiote 

intestinal a été démontré [212]. Cependant, l’analyse des selles comme marqueur de la 

sévérité de la St. Met présente des limites non négligeables (inconfort pour le patient, 

prélèvement non réalisable en consultation, etc…) qui nous conduisent à rechercher 

préférentiellement un biomarqueur diagnostique sanguin. 

L’existence d’un « microbiote sanguin » a été mise en évidence sous forme d’ADN ribosomal 

16S (ADNr 16S) issu de la translocation bactérienne dans le sang de souris présentant une 

stéatose hépatique induite par un régime hyperlipidique [193]. Chez l’Homme, la quantité 

d’ADNr 16S présente dans le sang était prédictive de la survenue de maladies 

cardiovasculaires [182]. En outre, il existe aussi un « microbiote tissulaire » comme démontré 

dans le tissu adipeux chez l’Homme, qui semble corrélé avec l’IMC [244], et qui pourrait être 

impliqué dans la survenue du diabète de type 2 et des maladies métaboliques [245] comme 

suggéré par les modèles murins. 
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Récemment, une étude a montré un lien entre la quantité d’ADNr 16s et la présence d’une 

fibrose hépatique dans une population de patients obèses morbides biopsiés du foie au cours 

d’une chirurgie bariatrique [214]. Dans cette étude, les patients qui présentaient une fibrose 

avaient également une moindre diversité dans les populations bactériennes circulant dans le 

sang, et une signature taxonomique sanguine spécifique par rapport aux patients obèses sans 

fibrose [214]. Cependant, il s’agissait d’une population très particulière de patients obèses 

morbides (IMC > 40), avec ou sans St. Met, composée majoritairement de femmes (72%). En 

outre, la présence d’une stéato-hépatite n’était pas recherchée et le spectre complet des stades 

de fibrose n’était pas représenté. Les effectifs de patients avec fibrose étaient faibles avec 

seulement 7 patients avec une fibrose légère et 4 une fibrose modérée à sévère. De plus, la 

signature taxonomique n’avait pas été confirmée dans leur cohorte de validation [214]. 

Nous avons fait l’hypothèse que la caractérisation du microbiote sanguin chez des patients 

présentant une St. Met pouvait permettre d’identifier un biomarqueur associé au degré de 

sévérité d’atteinte hépatique.  

B. Objectif 

L’objectif principal de notre étude était d’explorer la relation entre la quantité d’ADNr 16S 

dans le sang et le degré de sévérité de la fibrose hépatique dans une population de patients 

présentant une St. Met. 

Les objectifs secondaires étaient : 

- d’explorer la relation entre la quantité d’ADNr 16S dans le sang et la présence d’une 

stéato-hépatite 

- d’analyser la composition taxonomique du microbiote sanguin et de la comparer entre 

les patients présentant une fibrose sévère (F3-F4) et ceux sans fibrose sévère (F0-F2). 

 

II. PATIENTS ET METHODES 

A. Schéma d’étude 

Il s’agit d’une étude ancillaire de l’étude clinique prospective, observationnelle, descriptive, 

translationnelle, monocentrique ColiNASH (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02390232) 

conduite à l’hôpital Purpan, au CHU de Toulouse. Cette étude ancillaire appelée « 

Identification d’un biomarqueur de fibrose hépatique issu du microbiote sanguin chez des 

patients atteints de stéatopathie métabolique » (acronyme « Coli-NASH sanguin ») a obtenu 
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l’autorisation de l’ANSM le 24/11/2015 et du CPP le 16/12/2015. Tous les patients recevaient 

pour cette étude ancillaire une information orale et une note d’information écrite différente de 

celle de l’étude princeps et donnaient leur consentement par écrit sur un document spécifique 

à l’étude ancillaire, après un délai de réflexion qu’ils jugeaient nécessaire. 

B. Critères d’éligibilité 

1) Critères d’inclusion 

Les 102 patients inclus et analysables dans l’étude princeps ColiNASH ont été considérés 

pour l’inclusion. Ont également été considérés pour l’inclusion les 12 patients inclus dans 

ColiNASH qui n’ont pas été analysés en raison d’un échantillon de selles manquant, mais 

dont l’échantillon de sang était disponible. Parmi ces 114 patients, seuls ceux qui ont signé un 

consentement spécifique pour l’étude ancillaire ont été inclus. 

2) Critères de non inclusion ou d’exclusion 

Etaient exclus les patients inclus et analysables dans ColiNASH chez qui le prélèvement de 

sang n’avait pas pu être réalisé. Les autres causes d’exclusion étaient communes à l’étude 

princeps. 

C. Critères de jugement 

Le critère de jugement principal était de comparer les concentrations d’ADNr 16S dans le 

sang selon le stade de sévérité de la fibrose F0-F2 (fibrose absente à modérée) versus F3-F4 

(fibrose sévère ou cirrhose).  

Les critères de jugement secondaires étaient : 

- de comparer les concentrations d’ADNr 16S dans le sang selon la présence d’une 

stéato-hépatite (stéato-hépatite versus stéatose simple), 

- de comparer la composition taxonomique du microbiote sanguin selon le stade de 

sévérité de la fibrose (F0-F2 versus F3-F4). 

D. Etude du microbiote sanguin 

Pour chaque patient, un échantillon de 200 µl de sang veineux périphérique total a été utilisé. 

Les analyses ont été réalisées par la société Vaiomer, située 516 rue Pierre et Marie Curie 

31670 LABEGE. Ceci a été fait dans le cadre d’une convention passée entre le promoteur de 

l’étude : le CHU de Toulouse et la société VAIOMER. Les analyses de microbiote sanguin 
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ont été réalisées par Benjamin Lelouvier et Jérôme Lluch, les analyses bioinformatiques par 

Amandine Broha et Florence Servant (VAIOMER). Le Pr Jacques AMAR a contribué à la 

conception de l’étude, l’analyse et l’interprétation des données. 

Les échantillons de sang étaient stockés dans le service d’hépato-gastro-entérologie du CHU 

de Toulouse à -80°C puis envoyés à la société Vaiomer par transport carboglace de façon 

groupée.   

1) Détermination quantitative de l’ADN bactérien circulant par dosage qPCR du gène 

bactérien 16S dans le sang 

La quantité d’ADN bactérien dans le sang, reflet de la translocation bactérienne, était 

déterminée par technologie real time quantitative Polymerase Chain Reaction (rt-qPCR) 

optimisé spécifiquement pour le sang humain par la société Vaiomer. L’ADN bactérien était 

extrait du sang total par une méthode d’extraction optimisée. Une quantification par qPCR 

était ensuite réalisée en utilisant des amorces nucléiques universelles dirigées contre les 

régions V3-V4 du gène bactérien 16S et capable d’amplifier l’ADNr 16S de plus de 95 % des 

bactéries connues. 

2) Analyse qualitative par séquençage métagénomique haut débit de l’ADNr 16S du 

microbiote sanguin 

La caractérisation de la population bactérienne présente au sein des échantillons sanguins était 

déterminée par méthode de séquençage haut débit nouvelle génération des régions variables 

de l’ADNr 16S. Après extraction des ADN génomiques, et amplification des gènes bactériens 

16S par PCR, la détection des fragments de séquençage générés était réalisée par la 

technologie Illumina MiSeq. Les données obtenues étaient ensuite analysées par 

bioinformatique permettant un regroupement en OTU (operational taxonomic units) et une 

assignation phylotypique (identification des taxons bactériens). 

E. Calcul de la taille de l’étude 

L’étude pilote préalable dans la population de patients obèses opérés de chirurgie bariatrique a 

montré qu’il existait une augmentation d’un facteur 2,7 du nombre de copies/µl de sang de 

l’ADNr 16S chez les patients présentant une fibrose par rapport aux patients sans fibrose (239 

± 186 vs 652 ± 285) [214]. Nous avons fait l’hypothèse qu’entre les patients présentant une 

fibrose absente à modérée (F0-F2) et ceux présentant une fibrose sévère (F3-F4), on 
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observerait un doublement de ce nombre de copie. Un effectif de 60 patients par groupe soit 

120 patients au total permettrait de détecter cette différence avec une puissance de 95% et un 

risque de première espèce de 5%. 

F.  Méthodes statistiques 

L’analyse bioinformatique et biostatistique des données était prise en charge dans le cadre 

d’une collaboration entre le CHU et la société Vaiomer.  

L’analyse bioinformatique et biostatistique a été effectué par un pipeline propriétaire de 

Vaiomer, basé entre autres sur les logiciels FROGS, LEFSE, environnement R et la base de 

donnée Silva. Les logiciels utilisés pour l’analyse des données statistiques et pour la 

réalisation des graphiques étaient respectivement les logiciels SPSS (version 19.0) et 

GraphPad Prism (version 5.00) pour Windows. L’analyse se faisait sur données contenant 

comme seul identifiant un numéro d’anonymat. Une description initiale de la population était 

faite en détaillant effectifs et pourcentages pour les variables qualitatives, moyennes et écart 

types pour les variables quantitatives de distribution normale. Les comparaisons des variables 

cliniques et biologiques entre les groupes de patients répartis selon la sévérité de leur fibrose 

étaient effectuées par tests de Chi-2 pour les variables catégorielles et par tests de Student 

pour les variables quantitatives. La proportion relative d’ADN bactérien était comparée à 

l’aide d’un test de Mann-Whitney en raison d’une distribution non gaussienne. Le seuil de 

significativité était fixé à 5%.  

 

III. RESULTATS 

A. Description de la population et comparaison des caractéristiques des patients 

selon la présence d’une fibrose sévère 

Parmi les 114 patients considérés pour l’inclusion, 92 patients ont signés un consentement 

spécifique pour l’étude ancillaire et ont été inclus dans « ColiNASH sanguin ». 

Leurs caractéristiques cliniques et biologiques sont détaillées dans le Tableau 1. Il y avait 50 

hommes (54,3%) et 42 femmes (45,7%). En moyenne, cette population avait un âge de 58 

ans, un poids de 100 kg, un IMC de 36,1 kg/m², et un tour de taille de 118 cm. 

Deux tiers des femmes étaient ménopausées, avec un âge moyen de survenue de la ménopause 

à 48 ans, 7 d’entre elles ont été traitées par traitement hormonal de la ménopause. 
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Près de 54% des patients étaient fumeurs ou anciens fumeurs. Concernant les facteurs de 

risques métaboliques, 69,6% avait un diabète de type 2, 63% une hypertension artérielle, 

67,4% présentait une dyslipidémie et 1/3 un syndrome d’apnées du sommeil.  

Concernant les évènements cardio-vasculaires, 2,2% avait présenté un AVC, 14,1% avait fait 

un infarctus du myocarde, et 5,4% présentait une AOMI. 

Sur le plan biologique, les patients présentaient une cytolyse modérée, prédominante sur les 

ALAT, associée à une élévation de l’activité de la GT. Sur le plan métabolique, il a été 

retrouvé un taux de triglycérides élevé à 2,18 ± 1,68 g/l et une HbA1c à 7,4 ± 1,5%.  

Les tests d’évaluation non invasive de la fibrose (Tableau 2) montraient une médiane 

d’élasticité hépatique au FibroScan® à 12,8 ± 7,1 KPa,  témoignant d’une fibrose sévère avec 

des critères d’interprétabilité fiables. La mesure de l’élasticité a échoué ou était ininterprétable 

chez 27,2% des patients. La moyenne du NAFLD Fibrosis Score se situait en zone 

indéterminée (-0,31 ± 1,41). Enfin, sur le plan radiologique, plus de 80% des patients 

présentaient une stéatose hépatique à l’échographie abdominale. 

 

Dans cette population, 51 (55.4%) patients avaient une fibrose sévère (F3-F4). Ces patients 

étaient plus fréquemment diabétiques, avaient un taux d’HDL-cholestérol plus bas, des taux 

d’ASAT et ALAT plus élevés, et un taux de plaquettes plus bas que  les patients sans fibrose 

sévère (F0-F2) (Tableau 1). Comme attendu, les résultats du FibroScan® et du NAFLD 

Fibrosis Score étaient bien corrélés à la présence d’une fibrose sévère à la biopsie, confirmant 

l’efficacité de ces tests non invasifs (Tableau 2). 
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Tableau 1 : Données cliniques et biologiques de la population globale 

 Population 
totale (n=92) 

F0-F2 
n = 41 (44,6%) 

F3-F4 
n = 51 (55,4%) 

p 
valeur 

Données cliniques     

Genre, homme 

Age à l’inclusion, ans  

50 (54,3%) 

58 ± 12 

20 (48,8%) 

56 ± 13 

30 (58,8%) 

59 ± 12 

0,336 

0,170 

Tabagisme actif ou sevré 50 (54,4%) 21 (51,2%) 29 (56,9%) 0,831 

Poids, kg 

IMC, kg/m² 

Tour de taille, cm 

Tour de hanche, cm 

100 ± 21,6 

36,1 ± 8,1 

118 ± 15 

117 ± 14 

99,6 ± 23 

36,1 ± 8,4 

115 ± 13 

118 ± 15 

100,3 ± 20,6 

36 ± 7,9 

120 ± 15 

116 ± 12 

0,872 

0,965 

0,136 

0,533 

Diabète de type 2 

Dyslipidémie 

HTA 

64 (69,6%) 

62 (67,4%) 

58 (63%) 

22 (53,7%) 

25 (61%) 

23 (56,1%) 

42 (82,4%) 

37 (72,5%) 

35 (68,6%) 

0,003 

0,239 

0,216 

SAS 

AVC 

IDM  

AOMI 

35 (38%) 

2 (2,2%) 

13 (14,1%) 

5 (5,4%) 

16 (39%) 

0 

4 (9,8%) 

3 (7,3%) 

19 (37,3%) 

2 (3,9%) 

9 (17,6%) 

2 (3,9%) 

0,862 

0,200 

0,280 

0,475 

Données biologiques     

HDL-cholestérol, g/l 

LDL-cholestérol, g/l 

Triglycérides, g/l 

HbA1c, % 

0,43 ± 0,13 

1,03 ± 0,40 

2,18 ± 1,68 

7,4 ± 1,5 

0,46 ± 0,11 

1,08 ± 0,41 

2,07 ± 1,58 

6,9 ± 1,6 

0,40 ± 0,14 

0,99 ± 0,40 

2,26 ± 1,76 

7,6 ± 1,3 

0,029 

0,322 

0,612 

0,061 

ASAT, UI/l 

ALAT, UI/l 

GT, UI/l 

Albumine sérique, g/L 

TP, % 

Plaquettes, g/l  

40 ± 31 

55 ± 29 

100 ± 122 

40,3 ± 3,6 

97 ± 5 

238 ± 66 

29 ± 11 

46 ± 25 

82 ± 147 

40 ± 4 

97 ± 4 

254 ± 75 

48 ± 39 

63 ± 31 

114 ± 96 

40,4 ± 3,2 

96 ± 5 

225 ± 56 

0,002 

0,004 

0,212 

0,586 

0,232 

0,039 

Créatinine, µmol/l 78 ± 24 82 ± 28 75 ± 20 0,235 

Les données sont présentées en effectif (%) ou en moyenne ± écart-type. 
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Abréviations : ALAT : alanine aminotransférase ; AOMI : artériopathie oblitérante des 

membres inférieurs ; ASAT : aspartate aminotransférase ; AVC : accident vasculaire 

cérébral ; GT : gamma glutamyl transpeptidase ; HbA1c : hémoglobine glyquée ; HDL : 

High Density Lipoproteins ; HTA : hypertension artérielle ; IDM : infarctus du myocarde ; 

IMC : indice de masse corporelle ; LDL : Low Density Lipoproteins ; TP : taux de 

prothrombine ; SAS : syndrome d’apnée du sommeil. 

 

Tableau 2 : Résultats des méthodes non invasives d’évaluation de la fibrose 

 Population 
totale (n = 92) 

F0-F2 
n = 41 (44,6%) 

F3-F4 
n = 51 (55,4%) 

p 

valeur 

FibroScan®, kPa 

- ≥ 7,9  

- ≤ 7,9  

- Echec  

12,8 ± 7,1 

60 (65,2%) 

7 (7,6%) 

25 (27,2%) 

10,2 ± 2,3 15,4 ± 9 0,002 

NAFLD Fibrosis Score    

- > 0,675 

- < -1,455 

- Zone grise 

- NC 

-0,31 ± 1,41 

26 (28,3%) 

25 (27,2%) 

37 (40,2%) 

4 (4,3%) 

-0,82 ± 1,34 0,13 ± 1,28 0,001 

Les données sont présentées en effectif (%) ou en moyenne ± écart-type.  

Abréviations : IQR : interquartile range ; NC : non connu. 

B. Résultats histologiques 

La majorité des biopsies hépatiques a été réalisée par voie jugulaire en endoscopie (87%), et 

13% par voie chirurgicale. Le gradient porto-systémique moyen était normal.  

A l’histologie (Tableau 3), 43 patients (46,7%) avaient une fibrose sévère (F3) et 8 patients 

(8.7%) une cirrhose. Selon l’algorithme de FLIP définissant la stéato-hépatite à partir du score 

SAF, 75 (81,5%) patients présentaient une stéato-hépatite. 

Le gradient porto-systémique était significativement plus élevé en cas de fibrose sévère par 

rapport à l’absence de fibrose sévère (4,9 ± 3,1 vs 2,9 ± 1,1) (p < 0,001) bien que les valeurs 

moyennes soient dans les normes (< 5 mmHg). Il y avait significativement plus de stéato-

hépatite chez les patients avec une fibrose sévère du fait d’une ballonisation hépatocytaire 

plus marquée et non d’une inflammation plus sévère (Tableau 3). 
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C. Quantification de l’ADN bactérien dans le sang 

Six patients ont été exclus de cette analyse en raison de profils « atypiques » avec des 

proportions de famille de bactéries anormales pouvant correspondre à une contamination du 

prélèvement ou bien une infection débutante. Les patients exclus présentaient une 

augmentation anormale de Moraxellaceae, Staphylococcaceae, Lactobacilaceae, 

Streptococcaceae ou de Bifidobacteriaceae.  

Au total, 86 patients ont donc été analysés. Parmi ces 86 patients, 48 (55,8%) avaient une 

fibrose sévère F3-F4 et 70 (81,4%) une stéato-hépatite définie par le score SAF. 

Nous avons étudié la relation entre les concentrations d’ADNr 16S et la sévérité de la fibrose, 

de la stéatose, et la présence d’une stéato-hépatite. 

1) Quantification de l’ADNr 16S en fonction de la sévérité de la fibrose 

La concentration moyenne d’ADNr 16S en fonction du stade de fibrose (Tableau 4) n’était 

pas différente (p = 0,506) (Figure 1A). Lorsqu’on comparait les groupes fibrose absente à 

modérée (F0-F2) et fibrose sévère ou cirrhose (F3-F4), il n’y avait pas de différence 

significative de la concentration d’ADNr 16S (p = 0,608) (Figure 1A). 

  

Tableau 4 : Valeurs moyennes de la concentration d’ADNr 16S en fonction du stade de 

fibrose 

 

 

 

 

 

 

 

Les données sont présentées en moyenne ± écart-type. 

 

 Concentration moyenne d’ADNr 16S  

(copies/ml) 

F0 563 512,88 ± 366 677,85 

F1 2 048 620,60 ± 1 760 654,03 

F2 1 537 943,49 ± 983 601,68 

F3 1 737 363,03 ± 1 627 148,24 

F4 1 252 643,56 ± 1 422 166,49 
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2) Quantification de l’ADNr 16s en fonction de la sévérité de la stéatose 

Il n’y avait pas de différence de la concentration d’ ADNr 16S entre le groupe stéatose 

absente à légère (S0-S1) (n = 36) et stéatose modérée à sévère (S2-S3) (n = 50) (p = 0,624) 

(Figure 1B). 

3) Quantification de l’ADNr 16s en fonction de la présence d’une stéato-hépatite 

La concentration d’ADNr 16S n’était pas différente entre les groupes stéatose simple et 

stéato-hépatite selon l’algorithme FLIP à partir du score SAF ou selon le score NAS de 

Kleiner (p = 0,929 et p = 0,522 respectivement) (Figure 1C). 

 

4) Quantification de l’ADNr 16s en fonction de la présence d’une stéato-hépatite 

associée à une fibrose sévère 

Ce résultat n’était pas non plus significatif lorsqu’on comparait les patients qui associaient 

une stéato-hépatite et une fibrose sévère F3-F4 (n = 44) aux autres patients (fibrose sévère F3-

F4 sans stéato-hépatite (n= 4), fibrose légère à modérée (F0-F2) avec ou sans stéato-hépatite 

(n = 37)) (p = 0,471) (Figure 2). 

 

En synthèse, nous avons observé une augmentation non significative de la concentration 

d’ADNr 16S chez les patients atteints de St. Met présentant une fibrose (Figure 1A). 

Cependant, il n’y avait pas de différence dans les concentrations sanguines d’ADNr 16s en 

fonction de la présence d’une fibrose sévère, d’une stéatose sévère, ou d’une stéato-hépatite, 

ou encore de l’association d’une stéato-hépatite avec fibrose sévère. 
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Figure 1 : Quantification de l’ADNr 16S dans le sang 

 
A/ Quantification de l’ADNr 16S en fonction de la sévérité de la fibrose 

B/ Quantification de l’ADNr 16S en fonction de la stéatose 

C/ Quantification de l’ADNr 16S en fonction de la présence d’une stéato-hépatite 

Les résultats sont présentés en moyenne ± écart-type (copies/ml). 
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Figure 2 : Quantification de l’ADNr 16S selon la présence d’une stéato-hépatite (définie 

par l’algorithme FLIP à partir du score SAF) associée à une fibrose sévère (F3-F4) en 

comparaison aux autres patients (stéato-hépatite sans fibrose sévère (F0-F2) ou avec une 

fibrose sévère (F3-F4) sans stéato-hépatite ou stéatose pure sans fibrose sévère (F0-F2)) 

 
Les résultats sont présentés en moyenne ± écart-type (copies/ml). 

 

D. Séquençage du microbiote sanguin 

L’analyse qualitative de la composition du microbiote sanguin par séquençage 

métagénomique de l’ADNr 16S dans le sang de la population totale (86 patients) retrouvait 

une majorité de Proteobacteria (81,4%) et d’Actinobacteria (12,5%) et dans une moindre 

mesure 3,2% de Bacteroides et 2,9% de Firmicutes (Figure 3), ce qui correspond aux 

proportions retrouvées dans une population d’individus sains [173]. 
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Figure 3 : Répartition des phyla bactériens dans le sang de la population totale (86 

patients) 

 
 

1) Composition taxonomique du microbiote sanguin selon la sévérité de la fibrose 

La composition taxonomique du microbiote sanguin a ensuite été comparée entre les groupes 

fibrose absente à modérée (F0-F2) et fibrose sévère (F3-F4). Aucune différence n’a été 

observée à l’échelle du phylum. En revanche, des différences sont apparues à l’échelle de la 

classe, de l’ordre, de la famille et du genre (Figure 4). 
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Figure 4 : Composition taxonomique du microbiote sanguin (classe, ordre, famille et 

genre) en fonction du degré de sévérité de la fibrose (F0-F2 vs F3-F4) 

 
  
  

Les résultats sont présentés en effectifs (%).  
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Nous avons ensuite analysé les résultats du séquençage par l’algorithme LEfSe (linear 

discriminant analysis effect size) (Figure 5), une méthode qui permet d’identifier les 

modifications de taxas bactériens. Les taxa sont classés en arbre phylogénétique circulaire, 

représentés par des points allant du centre vers l’extérieur du cercle selon les rangs : phylum, 

classe, ordre, famille et genre. Les taxa significativement différents sont représentés en points 

colorés.  

Nous avons observé des différences dans la proportion de certains taxa bactériens entre les 

deux groupes (Figure 5).  

 

Figure 5 : Composition taxonomique du microbiote sanguin (classe, ordre, famille et 

genre) en fonction du degré de sévérité de la fibrose (F0-F2 vs F3-F4) selon l’algorithme 

LEfSe 

 
 
Abréviations : LEfSe : linear discriminant analysis effect size. 
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Une analyse par le test de Mann-Whitney a permis de confirmer que ces différences de taxa 

bactériens entre les deux groupes étaient significatives. En effet, à l’échelle de l’ordre, de la 

famille et du genre, la proportion des Sphingomonadales, Sphingomonadaceae et 

Sphingomonas respectivement, était significativement augmentée dans le groupe F3-F4 par 

rapport au groupe F0-F2 (p = 0,01, p = 0,01 et p = 0,016 respectivement) (Figure 6A). 

De plus, nous avons observé une proportion significativement plus importante des bactéries 

de la famille Moraxellaceae et du genre Acinetobacter dans le groupe F3-F4 par rapport au 

groupe F0-F2 (p = 0,0026 et p =0,0235 respectivement) (Figure 6B). 

Enfin, la proportion des bactéries de la classe Sphingobacteria et de l’ordre 

Sphingobacteriales était significativement diminuée dans le groupe F3-F4 par rapport au 

groupe F0-F2 (p = 0,0422) (Figure 6C).  

2) Composition taxonomique du microbiote sanguin selon la présence d’une stéato-

hépatite 

Il n’y avait pas de différence significative en fonction de la présence d’une stéato-hépatite 

après analyse du séquençage (données non représentées).  

 

 

En synthèse, sur le plan qualitatif, nous avons observés des différences significatives dans la 

proportion de taxa bactériens en fonction de la sévérité de la fibrose, pouvant faire évoquer 

une signature taxonomique spécifique du MS chez des patients présentant une St. Met avec 

fibrose sévère. En revanche, il n’y avait pas de modification du MS en fonction de la présence 

d’une stéato-hépatite. 
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Figure 6 : Comparaison des proportions des taxa bactériens en fonction du degré de 

sévérité de la fibrose (F0F2 vs F3F4) 

 
A/ Comparaison des proportions des bactéries de l’ordre Sphingomonadales, de la famille des 

Sphingomonadaceae et du genre Sphingomonas 

B/ Comparaison des proportions des bactéries de la famille Moraxellaceae et du genre 

Acinetobacter 

C/ Comparaison des proportions des bactéries de la classe Sphingobacteria et de l’ordre 

Sphingobacteriales 

Les résultats sont présentés en effectifs (%) ou en moyenne ± écart-type. *correspond à la 

différence entre les groupes F0-F2 et F3-F4 : *p < 0,05 ; **p ≤ 0,01. 
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IV. DISCUSSION 

Notre étude visait à explorer la relation entre le microbiote sanguin et la sévérité de la St. Met 

par quantification de l’ADNr 16S dans le sang et analyse taxonomique du microbiote sanguin. 

Nous avons observé une augmentation non significative de la concentration d’ADNr 16S 

sanguin chez les patients atteints de St. Met avec fibrose (F ≥ 1). En revanche, la quantité 

d’ADNr 16S ne différait pas selon la présence d’une fibrose sévère, d’une stéato-hépatite ou 

de l’association des deux.  

Après séquençage métagénomique de l’ADN bactérien sanguin, la répartition des principaux 

phyla bactériens était semblable à celle de la population générale. Cependant les analyses 

LEfSe ont mis en évidence une signature taxonomique spécifique dans le groupe fibrose 

sévère (F3-F4) à l’échelle de la classe, de l’ordre, de la famille et du genre. Il existait une 

augmentation significative de la proportion de Sphingomonadales, Sphingomonadaceae, 

Sphingomonas, Moraxellaceae, et Acinetobacter. Une diminution significative a été observée 

dans ce même groupe pour les Sphingobacteria et Sphingobacteriales. Cette signature était 

spécifique de la fibrose et non de la présence d’une stéato-hépatite. 

 

Le MS provient en majeure partie du MI par des mécanismes de translocation bactérienne. 

Pourtant, les profils taxonomiques sont très différents entre le MI et le MS pour des raisons 

encore méconnues. A l’échelle des phyla, les Firmicutes (80%), Bacteroidetes (15%) et 

Actinobacteria (2%) prédominent dans le MI tandis que les Protéobacteria (> 80%) et 

Actinobacteria (de l’ordre de 10%) prédominent dans le MS. Il a été suggéré un rôle de filtre 

de la barrière intestinale et du système immunitaire [246]. De plus, le foie jouerait un rôle de 

« pare-feu » en éliminant les bactéries commensales qui circuleraient dans le sang [247]. 

Lorsque la translocation est augmentée, des quantités trop importantes de bactéries ou 

d’endotoxines se retrouvent dans le sang. Nous savons que la bactériémie et l’endotoxinémie 

participent à la progression de la stéatose pure vers la stéato-hépatite et la fibrose par 

stimulation du système immunitaire inné, entrainant la production de cytokines pro-

inflammatoires. Cependant le lien entre le degré de sévérité de la St. Met et le MS restait à 

établir.  

Envisager le MS comme marqueur diagnostique et pronostique a comme intérêt la facilité 

d’obtention d’un échantillon de sang par rapport à un échantillon de foie ou de selles, ou 

encore le caractère objectif de l’analyse, non soumis à l’expérience de l’opérateur, ni aux 

limites de faisabilité comme l’obésité avec le FibroScan®.  
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Récemment, une étude a mis en évidence un lien entre l’endotoxinémie et la sévérité de la St. 

Met : le taux sanguin de LBP, marqueur de l’endotoxinémie, augmentait en cas de stéato-

hépatite et de fibrose F2-F4 [216]. Une autre étude a montré une augmentation de la 

concentration d’ADNr 16S dans le sang des patients obèses morbides opérés d’une chirurgie 

bariatrique présentant une fibrose hépatique légère à modérée [214]. 
Notre étude est la première étude à analyser le MS en fonction de la sévérité de la fibrose et 

de la présence d’une stéato-hépatite dans une population de patients atteints de St. Met 

représentative de la population suivie en hépatologie. La quantité d’ADNr 16S semblait être 

augmentée, de façon non significative, chez les patients ayant une fibrose. Ce résultat pourrait 

conforter l’hypothèse d’une association entre la concentration d’ADN bactérien, reflet de la 

translocation bactérienne, et la présence d’une fibrose dans la St. Met. L’absence de 

différence pourrait être liée à un effectif trop faible dans le groupe sans fibrose (F0). A ce 

jour, nous ne savons pas si la bactériémie, secondaire à la translocation bactérienne, est un 

facteur de risque indépendant impliqué dans l’apparition de la St. Met ou bien si c’est un 

cofacteur dans la progression de la maladie.  

La quantification de l’ADNr 16S dans le sang par qPCR est une technique disponible, facile à 

utiliser mais réalise une quantification relative de l’ADN bactérien ne permettant pas de 

comparer des populations indépendantes. En effet, il existe une variation importante du taux 

sanguin d’ADNr 16S inter- et intra-individuelle. Des études supplémentaires sont nécessaires 

à plus grande échelle avec une standardisation de la méthode de quantification de l’ADN 

bactérien afin de pouvoir évaluer la possibilité d’utiliser l’ADNr 16S sanguin comme 

biomarqueur de fibrose dans la St. Met. 

L’étude de Lelouvier et al. avait montré que la dysbiose du MS était associée à la présence 

d’une fibrose modérée avec une signature taxonomique spécifique dans une cohorte de 

patients espagnols composée majoritairement de femme [214]. A l’échelle des phyla, la 

proportion d’Actinobacteria était diminuée et celle de Proteobacteria augmentée dans le 

groupe fibrose. Après séquençage, notre étude n’a pas retrouvé de modification significative 

des phyla bactériens. Cependant, nous avons mis en évidence une signature taxonomique 

spécifique à l’échelle de la classe, de l’ordre, de la famille et du genre. De façon intéressante, 

les Sphingomonadales, Sphingomonadaceae et Sphingomonas ont été retrouvé 

significativement augmentés dans le groupe fibrose sévère (F3-F4) par rapport aux patients 

sans fibrose sévère (F0-F2), comme dans l’étude pilote de Lelouvier et al. Ceci suggère une 

corrélation entre la sévérité de la fibrose hépatique et la richesse du MS en Sphingomonas. 
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Une cohorte de validation externe pourra être effectuée sur une population de patients atteints 

de St. Met suivie au CHU d’Angers.  

Le séquençage métagénomique à haut débit de l’ADN bactérien sanguin, réalisé sur un faible 

échantillon de sang (200 µl), est efficace mais est lui aussi sujet à une grande variabilité inter- 

et intra-individuelle (modification des populations bactériennes après un repas, ou la prise 

d’antibiotique, au cours d’une infection débutante, …etc). Dans cette étude, six patients ont 

dû être exclus des analyses en raison de profils de séquençage « atypiques ». De plus, cette 

technique est actuellement coûteuse, longue à réaliser et malgré une amélioration de la 

précision des rangs phylogénétiques, à ce jour le génome bactérien ne peut être déterminé 

dans son ensemble principalement à l’échelle des espèces (bactéries encore inconnues, 

difficiles à séquencer ou à différencier les unes des autres…).  

L’identification de Sphingomonas dans deux populations très différentes est néanmoins très 

encourageante pour l’utilisation de cette bactérie comme biomarqueur sanguin de fibrose dans 

la St. Met voire comme cible d’intervention thérapeutique. 

Sphingomonas est une bactérie aérobie stricte à Gram négatif. Son genre inclus plus de 20 

espèces différentes. Certaines sont pathogènes pour l’Homme et sont responsables 

d’infections nosocomiales (ex : Sphingomonas paucimobilis). Cette bactérie possède des 

glycosylcéramides à la place des LPS sur sa membrane cellulaire, qui servent de cibles pour 

les lymphocytes iNKT (natural killer T invariants) en cas d’infection chez l’Homme [248]. 

Les lymphocytes iNKT reconnaissent la molécule présentatrice d’antigène CD1d. Le rôle de 

CD1d a été démontré comme essentiel dans la régulation des lymphocytes iNKT hépatiques 

afin de maintenir l’homéostasie immunologique et ainsi éviter une inflammation dans le foie 

[249]. L’interaction entre les glycosylcéramides de la membrane de Sphingomonas et les 

lymphocytes iNKT du foie via CD1d pourrait être impliquée dans la survenue de lésions 

hépatiques dans la St. Met.  

 

 Lorsque nous aurons réalisé le séquençage métagénomique du MI, il sera intéressant de 

comparer la dysbiose observée au sein du MI avec celle observée dans le sang. L’étude de 

Lelouvier et al. retrouve une composition taxonomique différente entre le sang et les selles 

des patients obèses morbides présentant une fibrose modérée, suggérant que le rôle de filtre de 

la barrière intestinale, du système immunitaire et du foie est altéré dans la St. Met. 
 

Sur le plan thérapeutique, de nombreuses études évaluent l’impact des pro-biotiques, pré-

biotiques ou antibiotiques sur le MI. Déterminer une signature taxonomique spécifique du MS 
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Etude prospective du microbiote intestinal et sanguin chez des patients 
atteints de stéatopathie métabolique 

 
Introduction : La stéatopathie métabolique (St. Met) est associée à une dysbiose intestinale 
et à une augmentation de la translocation bactérienne. L’Escherichia coli du groupe B2 
produisant la génotoxine colibactine altère la perméabilité intestinale mais son implication 
dans la physiopathologie des hépatopathies métaboliques n’est pas connue. Par ailleurs, le 
taux sanguin d’ADNr16S, reflet de l’endotoxinémie, et la présence de Sphingomonas dans le 
sang est augmenté chez les patients obèses avec fibrose. L’objectif de notre travail était 
d’explorer dans une population de patients atteints de St. Met la relation entre le degré de 
sévérité de leur St. Met et 1/ la prévalence dans le microbiote intestinal de l’E. coli B2 et 2/ la 
quantité d’ADNr 16S dans le sang et la composition taxonomique du microbiote sanguin.  
Patients et méthodes : Il s’agit d’une étude clinique prospective, translationnelle, 
monocentrique. Nous avons inclus 102 patients présentant une St. Met confirmée par biopsie. 
Des échantillons de selles et de sang étaient collectés le jour de la biopsie pour étudier 
respectivement 1/ la présence d’E. coli du groupe B2 et de l’îlot génomique pks qui code pour 
la colibactine ; 2/ la quantité d’ADNr 16S sanguin par rt qPCR et la composition taxonomique 
du microbiote sanguin par séquençage métagénomique haut débit. 
Résultats : Etude 1 sur le microbiote intestinal : nous avons retrouvé une prévalence de 48% 
d’E. coli du groupe B2 qui ne différait pas selon la sévérité de la fibrose mais qui était 
associée à la présence d’une stéato-hépatite (p=0.05) et en particulier d’une ballonisation 
hépatocytaire (p=0.04). Parmi les porteurs de B2, 47% exprimaient l’îlot pks mais nous 
n’avons pas observé de lien avec la stéato-hépatite ou la fibrose.  
Etude 2 sur le microbiote sanguin : une augmentation non significative de la concentration 
d’ADNr 16S était observée chez les patients avec une fibrose. L’analyse taxonomique de 
l’ADNr 16S sanguin a montré une corrélation entre la fibrose sévère (F3-F4) et 
l’augmentation des Sphingomonadales, Sphingomonadaceae et Sphingomonas et la 
diminution des Sphingobacteria et Sphingobacteriales par rapport aux patients avec une 
fibrose légère à modérée (F0-F2) (p <0.05).  
Conclusion : Le portage d’E. coli du groupe B2 est augmenté chez les patients présentant une 
St. Met par rapport à la population générale (48% vs 34%). Le rôle de la colibactine dans la 
survenue d’une stéato-hépatite reste à établir. Il existe par ailleurs une corrélation entre la 
richesse du microbiote sanguin en Sphingomonas et la sévérité de la fibrose hépatique, 
comme observé dans une cohorte espagnole de chirurgie bariatrique. Ceci suggère d’explorer 
Sphingomonas comme un biomarqueur sanguin potentiel de fibrose et d’étudier son rôle 
causal sur le développement de la fibrose hépatique. 

 
TITRE EN ANGLAIS: Prospective clinical study of gut and blood microbiota in NAFLD 
patients 

 
DISCIPLINE ADMINISTRATIVE: Médecine spécialisée clinique 

 
MOTS-CLÉS: stéatopathie métabolique, microbiote intestinal, microbiote sanguin, 
Escherichia coli du groupe B2, ADNr 16S, Sphingomonas 
 
Université Toulouse III-Paul Sabatier, Faculté de médecine Toulouse-Purpan,  
37 Allées Jules Guesde 31000 Toulouse  
 
Directeur de thèse : Docteur Maeva GUILLAUME 


