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Introduction :

De nombreux compléments alimentaires a base de probiotiques sont vendus en pharmacie de
nos jours. On retrouve beaucoup d’indications différentes, mais les probiotiques qui traitent
les maux de la sphere gastro-intestinale sont les plus représentes.

11 s’agit pourtant d’un sujet que nous avons trés peu abordé lors de nos études de pharmacie,
et c’est pour cela qu’il me parait intéressant d’étudier en détail la composition et les fonctions
principales de la flore intestinale.

On entend souvent dire que I’intestin est notre deuxiéme cerveau, et la flore intestinale
participe fortement a cet effet. Le microbiote intestinal est un environnement complexe qui
semble jouer un role clé dans le bien-étre de notre organisme.

De plus, malgré I’avancée des recherches, le microbiote intestinal est un écosystéeme sur
lequel il y a encore beaucoup a découvrir.

En effet, les recherches se tournent vers des maladies dont les causes ne sont pas
complétement établies et ou la flore intestinale semble altérée. Faire un point sur ces
recherches semble intéressant pour comprendre le rdle clé du microbiote.

Actuellement, les probiotiques sont utilisés sur les maux de la sphere digestive, comme pour
le traitement de troubles digestifs ou en prévention lors de la prise d’antibiotiques.

Mais on peut se demander si I’on pourrait traiter d’autres maladies que les maux digestifs
avec les probiotiques ?

De plus, y aurait-il d’autres stratégies pour rétablir un équilibre au niveau de la flore
intestinale ? Comme 1’administration directe d’une nouvelle flore aux patients ayant un
microbiote altéré ?

Ce sont a ces questions que nous allons répondre tout au long de cette these.

12



PARTIE 1

e microbiote intestinal
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. Flore intestinale, définition :

La flore, ou microbiote, est I’ensemble des micro-organismes non pathogenes dits
commensaux, vivant dans un environnement spécifique appelé microbiome, chez un héte qui
peut étre animal ou végeétal ou une matieére pouvant étre elle-méme d’origine animale ou
veégétale (Burcelin et al. 2016).

Notre organisme est composé de plusieurs microbiotes, notamment au niveau de la peau, de la
bouche et du vagin, mais le microbiote intestinal est le plus important d’entre eux.

Les principaux micro-organismes qui composent le microbiote intestinal sont des bactéries,
mais on y trouve aussi des archées, des virus et des champignons.

Le microbiote se localise entre la lumiere du tube digestif et le mucus présent a la surface de
I’épithélium intestinal, il est présent tout au long du tube digestif mais sa concentration est
maximale au niveau de I’intestin gréle et du colon. Au total, un individu abrite dans son
tractus intestinal 10'* micro-organismes.

A. L’épithélium intestinal :

L’épithélium retrouvé le long de D’intestin gréle et du cOlon est un épithélium
prismatique simple constitué de plusieurs types cellulaires (Muniz et al. 2012). La structure
particuliére, sous forme d’invaginations et de cryptes, ainsi que la présence de microvillosités
permet a ce tissu d’avoir une surface d’absorption trés importante.

Smallintestine Follicle-associated Colon

A

villus

{
4‘ = ol
f = Apica
\ = surface
Basolateral
surface |

U]

Enterocyte :o Peyer’s patch

cell

RS R ! LR
Lamina propria G O

Nature Reviews | Immunology

Figure 1 : L’épithélium intestinal. (Abreu 2010)

Les cellules majoritairement retrouvées sont les entérocytes (ou colonocytes au niveau du
colon). Ce sont des cellules pourvues de microvillosités ayant différentes fonctions. Elles
permettent ’absorption des nutriments, grdce notamment a la production d’enzymes
specifiques et jouent également un réle de protection par un effet barriére.

14



Les autres cellules sont des cellules sécrétrices :

- les cellules caliciformes qui sécrétent le mucus,

- les cellules endocrines,

- dans I’iléon les cellules M sont retrouvées au niveau des plaques de Payer ou elles
reconnaissent et captent les antigenes et les micro-organismes présents dans la lumiere
intestinale,

- au fond des cryptes de I’intestin gréle on retrouve les cellules de Paneth participant au
systéme immunitaire inné en sécrétant des peptides antimicrobiens.

Sous I’épithélium de revétement se situe un tissu conjonctif de soutien appelé lamina propria
ou chorion. Ce tissu comporte un réseau vasculaire et lymphatique tres dense qui permet
I’absorption des nutriments digérés. Il renferme également de nombreux éléments cellulaires
participant au systéme immunitaire, qui servent de ligne de défense contre les microbes qui
auraient franchi I’épithélium intestinal.

B. Analyse:

Pendant de nombreuses années, le microbiote intestinal n’a pu étre étudié qu’en partie,
car la majorité des espéces qui le composent (notamment anaérobies strictes) ne sont pas
cultivables in vitro ou nécessitent des milieux de cultures tres spécifiques. Il a été estimé que
seulement 30% des especes de notre flore commensale sont cultivables in vitro.

Grace a I’avénement de la biologie moléculaire et le développement du séquencage, la
composition du microbiote intestinal a pu étre étudiée plus en détail.

Le séquencage de I’ADN (Claude et al. 2011) consiste a déterminer 1’enchainement des
nucléotides d’un fragment d’ADN donné. Depuis plus de 30 ans, le séquencage de I’ADN
était réalisé par la méthode de synthese enzymatique de Sanger. A partir des années 2000 sont
apparus les premiers appareils a séquengage haut débit permettant d’effectuer le séquengage a
une vitesse beaucoup plus rapide.

Dans un premier temps, les molécules d’ADN a analyser sont amplifiées. La seconde étape
permet I’incorporation des bases complémentaires du brin a séquencer, puis on termine par la
lecture de la séquence.

Pour déterminer la composition du microbiote intestinal (Qin et al. 2010), le
séquencage du gene codant I’ARN ribosomal 16S est majoritairement utilisé.
L’ARN ribosomal 16S est une molécule présente dans toutes les bactéries. Elle posséde des
régions conservées communes a 1’ensemble du domaine Bacteria, des régions variables
communes aux bactéries d’un groupe bactérien et des régions hypervariables spécifiques
d’une espece.

L’analyse métagénomique est I’analyse de I’ensemble des génomes bactériens présent
dans un écosysteme donné. Le but est de découvrir I’ensemble des organismes qui composent
un meélange complexe.

L'étude MetaHIT, lancée en 2008 et coordonnée par I'INRA, a eu pour objectif d'identifier
I’ensemble des génomes microbiens intestinaux (métagénome) par séquencage haut debit.
Cette étude a été fondée sur l'analyse d'échantillons de selles recueillies auprés de 124
personnes. Elle a ainsi identifié un total de 3,3 millions de genes différents, appartenant a plus
de 1 000 espéces différentes, dont une large majorité est d'origine bactérienne.
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Au plan individuel, cette étude a montré que chaque individu portait en moyenne 540 000
génes microbiens, soient plus d’une centaine d’espéces, réparties en sept phyla différents. Il 'y
a donc 150 fois plus de génes dans le génome du microbiote que dans le génome humain.

Ce fut surtout la premiere étude a démontrer I'extréme richesse de la flore intestinale, en
identifiant des centaines d'especes bactériennes inconnues jusque-la.

C. Composition :

Chaque individu abrite dans son tube digestif 10'* micro-organismes qui composent

son microbiote intestinal (CDU-HGE 2014), ce qui est 10 fois plus important que le nombre
total de cellules eucaryotes dans le corps humain.
Des variations qualitatives et quantitatives de la flore intestinale sont observées tout au long
du tube digestif (Barbut et Joly 2010) de la bouche a I’anus. La flore buccale est trés
diversifiée et comprend des bactéries aérobies et anaérobies, la flore gastrique est en revanche
limitée quantitativement et qualitativement. Les concentrations varient de maniére croissante,
en effet, au niveau de I’estomac il y a quelques centaines de bactéries par gramme de contenu
alors qu’au niveau du c6lon distal on retrouve 10! bactéries par gramme de contenu.

Estomac: 10’ UFC/g

Fumicutes {Lactobacillus, Strapiococcus)

Actinobacteria

Bacreroidetes

Duodénum: 103.4 \.»ch Proteobacteria (Helicobacier pylori)
Firmicutes (Lactodacillus, Sraptococeus)
Actincbacteria

Bacreroidetes (Bacterotdes)

Jéjunum: 10°5UFCig
Fivmicuzes (Lactodactilus, Streptocosceus) Célon: 10112 UFCre
Bacreroidetes (Bacierordes)

Firmicutes (Closiridium, Ewterococcus,

Actinobacteria
Bacrercideres (Bacteroides)
Lactobacillus, Strepiococcus)
Actinobacteria (Bfdobactertum)
Protecbacteria

Tléon: 1058 UFC/g Vermumicrobia
Firmicuzes (Lactobacillus, Enterococcus,
Soeptococcus)

Actimobacteria

Bacteroidetes (Bactsroides)

Figure 2 : Concentration en bactéries le long du tube digestif. (Le Lay 2015)

Le microbiote intestinal est propre a chaque individu, d’un point de vue qualitatif et
quantitatif. Les micro-organismes majoritairement retrouvés sont les bactéries. On estime que
chez chaque individu on retrouve pres de 400 especes bactériennes différentes de type
anaérobie strict ou anaérobie facultatives.

Certaines espéces dominantes, qui sont présentes chez la majorité des individus, restent
stables et permettent d’effectuer les fonctions essentielles du microbiote, elles sont associées a
des populations minoritaires qui sont propres a chacun d'entre nous.
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Les bactéries dominantes du microbiote peuvent étre réparties en 3 phyla bactériens majeurs
(Barbut et Joly 2010) :

- le phylum des Firmicutes :

Les Firmicutes sont des bactéries a gram positif. Elles représentent habituellement plus de la
moitié des micro-organismes de la flore.

Ce phylum comporte 3 classes de bactéries :

- la classe | des Clostridia qui contient les genres Clostridium, Ruminococcus et
Faecalibacterium,

- la classe 11 des Mollicutes contenant les bactéries du genre Mycoplasma

- la classe Il des Bacilli contenant les genres Listeria, Staphylococcus, Lactobacillus,
Enterococcus et Streptococcus.

- le phylum des Bacteroidetes :

Ce phylum représente jusqu’a 30% de la population bactérienne.
On y retrouve notamment les bactéries du genre Bacteroides qui sont des bactéries sous forme
de bacille gram négatif anaérobie et le genre Prevotella.

- le phylum des Actinobacteria :

Les Actinobacteria représentent en général moins de 10% de la population du microbiote.
Ce sont des bactéries gram positif, notamment des genres Actinomyces, Mycobacterium ou
Bifidobacterium.

Firmicutes {(60-80%

Proteobactena (1-2 %)

Fukarya

Champignons

Fusobacteria

Archaea
S pirochaetes
Verrucomicrobia (1-2 %) Actinobacteria (2-25%)

+ Akkermanciamuciniphila - Bifidobacterium

Atopobium

Figure 3 : Composition de la flore intestinale. (Cheng et al. 2013)

- On trouve également des bactéries du phylum des Proteobacteria, contenant 1’ordre
des Entérobacteriales qui sont des bactéries anaérobies facultatives que 1’on retrouve en faible
guantité.
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De fagon minoritaire, on retrouve des bactéries des phyla Fusobacteria, Verrucomicrobia et
Spirochaetes.

- La composante fongique est constituée de champignons et de levures.

- Des archées sont également retrouvées : ce sont des micro-organismes unicellulaires
procaryotes. Elles ont longtemps été considérées comme des bactéries mais les analyses
génétiques et les méthodes de classification phylogénétiques ont permis de justifier la création
d’un groupe a part enticre.

Dans le tractus digestif humain, ces archées sont en grande majorité méthanogenes.

- Les virussont des agents infectieux qui nécessitent un hote. Ils utilisent le
métabolisme et les constituants de son héte pour se répliquer.
On retrouve une importante quantité de virus bactériophages, archaephages ou prophages,
insérés dans certains génomes bactériens. Les phages, en infectant et en lysant certaines
bactéries sont impliqués dans le maintien de la diversité des especes microbiennes.

Il a été établi que I’ensemble des individus peuvent étre répartis en 3 groupes OU entérotypes
distincts selon la signature bactérienne caractérisée par un genre bactérien dominant parmi
Prevotella, Bacteroides et Ruminococcus.

D. Mise en place:

Le nouveau-né (Campeotto et al. 2007) est stérile in utero et la colonisation

bactérienne débute dés I’accouchement avec une flore simple a partir des flores de sa mére et
de I'environnement proche.
Sa mise en place va commencer selon I’exposition aux micro-organismes d’origine
maternelle, avec un contact beaucoup plus élevé lors d’un accouchement par voie basse que
lors d’une césarienne, ainsi que d’origine environnementale selon le lieu de naissance et le
contact avec 1I’équipe médicale.

Chez l'enfant a terme, les premiéres bactéries implantées sont des organismes
aérobies-anaérobies facultatifs : les entérobactéries (principalement I'espéce E. coli), les
entérocoques et les staphylocoques. Ces premieres bactéries vont rapidement consommer
I'oxygene contenu dans la lumiére intestinale, permettant I'implantation des genres anaérobies
stricts (Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides) ainsi que celle des Lactobacilles,
microaérophiles.

Par la suite, le nouveau-né est continuellement exposé a de nouvelles bactéries provenant de
I'environnement, de la nourriture et des bactéries cutanées des adultes.

Une flore complexe et stable, qui se rapproche de celle de I'adulte, propre a chaque individu,
semble étre obtenue entre les &ges de 2 a 4 ans.
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Facteurs influencant la mise en place :

+ le mode d’accouchement :

L'implantation de la flore est différente entre les nouveau-nes nés par cesarienne et ceux nés
par voie basse (Rutayisire et al. 2016). Les enfants nés par césarienne ne rencontrent pas en
premier lieu les bactéries de leur mére a cause des conditions d’hygiéne strictes de la
césarienne. Ils seront d’abord en contact avec les bactéries de leur environnement, ¢’est-a-dire
celles contenues dans 1’air et au contact du personnel soignant.

Quel que soit le mode d’accouchement, les premiéres bactéries implantées sont toujours les
anaérobies facultatifs (Entérobactérie, Entérocoques, Staphylocoques), mais la flore anaérobie
stricte s'implante beaucoup plus tardivement pour les enfants nés par césarienne (jusqu’a SiX
mois de retard pour le genre Bacteroides).

+ [’environnement :

Dans les pays industrialisés, les conditions strictes d’hygiéne lors de I’accouchement
réduisent I’exposition de I'enfant aux flores fécale et vaginale de sa mere.

Certaines études ont mis en évidence la colonisation a plus haut niveau et plus fréquente chez
les enfants nés dans les pays en voie développement par les Bifidobactéries.

+ [’alimentation :

La flore qui s'implante chez le nouveau-né allaité est moins diversifiée que celle du nouveau-
né nourri au lait artificiel (Campeotto et al. 2007).

Chez le nouveau-né allaité, on retrouve notamment une dominance du
genre Bifidobacterium alors que l'implantation des Entérobacteriales et surtout
des Clostridium et des Bacteroides est retardée et se fait a un niveau moins élevé.

On a découvert que les oligosaccharides sont les composants responsables de la colonisation
dominante du genre Bifidobacterium. Il s’agit quantitativement du 3°constituant du lait
humain aprés le lactose et les lipides. En raison de leur structure complexe, ils ne sont pas
digérés dans la partie supérieure de I’intestin gréle et se retrouve donc au niveau du c6lon ou
ils vont étre pris en charge par les bactéries fibrolytiques que sont les bactéries du genre
Bifidobacterium, constituant ainsi les véritables facteurs bifidogénes du lait maternel.

Dés la diversification alimentaire, la flore semble reprendre un profil de flore de nouveau-né
nourri au lait artificiel.

+ |e terme de naissance :

Chez les nouveau-nés prématurés, il a été observe (Westerbeek et al. 2006) un retard de
colonisation important par rapport aux enfants nés a terme ainsi qu’une colonisation par un
nombre plus réduit d'especes bactériennes. Le retard de colonisation est surtout marqué pour
la flore anaérobie (Bifidobacterium et Bacteroides) alors que la flore aérobie (Entérobactéries,
Entérocoques, Staphylocoques) colonise assez rapidement le prématuré.
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On peut expliquer en partie ce retard d'implantation par le fait que ces enfants sont plus
fréquemment nés par césarienne, sont rapidement separés de leur mére et placés dans un
environnement de soins intensifs tres aseptisé et souvent soumis a une antibiothérapie a large
spectre.

+ [’usage de I’antibiothérapie :

L'antibiothérapie (Campeotto et al. 2007) administrée a la meére per partum peut aussi
influencer  I'implantation de la flore du nouveau-né. Notamment lors de
I'antibioprophylaxie per partum de I'infection néonatale a streptocoque du groupe B.

Des études ont montré d'une part une augmentation des infections néonatales a germes
résistants a l'antibiotique, d'autre part une modification de I'implantation de la flore chez le
nouveau-né avec diminution de la colonisation par les genres Bifidobacterium et Clostridium.
Cette modification de flore pourrait étre responsable d'une altération de I'effet barriere
favorisant la colonisation par des micro-organismes résistants.
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[I. Les fonctions de la flore intestinale :

Le microbiote participe a la synthése vitaminique, les bactéries de la flore peuvent
notamment produire de la biotine (vit B8), des folates (vit B9) et de la vitamine B12. Elles
participent également & la production de vitamine K, vitamine essentielle de la coagulation.
Le microbiote peut de plus intervenir dans le métabolisme des xénobiotiques.

Par certaines de ses fonctions, la flore intestinale joue notamment un réle de support
pour I’épithélium intestinal.
En effet, elle assiste I’épithélium intestinal dans ses fonctions de digestion et d’absorption des
nutriments, en permettant la digestion des nutriments qui ne sont pas pris en charge par les
enzymes humaines. Le microbiote va avoir un réle de fermentation et la putréfaction des
résidus alimentaires non digestibles, en produisant des acides gras a courtes chaines (AGCC),
sources d’énergie.
La flore participe également au role de barriére, pour maintenir un équilibre stable au sein de
la muqueuse intestinale et constituer une ligne de défense face aux agressions de
I’environnement.

Pour finir la flore a un r6le majeur dans le développement du systéme immunitaire
intestinal, mais aussi général et dans sa maturation.

A.Fonction de barriere et de protection :

La surface de la muqueuse intestinale se compose d’entérocytes, cellules pourvues de
villosités et liées les unes aux autres par des jonctions serrées (CDU-HGE 2014).
Les jonctions serrées sont des jonctions étanches entre les cellules épithéliales qui déterminent
une barriére physiologique entre les compartiments extérieur et intérieur de 1’organisme. Elles
bloquent la circulation de fluides entre les cellules et assurent ainsi I'étanchéité entre les deux
compartiments tissulaires.

A la surface de cette muqueuse viennent se fixer les bactéries de la flore intestinale
s’opposant a la colonisation de la muqueuse par les bactéries pathogénes par un phénomene
de compétition sur les sites d’adhérence. Les bactéries commensales étant plus adaptées a
I’écosystéme intestinal que les pathogenes. Cela forme un film protecteur a la surface de
I’épithélium intestinal.

Lorsqu’elles détectent des bactéries pathogenes, les bactéries de la flore intestinale peuvent
stimuler la synthése de peptides antimicrobiens par les cellules de 1’épithélium intestinal,
telles que des bactériocines. Ces peptides possédent une activité de type antibiotique par effet
bactéricide ou bactériostatique.

Le microbiote peut également stimuler la production par le systéme immunitaire d’IgA
sécrétoires.

Lorsque cette barriere est altéree, di a une flore trop pauvre par exemple, les antigénes
présents dans la lumiere intestinale se retrouvent directement en contact avec les villosités des
entérocytes, qui peuvent se rétracter et entrainer une hyperperméabilité. La muqueuse
intestinale n’est plus suffisamment étanche et peut laisser passer des macronutriments qui
peuvent s’avérer étre des allergenes, des toxines, des virus ou des bactéries.
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B.Fonction métabolique :

Les fibres alimentaires non digérées dans la partie supérieure du tube digestif, qui arrivent
dans le cblon vont étre prises en charge par les bactéries du microbiote. (CDU-HGE 2014) En
effet, celles-ci sont équipées d’enzymes absentes chez ’homme et capables de métaboliser ces
fibres. Elles vont alors former des métabolites pouvant étre utilisés par I’hote ou méme
produire leur propre source d’énergie.

4+ Le métabolisme des glucides :

Le processus de fermentation va conduire a la formation d’acides organiques et de gaz a partir
des sucres complexes non digerés.

Les polysaccharides, que 1’on trouve dans les fruits, les 1égumes, les céréales, sont constitués
de longues chaines de sucres complexes. lls vont étre pris en charge au niveau du c6lon par
différents groupes bactériens du microbiote qui s’associent pour former une chaine de
dégradation anaérobie des polymeres glucidiques en métabolites fermentaires.

Dans un premier temps, les polymeéres sont dégradés en fragments plus petits par des
hydrolases produites par des bactéries fibrolytiques (Bacteroides, Bifidobacterium).

Ces fragments de sucres vont par I’intermédiaire des bactéries glycolytiques, étre utilisés dans
la voie de la glycolyse et ainsi former du pyruvate.

Le pyruvate va étre métabolisé en acides gras a chaines courtes (AGCC). La majorité des
especes du microbiote va produire de 1’acétate (Bacteroides, Clostridium), mais on trouve
également du propionate (Bacteroides) ou du butyrate (Eubacterium), selon les especes
rencontrées.

Ces AGCC, produits par les bactéries de la flore vont avoir de nombreux roles dans
I’homéostasie intestinale. Dans un premier temps ce sont des substrats énergétiques pour
I’épithélium colique, ils ont un réle immuno-modulateur, et semblent étre impliqués dans le
maintien d’un état anti-inflammatoire au niveau intestinal.

+ Le métabolisme des gaz :

Les processus fermentaires produisent de grandes quantités d’hydrogéne dans le c6lon.
L’efficacit¢ de la fermentation dépend de la capacité de 1’écosystetme a éliminer cet
hydrogéne. Pour cela différentes voies vont étre utilisees.

Une partie de I’hydrogene est €liminée par voie pulmonaire et par les gaz rectaux,

mais la majorité est métabolisée par les micro-organismes du microbiote dits
hydrogénotrophes.
Ils sont de 3 types qui utilisent chacun une voie métabolique différente : les archées
méthanogenes (présentes chez 40% des adultes) produisent du méthane, les bactéries
acétogenes produisent de 1’acétate et les bactéries sulfatoréductrices produisent des sulfures
qui sont potentiellement deléteres pour le cblonocyte.
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+ Le métabolisme des protéines :

Le phénomeéne de putréfaction va également produire des AGCC, mais aussi des corps
aromatiques, potentiellement toxiques pour I’hote.

La biodégradation des protéines va faire intervenir plusieurs especes bactériennes aux
activités complémentaires.
Dans un premier temps, les bactéries dites protéolytiques (Bacteriodes, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus) vont hydrolyser les protéines en petits peptides grace a leur
activité protéasique.
Certaines espéces vont assimiler ces peptides et les transformer en acides aminés libres.
La fermentation des acides aminés par des réactions d’oxydation et de réduction aboutit a la
production d’AGCC : acétate, propionate et butyrate (comme la fermentation des glucides),
mais aussi d’ammoniaque et d’autres composés potentiellement toxiques pour 1’hdte qui vont
étre absorbés et détoxifiés dans la muqueuse colique puis excrétés dans les urines.

L’ammoniaque quant a elle est absorbée dans le cAlon et rejoint le foie par la circulation
portale ou elle est convertie en urée, qui est éliminée par voie urinaire. Elle est également
utilisée comme source d’azote par des bactéries pourvues d’activité aminotransférase qui
I’utilisent pour la synthése d’acides aminés.

+ Le métabolisme des lipides :

Dans la lumiére colique, les lipides proviennent de trois origines : les lipides arrivants
du tractus intestinal en amont, les lipides provenant de la desquamation des cellules
épithéliales coliques et les lipides bactériens.

Les acides gras non absorbés dans I’intestin gréle sont transformés dans le colon par les
bactéries du microbiote par des phénoménes d’hydrolyse, d’oxydation, de réduction et
d’hydroxylation.

Le cholestérol colique est transformé en coprostanol par le microbiote, il n’est pas absorbé et
est donc éliminé dans les féces.

Les acides biliaires sont un produit de transformation du cholestérol par le foie. lls sont
également conjugués, et vont étre réabsorbés dans 1’iléon terminal puis retournent au foie via
le systéme porte, avant d’€tre a nouveau sécrétés dans la bile (cycle entérohépatique des
acides biliaires). Seuls 5 % des acides biliaires secrétés dans la bile parviennent au colon et y
sont métabolisés par les bactéries du microbiote en acides biliaires secondaires selon des
réactions de déconjugaison, oxydation et épimérisation.

C.Fonction immunitaire :

L’étude de souris axéniques (sans microbiote) (CDU-HGE 2014) a démontré le réle
essentiel joué par la flore intestinale dans le développement et la maturation du systéme
immunitaire.
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En effet, ces animaux ont présenté de nombreuses anomalies au niveau du systeme
immunitaire intestinal, mais aussi au niveau de la rate et des ganglions lymphatiques qui
n’étaient pas structurés et présentaient des zones lymphocytaires atrophiées.

Au niveau intestinal, on a retrouvé une diminution du nombre des plaques de Payer, une
altération de la maturation des follicules lymphoides isolés, une diminution des lymphocytes
intra-épithéliaux, une diminution des sécrétions intestinale d’IgA, de la concentration d’Ig
sériques et de la production de cytokines.

L’ensemble de ces anomalies peut étre « réparé » en quelques semaines en inoculant un
microbiote complexe a ces souris axéniques, ou en inoculant seulement des espéces
specifiques choisies.

Par exemple avec les bactéries filamentaires segmentées, cela entraine la différenciation des
lymphocytes Th17 qui sont des cellules pro-inflammatoire.

L’homéostasie intestinale est sous la dépendance d’un équilibre entre les lymphocytes
T effecteurs et les lymphocytes T régulateurs. Certaines bactéries vont stimuler 1’une ou
I’autre des populations lymphocytaires notamment par I'intermédiaire des AGCC qu’elles
produisent.
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lll. Le systéme immunitaire digestif :

Le tube digestif constitue une porte d’entrée pour les micro-organismes extérieurs. Le
GALT, tissu lymphoide associé au tube digestif, est une localisation particuliére du tissu
lymphoide associé aux muqueuses (MALT). Il constitue le principal support du systeme
immunitaire au niveau du tube digestif et sa fonction premiére est de protéger 1’organisme
contre I'invasion par des microbes ou des parasites ingérés. Plusieurs structures composent le
GALT, des structures organisées, telles que les plaques de Payer ou les ganglions
meésentériques, mais également des structures diffuses, comme les follicules lymphoides
isolés.

Le systéme immunitaire peut étre séparé en deux composantes. D’une part une
composante innée qui peut donner une réponse immédiate mais non spécifique, comme
I’élimination d’agents infectieux par des macrophages. D’autre part une réponse adaptative,
plus lente, car elle nécessite une reconnaissance spécifique de ’agent infectieux, mais qui
apporte une protection spécifique et durable, notamment par la production d’anticorps. Les 2
réponses interagissent et se régulent mutuellement.

La composante innée est permise par les macrophages, les cellules épithéliales, les cellules
présentatrices de I’antigéne et les cellules lymphoides innées.

La composante adaptative est orchestrée par les lymphocytes. 1l y a des sites inducteurs de la
réponse adaptative : les plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés ; et des sites
effecteurs qui sont les cellules immunitaires contenues dans la muqueuse intestinale.

L’efficacité de la réponse immune implique donc un grand nombre de types cellulaires
dont les interactions mutuelles sont modulées par un groupe de protéines appelées cytokines.
Ces protéines peuvent étre sécrétées par la plupart des cellules, et notamment par toutes les
cellules immunitaires. Les cytokines se lient a des récepteurs spécifiques sur leurs cellules
cibles et déclenchent ainsi une cascade de signalisation intracellulaire qui modifie
I’expression des genes de ces cellules. Elles peuvent avoir une action pro-inflammatoire,
comme le TNF-alpha, I’interleukine 1 (IL-1) ou I’interleukine 6 (IL-6) ou anti-inflammatoire
comme I’IL-10 ou le TGF-beta.

+ [ immunité innée :

L’épithélium intestinal est une barriére physique et chimique face aux agressions
potentielles de I’environnement ( CDU-HGE 2014).

La composante physique de la barriére est représentée par 1’épithélium intestinal qui a une
capacité permanente de renouvellement et est remplacé tous les 4-5 jours. Il est associé d’une
part aux jonctions serrées que 1’on retrouve entre les cellules épithéliales mais également a la
couche de mucus, produite par les cellules caliciformes.

Dans le cblon, ou la densité des bactéries est maximale, le nombre de cellules & mucus
augmente, ce qui permet la formation d’un film muqueux épais qui se présente en deux
couches : une couche externe fluide, ou s’accumulent les bactéries qui y puisent les substrats
nécessaires a leur croissance, et une couche interne tres dense et quasiment stérile, limitant les
contacts directs des bactéries avec la surface épithéliale.

La composante chimique est représentée par la capacité de synthese par les cellules
épithéliales de molécules antimicrobiennes ayant la capacité de détruire ou d’inhiber la
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croissance de bactéries. Certains peptides sont synthétises de maniere constitutive mais
d’autres vont étre produits aprés stimulation des récepteurs de I’'immunité innée par les
bactéries du microbiote lors de la détection d’une agression.

Les cellules de Paneth sont des cellules intestinales particulieres, situées au fond des cryptes
intestinales et qui synthétisent certains types de peptides antimicrobiens comme du lysosyme,
et des défensines. Elles déversent leurs produits de sécrétion dans la lumiére des cryptes.
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Figure 4 : Les cellules immunitaires intestinales. (Muniz et al. 2012)

Les macrophages sont les cellules les plus nombreuses dans la lamina propria en
situation physiologique. En plus d’étre des cellules présentatrices de 1’antigéne, ce sont des
cellules capables de phagocytose et de productions d’une cytokine pro-inflammatoire : 1’'IL-
10 (clé dans le maintien de 1’homéostasie intestinale). Les macrophages ont la capacité
d’¢éliminer directement les bactéries qui franchissent 1’épithélium intestinal sans déclencher de
réponse inflammatoire délétere.

Les cellules présentatrices de 1’antigéne sont représentées au niveau intestinal par les
cellules dendritiques et les macrophages. Elles possédent, tout comme certaines cellules
immunitaires et épithéliales, des récepteurs de I’immunité innée nommés PRR (pattern
recognition receptor).

Sur les micro-organismes, on retrouve des motifs appelés motifs associés aux pathogenes
(PAMP) conservés au sein d’une classe microbienne. Les PAMPs peuvent étre exo ou endo-
cellulaires, ils regroupent des composants de la paroi cellulaire bactérienne tels que les
lipopolysaccharides (LPS), les peptidoglycanes (PG) ou les acides lipotéchoiques (LTA),
mais aussi les nucléotides bactériens tels que les motifs CpG non méthylés de I’ADN
bactérien ou I’ARN double brin de certains virus.

Par exemple, le LPS est un motif présent chez toutes les bactéries a gram négatif, et la
flagelline est un motif des bactéries flagellées.
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Les récepteurs de I’'immunité innée (PRR) sont des récepteurs transmembranaires qui vont
reconnaitre spécifiquement ces motifs. Plusieurs de ces récepteurs PRR ont été caractériseés,
tels que les Toll-like receptors (TLR), les NOD-like receptors (NLR) ou les RIG-I-like
receptors (RLR), ils reconnaissent de nombreux PAMPs bactériens, fongiques, parasitaires et
viraux.

L’activation des PRRs va induire une cascade de signalisation intracellulaire qui conduit
ensuite a la translocation nucléaire du facteur NF-xB et & la transcription de genes.

Les TLRs induisent 1’expression de génes trés variés, incluant des geénes codant pour des
cytokines pro-inflammatoires, des chémokines, des facteurs anti-microbiens tels que la NO
synthase inductible et les peptides antimicrobiens, des molécules co-stimulatrices a la surface
des cellules présentatrices d’antigénes : les molécules du CMH.

Les TLR semblent contrdler la balance entre les différentes communautés bactériennes et
expliquent sans doute la capacité du systeme immunitaire inné a etablir une différence entre
les bactéries pathogeénes, les bactéries commensales ou encore les probiotiques.

Les cellules lymphoides innées (ILC) (Sonnenberg et al. 2015) ont été identifiées plus
récemment. Elles ont certaines caractéristiques des lymphocytes T effecteurs, mais elles n’ont
pas de récepteur membranaire de reconnaissance des antigénes, donc ne sont pas spécifiques
d’un antigéne.

Les ILC de type 3 jouent un rdle particulier dans I’interaction avec le microbiote. En effet,
leur activation est induite par des cytokines : I’IL-25 produite par 1’épithélium ou I’'IL-23
produite par les cellules dendritiques suite a des signaux bactériens.

L’IL-23 régule la production par les ILC3 de I’'IL-22 qui stimule la production de mucus et la
réparation de I’épithélium intestinal.

+ [ ’immunité adaptative :

Les antigénes présents dans la lumiére intestinale peuvent étre captés de 3 manieres :
soit par les plagues de Payer, soit par les cellules dendritiques grace a leurs prolongements,
soit directement par les cellules épithéliales.

Les plaques de Payer sont des sites inducteurs de I’immunité adaptative. En regard des

plagques de Payer, un déme de cellules épithéliales entre lesquelles sont enchéassées des
cellules M délimite le follicule. Les cellules M présentent de nombreuses microvésicules et
une forme particuliére. Au niveau de leur membrane basale, elles ont un contact étroit avec
des cellules dendritiques, des macrophages et des lymphocytes.
La cellules M incorpore par endocytose les antigénes endoluminaux puis leur font traverser
son cytoplasme sous forme de vésicules et les libére au niveau de sa membrane basale au
contact des cellules dendritiques qui les présentent aux lymphocytes. Les lymphocytes B et T
naifs présents sont ainsi informés et sélectionnés.

Les cellules B proliferent et forment un centre germinatif au niveau des plaques de Payer, de
nodules lymphoides isolés ou des ganglions mésentéeriques.

Les lymphocytes B ainsi produits vont rejoindre via la circulation lymphatique, la circulation
systémique, puis coloniser tous les territoires muqueux.

27



Ils se différencient alors en plasmocytes et produisent des IgA spécifiques de 1’antigéne. Au
niveau de la muqueuse intestinale, les entérocytes vont capter ces IgA et les faire traverser
leur cytoplasme puis les libérer sous forme d’IgA sécrétoires dans la lumicre intestinale ou
elles peuvent se fixer aux antigenes qui leur sont spécifiques.

Apreés présentation des antigénes par les cellules présentatrices des antigénes aux lymphocytes
T résidents de la lamina propria, les lymphocytes T sont actives.

Selon D’environnement inflammatoire, les lymphocytes T naifs prendront un phénotype
effecteur (pro-inflammatoire) ou régulateur (anti-inflammatoire). Ils produisent des cytokines
comme les interleukines ou les interférons.

- Les lymphocytes T effecteurs sont les lymphocytes Thl, Th2 et Th17 :
Les Thl vont apporter une réponse aux infections bactériennes intracellulaires, ils produisent
de I’IL-2 et de I’IFN-y qui favorise 1’activité phagocytaire des macrophages.
Les Th2 sont impliqués dans la réponse aux infections parasitaires, ils synthétisent les IL-4,
IL-5et IL-13.
Les Th17 sont impliqués dans la réponse aux infections bactériennes extracellulaires et
fongiques, ils produisent I’TL-6 et I’'TL-17 qui recrute et active les polynucléaires neutrophiles.

- Les lymphocytes T régulateurs sont les lymphocytes iTreg et les Tregl :
Les T régulateurs induits (iTreg) synthétisent du TGF-R et les T régulateurs 1 (Tregl)
synthétisent de I’'TL-10 qui évite ’emballement des réponses pro-inflammatoire.

Une fois I’agent infectieux éliminé, le nombre de lymphocytes T spécifiques du pathogéne
diminue fortement, et seule une petite fraction demeure, formant les lymphocytes
T mémoires. Ils constituent une protection a long terme de I’héte et pourront agir plus
rapidement et plus efficacement lors d’une rencontre ultérieure avec le méme pathogene.
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IV. Interactions hote — microbiote dans l’intestin :
homéostasie intestinale :

L’homéostasie se définit comme la capacité de 1’organisme a maintenir un état de
stabilité relative entre les différentes composantes de son milieu interne et ce malgré les
variations constantes de 1’environnement externe.

Le microbiote intestinal est composeé de nombreux micro-organismes qui sont tolérés par le
systéme immunitaire intestinal et qui vivent en synergie avec leur hote.

Ce microbiote peut étre considéré comme un organe a part entiére ayant coévolué avec son
hote pour parvenir a une relation symbiotique menant & I'noméostasie physiologique. L'héte
fournit un environnement riche en nutriments que les bactéries commensales utilisent pour
effectuer leurs fonctions telles que la production de certaines vitamines, la digestion de
polysaccharides complexes grace a des activités enzymatiques non présentes chez I’hote et la
mise en place d’un systéme immunitaire efficace.

Les bactéries de la flore intestinale favorisent la mise en place des défenses immunitaires
innées et adaptatives. Mais le systeme immunitaire intestinal doit maintenir en permanence un
état de tolérance vis-a-vis de la flore intestinale tout en étant capable d’induire des réponses
immunes pro-inflammatoires protectrices contre les pathogénes gastro-intestinaux.

Le maintien d’un tel équilibre repose sur 1’existence de mécanismes de régulation garantissant
une réactivité réduite du systéeme immunitaire intestinal vis-a-vis des bactéries commensales
inoffensives.

A TI’état physiologique, on retrouve un phénoméne de tolérance des bactéries du
microbiote et des protéines alimentaires par le systeme immunitaire intestinal. Les PAMPSs
présents sur les bactéries commensales sont détectés par les PRRs présents notamment sur les
cellules épithéliales, ce qui déclenche une production de TGF-B par les cellules épithéliales et
les macrophages.

Sous I’influence de cette cytokine, les cellules dendritiques des plaques de Peyer ou de la
lamina propria ayant également reconnu ces antigénes non pathogenes vont avoir une
maturation partielle et migrer vers les ganglions lymphatiques pour synthétiser un fort taux
d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire).

L’IL-10 va alors orienter la différenciation des LT CD4+ naifs en LT régulateurs qui vont
synthétiser de I’IL-10 et de ’IFN-y pour d’une part, inhiber 1’activation des LT effecteurs
LThl1, LTh2 et LTh17 responsables de I’augmentation du taux de sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et d’autre part, inhiber a la fois les macrophages qui permettent I’élimination
des agents pathogenes et le recrutement des polynucléaires neutrophiles responsables des
Iésions intestinales.

Ainsi, cet équilibre entre les mécanismes effecteurs et régulateurs permet de maintenir
I’homéostasie intestinale et une tolérance fonctionnelle

Lorsqu’un pathogene entre dans la couche de mucus et vient au contact des cellules
épithéliales, cela peut perturber 1’intégrité de la barriére épithéliale. Les pathogenes et leurs
PAMPs sont reconnus par les PRR et induisent des signalisations intracellulaires conduisant a
la production de peptides antimicrobiens et de cytokines. Ces éléments vont conduire a limiter
la propagation du pathogéne et au recrutement des cellules immunitaires.
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V. Variation de la flore au cours du temps :

Suite a I’influence d’un certain nombre de facteurs, aussi bien endogenes, que de
facteurs environnementaux, I’homéostasie intestinale peut étre perturbée et aboutir a un état
de dysbiose.

Les facteurs suivants vont pouvoir entrainer des variations de la flore :

+ [ .’alimentation :

Comme vu précédemment dans la mise en place de la flore, la colonisation bactérienne n’est
pas la méme selon le type d’alimentation, notamment I’allaitement par rapport au lait
artificiel. 1l a été également observé des différences marquantes entre les populations ayant un
régime végétarien, ou sans gluten, par rapport au reste de la population.

Par ailleurs il semble exister des différences frappantes liées au pays, méme au sein de pays
ayant le méme niveau de vie ce qui suggéere que les différentes habitudes alimentaires et les
modes de vie impactent fortement le microbiote intestinal sur le long terme.

+ [.’usage de médicaments tels que les antibiotiques :

Le role des antibiotiques est par définition de détruire les bactéries. Cette action ne se limite
pas aux bactéries pathogenes mais touche également les bactéries de la flore commensale.
L’altération de la flore dépendra de la sensibilit¢ des bactéries selon le spectre de
I’antibiotique utilisé et de la durée d’utilisation.

Cette dysbhiose va provoquer des troubles digestifs a type de diarrhée, mais sera
majoritairement transitoire et réversible a 1’arrét des antibiotiques.

+ |_es hospitalisations :

Lors d’une hospitalisation, une rencontre avec certains germes peut aboutir a une colonisation
de la flore intestinale qui aboutira au développement de ce germe aux dépens des especes
commensales.

C’est le cas lors d’une infection par la bactérie C. difficile, qui peut rester latente mais qui
peut se développer suite a une fragilisation de la flore (par exemple suite a la prise
d’antibiotiques).

+ Certaines situations cliniques :

Dans certaines maladies il a été observé une modification caractéristique dans la composition
de la flore intestinale. Les études en cours cherchent a déterminer si cette dysbiose est une
cause ou une conséquence de la pathologie.

Ces observations ont eté faites pour des maladies telles que les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin, le diabéte ou les maladies métaboliques.
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* 1 ’4ge :

Comme vu précédemment, les nouveau-nés peuvent avoir une flore trés diversifiée selon
différents facteurs tels que 1’alimentation, le mode d’accouchement et le terme de naissance.
Le microbiote ne sera stable pour un enfant donné qu’entre 1’age de 2 et 4 ans.

Il a été montré que la variabilité interindividuelle des souches qui composent la flore
intestinale des personnes agées est tres importante et est supérieure a celle observée chez des
adultes plus jeunes. Les variations observées sont différentes en fonction du lieu de vie de la
population et de leur mode d’alimentation et ne permettent pas d’établir des modifications
spécifiques relatives au vieillissement.

Nous venons de présenter le microbiote intestinal, cet ensemble des micro-organismes

vivant dans nos intestins. Nous avons vu 1’ensemble de ses caractéristiques et de ses fonctions
et I’importance du maintien de I’homéostasie intestinale.
Par la suite, nous allons nous pencher en détail sur des situations dans lesquelles on retrouve
une dysbiose de la flore intestinale, c’est-a-dire un déséquilibre de cet écosystéme. L’objectif
est d’analyser la flore intestinale dans diverses pathologies chroniques, de localisations
gastro-intestinales ou non, et de déterminer si les sujets malades sont porteurs de différences
au niveau de la composition du microbiote.
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PARTIE 2

Relation entre microbiote

et pathologies
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|. Pathologies gastro-intestinales :

A.Les maladies inflammatoires chronigues de
’intestin :

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI) se caractérisent par une
inflammation de la paroi d’une partie du tube digestif (Matricon 2010), liée a une
hyperactivité du systéme immunitaire digestif. Dans la maladie de Crohn, 1’inflammation peut
toucher tous les niveaux du tube digestif de la bouche a 1’anus, mais est principalement
retrouvée au niveau de D’intestin. Dans la rectocolite hémorragique, 1’inflammation est
localisée au niveau du cblon et du rectum.

Ce sont des maladies chroniques qui évoluent par une alternance de phases de poussées et de
phases de rémissions plus ou moins complétes. Lors des poussées inflammatoires, les
symptdbmes vont se presenter sous la forme dedouleurs abdominales avec
des diarrhées fréquentes, parfois sanglantes.

La prévalence des MICI est en constante augmentation ces dernieres années.

Les MICI sont des maladies d’origine inconnue mais qui semblent multifactorielles. Une
composante génétique a ¢été établie, dans un premier temps par 1’observation de formes
familiales, puis par la découverte d’un geéne de susceptibilité a la maladie de Crohn : NOD2 et
d’un gene protecteur : IL-23R.

Mais cette prédisposition génétique ne permet pas a elle seule d’expliquer 1’apparition de la
maladie. D’autres facteurs semblent également impliqués comme des facteurs
immunologiques, des facteurs environnementaux tels que le tabac ou I’appendicectomie et des
facteurs liés a la composition du microbiote.

L’hypothese actuelle serait que les MICI résulteraient d’une réponse immunitaire inadaptée
vis-a-vis d’une modification du microbiote intestinal ou dysbiose chez des patients
génétiquement prédisposeés.

1. La maladie de Crohn:

La maladie de Crohn (MC) peut se localiser tout au long du tube digestif mais les atteintes
iléo-coliques de la maladie sont les plus fréquentes (50 % des cas). L'iléon est atteint
isolément dans 30 % des cas et le cdlon seul dans 20 %. Par ailleurs, 10 % des patients ont
une localisation ano-périnéale spécifique associée.

a. Epidémioloqgie :

La maladie de Crohn est une pathologie de I'adulte jeune débutant généralement entre 20 et 30
ans, méme s’il existe un second pic de fréquence entre 50 et 80 ans. Les deux sexes sont
atteints mais il existe une légére prédominance féminine.

En France, l'incidence de la maladie de Crohn est de 5 a 6 cas pour 100 000 habitants. Dans
10 % des cas, la MC revét un caractere familial. Ces formes se caractérisent par un age de
début jeune et une atteinte étendue et préférentielle au niveau du gréle.
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b. Symptdmes :

La MC évolue sous forme de poussées symptomatiques, entrecoupées d’intervalles
asymptomatiques, les deux étant de durées variables. Le diagnostic de la maladie de Crohn en
poussée doit étre évoqué devant des symptomes digestifs : douleurs abdominales, diarrhée,
syndrome dysentérique, syndrome abdominal aigu pouvant simuler une appendicite aigué.
Ces symptdmes peuvent étre accompagnés de signes genéraux comme la fievre, la fatigue, un
amaigrissement, un retard de croissance ou retard pubertaire chez les enfants et les
adolescents.

Dans environ 20% des cas, des manifestations systémiques sont associées aux manifestations
digestives. Elles touchent différents organes : la peau, les articulations, les os, les vaisseaux,
le foie. Certaines d'entre elles coincident avec les poussées évolutives de la maladie
intestinale.

Complications :

Les complications peuvent se présenter sous différentes formes telles que :

+ Des sténoses : ce sont des rétrécissements d’une partie du tube digestif, elles sont
fréquentes et peuvent entrainer une occlusion intestinale.

+ Des fistules: ce sont des communications anormales entre diverses cavités de
I’organisme a travers les muqueuses, elles peuvent étre entérovésicales, entéroentériques,
entéromeésentériques, entérocutanées, rectovaginales et péri-anales.

+ Le risque d’adénocarcinome de I’intestin gréle est considéré comme plus élevé chez
les patients atteints de MC par rapport a la population générale mais reste faible.

c. Etiologies :

L’étiologie de la maladie de Crohn n’est pas clairement établie mais il est généralement admis
qu’il s’agit d’une réponse immune inadaptée a la flore commensale chez un individu
génétiquement susceptible.

La mutation du gene NOD2 (Hrnéifova et al. 2014) est retrouvée dans des populations
souffrant de la maladie de Crohn. Cette mutation altére une partie de la protéine codée par ce
gene permettant la reconnaissance des éléments bactériens. La protéine NOD2 est un
récepteur intracellulaire qui reconnait la partie élémentaire de toute paroi bactérienne : le
muramyldipeptide (MDP) apres invasion de la bactérie dans la cellule. Elle joue donc un réle
fondamental dans la reconnaissance bactérienne et la défense innée.

La protéine NOD2 est exprimée de maniére constitutive dans différents types de cellules
telles que les macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques, mais aussi par les
cellules de Paneth. L’activation de la protéine NOD2 aboutit a I’activation du facteur NF kB
qui est un facteur majeur de transcription nucléaire a 1’origine de la réponse inflammatoire.

Les cellules de Paneth présentes dans les cryptes intestinales produisent des peptides

antimicrobiens appelés défensines ayant un réle majeur dans I’immunité innée de I’intestin
gréle. Il a été montré que la production des défensines HD-5 et HD-6 est diminuée chez les
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patients atteints de MC iléale, et ce d’autant plus que les patients sont porteurs d’une mutation
de NOD2.

Ces éléments suggerent qu’une réponse inflammatoire déficiente pourrait étre est a 1’origine
de la maladie de Crohn. La découverte des mutations du géne NOD2 dans la maladie de
Crohn a permis de mieux comprendre le role de la défense innée dans la pathogenese de cette
maladie.

d. Les traitements :

La MC n’a pour le moment pas de traitement spécifique. Les traitements vont avoir comme
objectifs de traiter les crises pour induire une rémission ou de maintenir cet état de rémission
pour éviter la survenue d’une nouvelle crise (VIDAL Reco 2018).

+ Traitement des crises : la stratégie dépendra de la localisation des lésions et de la
séverité des atteintes :

- Dans les formes légéres a modérées qui touchent I’iléon ou le cblon ascendant, des
corticoides a action locale sont utilisés, tel que le budesonide. En cas d’échec, une
corticothérapie systémique (prednisone ou prednisolone) sera indiquée.

Dans les formes coliques étendues, un traitement par corticothérapie systémique est indiqué
d’emblée.

- Dans les formes d'activité severe: une corticothérapie systémique est indiquée en
association éventuellement avec un immunosuppresseur tel que 1’azathioprine. En cas
d'intolérance ou d'éechec de la corticothérapie, un traitement anti-TNF (Infliximab,
Adalimumab) est indiqué, il s’agit d’anticorps monoclonaux anti TNFo (tumor necrosis factor
alpha), qui se lient a cette cytokine pro-inflammatoire pour en limiter I’action.

+ Traitement pour le maintien de la rémission :

Les immunosuppresseurs sont indiqués en cas de rechute précoce (moins de 3 mois apres la
fin de la poussée), afin de réduire l'exposition aux corticoides et le risque de rechutes
ultérieures. L’azathioprine est le plus utilisé, les anti-TNF sont indiqués en cas de résultat
insuffisant (corticorésistance) et de corticodépendance non contrdlée par I'azathioprine.

Une chirurgie pourra étre réalisée dans les formes séveéres ou il est nécessaire de mettre au

repos une partie du tube digestif, avec résection d’une partic de I’intestin ou lors de
complications nécessitant un geste opératoire.

e. La flore intestinale dans la MC :

Le premier élément marquant qui suggere 1’implication du microbiote dans la pathogénie des
MICI est la localisation des Iésions au niveau de I’iléon et du colon, ce qui représente les
segments ayant les concentrations en bactéries les plus élevées du tube digestif.

Chez les patients atteints de MICI, il a été mis en évidence la présence d’un déséquilibre dans
la composition du microbiote intestinal ou dysbiose.
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Il a éte observé (Swidsinski et al. 2002) chez les patients atteints de MICI et de maniére
encore plus marquée chez les patients souffrant de MC, que la concentration en bactéries du
microbiote est significativement plus élevée par rapport a des sujets témoins. Une instabilité
du microbiote au cours du temps, une restriction de la biodiversité et la présence de bactéries
inhabituelles sont également notés. De plus, la concentration en bactéries augmente avec la
sévérité de la maladie.

L’étude (Sartor et Mazmanian 2012) de la flore des patients atteints de MC a montré une
réduction quantitative et qualitative du phylum Firmicutes, et particulierement du groupe
Clostridium leptum. Ce groupe comporte notamment la souche Faecalibacterium prausnitzii
dont la concentration est fortement diminuée. La diminution de cette bactérie associée au
développement de la MC suggeére son réle anti-inflammatoire.

Il a ét¢ montré que d’autres bactéries considérées comme bénéfiques pour 1’hote étaient
quantitativement diminuées dans le microbiote fécal des patients atteints de MC dont des
Lactobacilles et des Bifidobacteria, alors qu’on observe une augmentation des Enterobactéries
et de certains pathogénes tels qu’E. coli AIEC ou Mycobacterium avium paratuberculosis.

De plus cette dysbiose, et notamment le déficit en F. prausnitzii, semble plus marquée chez
les sujets en poussée de MICI que chez les sujets en rémission.

Découvertes récentes dans la maladie de Crohn :

La bactérie F.prausnitzii est une bactérie anaérobie stricte appartenant au phylum des
Firmicutes. Elle participe au processus de fermentation et produit des AGCC. En effet, elle est
I’une des productrices principales de butyrate qui est I’un des principaux nutriments de la
mugqueuse intestinale et qui est doué de propriétés anti-inflammatoires.

C’est la bactérie la plus abondante du microbiote intestinal (+ de 5%) mais sa concentration
varie le long du tube digestif. Les concentrations les plus élevées se retrouvent au niveau de
I’iléon terminal, du cdlon ascendant et du célon transverse.

Sa présence est détectée chez les nourrissons a partir de 6 mois et sa concentration augmente
jusqu’a I’age de 2 ans, elle est dominante a partir de 3 ans chez la majorité des enfants.

Plusieurs études (Martinez-Medina et al. 2006) ont montré que la concentration de la bactérie
F.prausnitzii est diminuée dans les féces et le mucus intestinal des patients atteints de MICI en
comparaison aux sujets sains. Ce désequilibre est aussi marqué par une inflammation locale et
une diversité globale diminuée dans la composition du microbiote.

Les bactéries telles que F. prausnitzii semblent avoir un effet anti-inflammatoire a la fois par
la production d’AGCC mais aussi direct par la production de métabolites qui inhibent la
production d’IL-8.

Propriétés immuno-modulatrices de F prausnitzii :

L’activité anti-inflammatoire de F. prausnitzii a été évaluée in vitro et in vivo chez des souris
souffrant de colites induites par l'acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique (TNBS) (Quévrain et
al. 2016).

In vitro, la bactérie seule n’a pas d’effet sur I’activité NF-KB alors que le surnageant de
culture abolit I’activité NF-KB.
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In vitro, F. prausnitzii induit une faible production de molécules pro-inflammatoire par les
lymphocytes et les monocytes et une augmentation des molécules anti-inflammatoire. Au
niveau des cellules épithéliales intestinales, on observe une diminution de I’IL-12 et de I’'INF-
Y, et une augmentation des sécrétions d’IL-10.

L’administration orale de la bactérie vivante ou de son surnageant chez la souris réduit la
séverité de la colite induite et semble corriger la dysbiose. F. prausnitzii présente des effets
anti-inflammatoires en partie a cause des métabolites sécrétés capables de bloquer I’activation
de NF-KB et la production d’IL-8.

Une molécule sécrétée par la bactérie F. prausnitzii a été identifiée en culture, elle a
été baptisee MAM pour Microbial Anti inflammatory Molecule.
Le transfert de ’ADN de MAM dans des cellules épithéliales a conduit a une diminution
significative de 1’activation de la voie du facteur nucléaire NF-KB avec un effet dose-
dépendant.
Un plasmide codant la protéine MAM a été introduit a des bactéries L. lactis. Ces bactéries
ont été ingérées par des souris souffrant de colites induites par le DNBS. Ce traitement
probiotique a protégé les souris de I’inflammation.
Cela a permis de comprendre que MAM est une protéine capable d’inhiber la voie NF-KB in
vitro et de prévenir les inflammations intestinales in vivo. Cette molécule diminue I’activation
d’un acteur moléculaire important : NF-KB impliqué dans la production de cytokines pro-
inflammatoires.

Ces deécouvertes permettent de penser a de nouvelles approches préventives et
thérapeutiques dans la maladie de Crohn. Il pourrait s’agir de ’administration directe de
probiotiques de la souche F. prausnitzii pour rétablir le niveau de la bactérie dans le tube
digestif, ou bien I’utilisation de la protéine MAM qui pourrait étre développée sous forme
d’un médicament spécifique a la maladie de Crohn. Des essais cliniques sont maintenant
nécessaires pour évaluer 1’action de la bactérie chez I’homme.

2. La rectocolite hémorragigue :

La rectocolite hémorragique (RCH) ou colite ulcéreuse, est une maladie inflammatoire
chronique évoluant par poussées qui affecte I’extrémité distale du tube digestif.

Les lésions se localisent toujours au niveau du rectum et peuvent toucher en plus une partie du
cblon.

a. Epidémioloqgie :

En France, la RCH touche environ une personne sur mille, avec une légére prédominance
féminine. L'incidence est de I'ordre de 5 pour 100 000 habitants par an. Elle survient a tout
age, mais est le plus souvent diagnostiquée entre 30 et 40 ans.
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b. Symptdmes :

Le diagnostic doit étre évoqué devant toute diarrhée prolongée, surtout hémorragique et
devant tout syndrome dysentérique, évacuations afécales glaireuses et/ou hémorragiques
accompagnant des selles par ailleurs normales. Ces événements sont associés a des douleurs
abdominales et parfois a des signes généraux.

c. Etiologies :

La pathogénésie de la rectocolite hémorragique n’est pas clairement établie, mais tout comme
la MC il semble y avoir une implication génétique, associé a une dyshiose de la flore
intestinale, a des facteurs environnementaux et a une altération de la régulation du systeme
immunitaire intestinal.

d. Traitement:

Tout comme la MC, il n’y a pas de traitement spécifique et les traitements mis en place ont
pour but de calmer la crise et d’induire une rémission puis de maintenir la phase de rémission
(VIDAL Reco 2018).

+ Le traitement des crises :

Les traitements vont dépendre de la localisation et de 1’étendue des 1ésions.

- Pour des rectites d’activités 1égéres a modérées : utilisation d’un anti-inflammatoire colique
la mésalazine, par voie locale en suppositoire dans un premier temps puis par voie orale si
cela est insuffisant.

Colite gauche d’activités légeéres a modérées : utilisation de mésalazine en lavements puis par
voie orale si cela est insuffisant.

En cas d’échec, un traitement par corticothérapie orale est mis en place.

- Lors de colites etendues d’activités légéres a modérées, la mésalazine est utilisée
directement par voie orale, et peut étre associée a une corticothérapie.

En cas d’échec et dans les formes les plus séveres, un traitement immunosuppresseur par
azathioprine ou anti-TNF peut étre mis en place.

+ Le traitement du maintien de la rémission :

Pour le maintien de la rémission, le traitement efficace sera maintenu, en dehors de la
corticothérapie qui ne doit pas étre utilisée sur le long cours.
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e. La flore intestinale dans la RCH :

Comme nous I’avons vu avec la MC, la dysbiose retrouvée chez les patients souffrant de RCH
se caractérise dans un premier temps par une augmentation de la concentration bactérienne de
la flore intestinale en comparaison aux sujets sains (Swidsinski et al. 2002).

Chez les personnes souffrant de RCH il a été observé que la diversité du microbiote intestinal
est altérée; Il y a une réduction des Firmicutes et des Bacteroidetes. Alors que les
Proteobacteria et Actinomycetes sont augmentées.

Certaines bactéries (Shen et al. 2018) comme Akkermansia muciniphila sont diminuées. Il
s’agit d’une des bactéries les plus abondantes du microbiote intestinal. 2 producteurs
importants de butyrate de la famille des Firmicutes : Roseburia hominis et F. prausnitzii sont
également significativement diminués dans la RCH.

Le nombre de pathogenes est quant a lui augmenté avec des especes telles que
Mycobacterium avium paratuberculosis, E. coli, Clostridium difficile, Helicobacter sp.

Il a été également montré que le nombre de F. prausnitzii était augmenté lors des phases de
rémission.

La souche A. muciniphila, qui est chez le sujet sain I’une des bactéries les plus fortement
retrouvées au sein de la flore intestinale pourrait &tre une cible intéressante en étant utilisée
comme probiotique pour tenter de rétablir I’équilibre.

L’¢tude du microbiote de patients atteints de MICI nous a permis d’observer la
présence d’une dysbiose caractéristique.
Cela pourrait permettre le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant de
maniere spécifique ces troubles.
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B.Les infections a Clostridium difficile :

Clostridium difficile est un bacille Gram positif, anaérobie strict et sporulant. 1l appartient a la
classe des Firmicutes et a été pour la premicre fois identifié en 1935 par Hall et O’Toole.

La gravité d’une infection par C. difficile (ICD) peut étre de différents niveaux (Barbut et al.
2006) allant d’une colonisation asymptomatique ou une diarrhée 1égere, jusqu’a des stades
plus séveres comme la colique pseudomembraneuse, le mégacdlon toxique, la septicémie et
peut entrainer la mort.

1. Epidémioloqie :

Cette bactérie est responsable de 15 a 25% des diarrhées post-antibiotiques et de plus de 95%
des cas de colites pseudomembraneuses. De plus il s’agit de la premiére cause de diarrhées
infectieuses nosocomiales chez les adultes.

2. Contamination et facteurs de risgue :

La contamination se fait par la forme sporulée du germe qui est inactive et qui rend le
sujet porteur sain. En effet, la plupart des cellules végétatives meurent a cause de 1’acidité de
I’estomac, mais les formes sporulées survivent et arrivent au niveau intestinal. On estime
qu’environ 3% des adultes sont porteurs asymptomatiques de C. difficile.

Lors d’une infection symptomatique, les spores germent au niveau de 1’intestin gréle et se
transforment en formes végétatives qui se multiplient dans le célon ou elles colonisent la flore
commensale.

La pathogenicité est due a la production par la forme végétative de toxines A et B qui
induisent une inflammation de la muqueuse et des diarrhées.

La contamination par C. difficile est principalement faite lors d’une hospitalisation. Elle se
fait par voie oro-fécale et sa transmission de personne a personne s’effectue directement par
manuportage ou a partir de ’environnement contaminé. L’hdpital constitue a la fois le
réservoir de I’infection mais aussi un vecteur de transmission.

En milieu hospitalier, la facilit¢ d’acquisition de C. difficile peut s’expliquer dans un premier
temps par la tres forte dissémination des souches dans 1’environnement des patients. En effet
presque 50 % des prélévements environnementaux de chambres de patients souffrant d’ICD
sont positifs a C. difficile. Cela s’explique aussi par la grande résistance des spores de C.
difficile sur les supports inertes : les spores de C. difficile peuvent persister pendant des
semaines, voire des mois, sur des supports inertes. Pour finir, par la promiscuité des patients
hospitalisés, en effet il faut moins de 4 jours & un patient hospitalisé dans la méme chambre
qu’un patient porteur de C. difficile pour I’acquisition de C. difficile.

L’¢élément déclencheur de la contamination par C. difficile est [’utilisation
d’antibiotiques. En effet ceux-ci détruisent une partie de la flore anaérobie commensale qui
sert de barriere, et permet ainsi aux souches de C. difficile qui sont résistantes aux
antibiotiques de s’implanter et de se multiplier. On observe une €équation entre le niveau de
résistance de la souche a I’antibiotique, la concentration en antibiotique et la sensibilité des
especes composant la flore commensale.
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Les antibiotiques les plus impliqués sont la clindamycine (lincosamide), les céphalosporines
de 3°™ génération et I’amoxicilline. Mais sont aussi incriminés les macrolides, les
céphalosporines de 2°™ génération et les fluoroquinolones.

Les 3 principaux facteurs de risque de contaminations par C. difficile identifiés sont
une hospitalisation, I’usage d’antibiotiques et 1’dge du patient.
L’age du patient supérieur a 65 ans est un facteur de risque important, car ces personnes
présentent une moins bonne capacité a produire une réponse immunitaire, des comorbidités,
un usage récurrent aux antibiotiques et une plus forte fréquentation des milieux hospitaliers.

D’autres facteurs de risque ont été identifiés comme le tabagisme, 1’usage de tubes
nasogastriques ou la prise d’agents antiacides.

3. Signes cliniques :

On peut retrouver différents degrés cliniques plus ou moins graves :

- Une diarrhée bénigne modérée et sans fiévre, sans douleur abdominale notable.

- Une diarrhée sévere associée ou non de fiévre, et souvent a des douleurs abdominales.

- La colite pseudomembraneuse : le premier jour se caractérise par une diarrhée liquide
abondante 3 a 8 selles/j puis crémeuses ou verdatres, rarement hémorragiques (< 5 %). La
personne présente une fievre modérée dans 75% des cas et des douleurs abdominales dans
70%.
Lors de la réalisation d’une biologie on observe des résultats non spécifiques tels qu’une
hyperleucocytose a polynucléaires, un syndrome inflammatoire et une hypo-albuminémie
modérée.
L’endoscopie digestive va permettre d’observer une muqueuse colique couverte de 1ésions
aphtoides jaunatres. La confirmation diagnostique se fera par la recherche des toxines A et B
dans les selles ou par I’isolement d’une souche toxinogene.

Les complications :

Les complications représentent environ 1% de I’ensemble des infections a C. difficile et 30%
des formes séveres. Les 3 principales complications peuvent étre un choc septique, un
mégacolon toxique (dilatation du c6lon et de I’abdomen) pouvant entrainer une perforation
colique ou la formation d’iléus (occlusion intestinale).

Elles peuvent étre mortelles si une prise en charge rapide n’est pas faite.

4. Les traitements :

Dans un premier temps, une mise en place de mesures d’hygiéne spécifiques, notamment en
milieu hospitalier avec un isolement du patient et des précautions particulieéres du personnel
soignant est nécessaire.

- Lors d’une forme non sévére, la conduite a tenir est I’arrét de 1’antibiothérapie si cela est
possible, ce qui va conduire dans 15 a 20% des cas a une gueérison en 2 a 3 jours.
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- Si I’arrét de I’antibiotique est impossible, si cela est insuffisant ou si la diarrhée devient
fébrile (infection sévére), le traitement de premiére intention (Boutoille 2017) est le
metronidazole per os (500 mg X 3/j) pendant 10 jours. Il est également possible d’utiliser la
vancomycine per os (125 mg X 4/j) ou la fidaxomicine per os (200 mg X 2/j) pendant 10
jours.

Si la voie orale n’est pas possible, on utilise du métronidazole IV (500 mg/8h) pendant 10
jours.

En cas de premier épisode et pour des formes peu a modérément séveres, le métronidazole est
recommandé en premiére intention, pour son moindre codt et car il présente moins de risque
de sélectionner des germes résistants.

- Les formes séveres sont traitées par vancomycine per os (125 mg X 4/j) ou fidaxomicine
per 0s (200 mg X 2/j) pendant 10 jours.

Lorsque la voie orale n’est pas envisageable, un traitement par métronidazole IV (500 mg X
3/j) est associé a des lavements de vancomycine pendant 10 jours ou métronidazole 1V (500
mg X 3/j) associé a la vancomycine par sonde nasogastrique pendant 10 jours ou de la
tigécycline IV (50 mg X 2/j) pendant 14 jours.

L’avantage de la fidaxomicine est qu’elle agit sur un spectre étroit ciblé sur les bactéries a
Gram positif. Elle entraine moins d’effets délétéres sur le microbiote intestinal que la
vancomycine et le métronidazole mais son usage est limité a cause de son prix élevé. Dans les
formes les plus séveres, I’absence de données d’efficacité et de tolérance limitent son
utilisation.

Les formes séveéres avec complications peuvent nécessiter un transfert en réanimation
pour maintien des fonctions vitales. On peut aussi avoir recours a la chirurgie en cas de
mégacodlon toxique ou de perforation digestive : la colectomie qui consiste a une ablation du
cblon, qui pourra étre suivie de la mise en place d’une colostomie (ou c6lon artificiel).

5. Les récidives :

Les récidives d’infections a C. difficile sont définies par une réapparition de

I’infection dans les deux mois qui suivent le début de 1’épisode initial. Elles sont un probléme
majeur de I’infection a C. difficile et surviennent dans environ 20 % des cas.
Dans la majorité des cas, il s’agit d’une reviviscence de la souche initiale sous forme sporulée
dans le tube digestif, malgré un traitement efficace, pour le reste il s’agit d’une contamination
par une nouvelle souche, le plus souvent lors d’une hospitalisation combinée avec une
altération persistante de la flore digestive (aggravée par métronidazole ou vancomycine) et
une réponse immune inadéquate (absence de synthése d’anticorps antitoxines).

Le traitement des récidives est complexe car un patient qui présente une premiéere
récidive a davantage de risque de faire des récidives ultérieures et multiples. Il peut faire
appel a des cures répétées de vancomycine ou de fidaxomicine, ou a 1’usage de doses
décroissantes d’antibiotiques.
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6. La flore intestinale dans les infections a C. difficile :

L’étude (Chang et al. 2008) de la flore des selles de personnes atteintes de formes récurrentes
de I'infection a C. difficile en comparaison a celle de sujets sains ou atteintS d’un épisode
initial a montré une diminution nette de la diversité globale des micro-organismes et une
modification des phyla dominants.
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Figure 5 : Abondance relative des phyla bactériens dominants dans les échantillons fécaux de sujets
témoins en bonne santé, chez les patients présentant un épisode initial d’ICD et chez les patients atteints
d’une forme récurrente d’ICD. (Chang et al. 2008)

On observe chez les sujets atteints de formes récurrentes d’ICD une modification de
I’abondance des phyla retrouvés habituellement de mani¢re majoritaire chez les individus
sains : Bacteroidetes et Firmicutes.

De plus, cette variation entraine une perte de résistance a la colonisation, en effet chez
certains patients la bactérie C. difficile est devenue dominante de la communauté
microbienne.

La prise en charge des infections récidivantes a C. difficile est tres complexe et
implique la réalisation de cures répétées d’antibiotiques.
De nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant la flore intestinale pourrait permettre de réduire
le nombre de récidives et de limiter I’usage des antibiotiques.
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ll. Pathologies extra-digestives :

A.Surpoids, obésité et diabete :

1. Définition :

Selon I’OMS, le surpoids et I'obésité sont définis comme un excés de masse grasse qui
entraine des conséquences néfastes pour la santé.

Pour estimer le surpoids et 1’obésité, la mesure de I’indice de masse corporelle (IMC) est
utilisée chez 1’adulte (HAS 2011). 11 s’agit du rapport du poids par la taille au carré et est
exprimé en kg/m2. Chez un adulte le surpoids est défini par un IMC compris entre 25 et 30
kg/m? et 1I’obésité par un IMC supérieur a 30 kg/m?.
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Figure 6 : Corpulence selon I'Indice de Masse Corporelle (IMC) (Alliance Apnées du sommeil 2017)

2. Epidémiologie :

Une étude (ObEpi-Roche, 2009) réalisée en 2009 a montré que la prévalence de 1’obésité chez
les adultes francais de 18 ans et plus était de 14,5 % et celle du surpoids de 31,9 %.

De plus, en 2009, la prévalence de 1’obésité en France a augmentée de + 10,7 % par rapport a
2006. On observe un accroissement trés rapide du nombre de personnes ayant une obésité ou
un surpoids et surtout que les personnes développent une obésité a un age de plus en plus
jeune. En effet, ’augmentation la plus importante a été observée pour la tranche d’age 25-34
ans avec + 19,5 %. Cette augmentation peut étre expliquée principalement par les
changements des habitudes alimentaires, avec notamment une augmentation de 1’apport en
lipides.

La prévalence de ’obésité est plus élevée chez les femmes (15,1 %) que chez les hommes
(13,9 %). Elle augmente avec I’age dans les deux sexes avec un pic pour la tranche d’age 55-
64 ans. Chez les patients agés de 65 ans et plus, la proportion de personnes ayant une obésité
était de 17,9 % et celle des personnes en surpoids était de 41,2 %.
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3. Etioloqies :

L’obésité est une maladie complexe qui semble caractérisée par des facteurs a la fois
génétiques, comportementaux, sociaux et environnementaux dont 1’excés calorique. En effet,
dans le surpoids et I’obésité on observe un déséquilibre prolongé de la balance énergétique
avec des apports énergétiques journaliers depassant les dépenses.

4. Conséquences et risques :

Certains sujets obeses sont a risque de developper des maladies secondaires. En effet, lorsque
I’IMC augmente de 20 a 30 kg/m? il existe une relation linéaire entre le poids et
I’hypertension artérielle, les maladies coronariennes et le diabéte de type 2 (HAS 2011).

Le risque de développer un diabete de type 2 ou de présenter une cardiopathie ischémique
augmente avec le surpoids et encore plus avec l’obésité, en particulier chez les sujets
présentant une répartition abdominale de leur surpoids.

De plus, il a été démontré que certains cancers sont favorisés par 1’obésité.

5. Traitements :

Le surpoids et I’obésité peuvent avoir des conséquences physiques, psychologiques et sociales
considérables.

Selon les recommandations actuelles de la Haute Autorité de Santé (HAS), les objectifs de la
prise en charge du surpoids et de I’obésité sont les suivants :
+ une perte de poids de I’ordre de 5 a 15% par rapport au poids initial.
+ une stabilité pondérale, avec surtout une prévention de la rechute.
+ la prise en charge des comorbidités : diabéte, hypertension, douleurs arthrosiques,
syndrome des apnées du sommeil.
+ favoriser la qualité de vie somatique, psychologique et sociale du patient.

Dans certains cas d’obésité morbide, la chirurgie bariatrique est une solution qui permet
d’atteindre et de maintenir une perte de poids conséquente (HAS 2009). Pour cela, le bypass
est une technique restrictive et malabsorptive qui permet de diminuer a la fois la quantité
d’aliments ingérés et ’assimilation de ces aliments par 1’organisme, grace a un court-circuit
d’une partie de I’estomac et de I’intestin.
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Figure 7 : Représentation schématique d'un « bypass ». (HAS, 2009)

Cela consiste a diminuer de 90 % la taille de I’estomac en créant une petite poche gastrique de
15 a 30 mL. Les parties distale de I’estomac et proximale de I’intestin sont contournées. La
poche gastrique créée est directement attachée a la partie distale du jéjunum. Les anses biliaire
et pancréatique sont ensuite raccordées au jéjunum pour que les aliments soient en contact
avec les secrétions digestives.

Le bol alimentaire est envoyé directement dans la partie distale du jéjunum de I’intestin gréle
et est donc assimilé en moindres quantités.

Lors de cette opération, la perte de poids est de ’ordre de 70 a 75 % de 1’exceés de poids.

Bypass et microbiote :

Aprés la chirurgie par bypass (RYGB), le duodénum et le jéjunum proximal ne
recoivent plus de nutriments car le bol alimentaire est envoyé depuis la poche gastrique
directement dans le jéjunum distal.

En plus de la réduction rapide du poids, grace a cette technique, les patients obtiennent des
améliorations majeures de la sensibilité a I'insuline et de I'homéostasie du glucose.

La modification du parcours du bol alimentaire, associée a des changements dans I'exposition
aux résidus gastriques et a l'intestin gréle proximal, permet de modifier I’appétit et donc la
taille des repas et les types d'aliments pouvant étre ingérés. A ceux-ci sont ajoutés des
changements significatifs dans la sécrétion de peptides intestinaux liés a la satiété tels que le
peptide glucagon-like-1 (GLP-1).

Les études récentes sur le microbiote dans I’obésité suggerent le réle que pourrait jouer la
flore intestinale dans les résultats remarquables que génére cette opération. Il est facile de
s’imaginer ’impact fort sur le microbiote d’une telle opération par la mise en contact directe
d’aliments depuis I’estomac vers les bactéries de la partie distale du jéjunum.

Lors de I'étude (Tremaroli et al. 2015) des changements du microbiote intestinal chez
les patients ayant subi une chirurgie bariatrique, il a été observé une augmentation de la
diversité microbienne et une altération de la composition microbienne, principalement avec
une augmentation de I'abondance relative du phylum Proteobacteria a la fois chez les humains
et chez les rongeurs.
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Il a été montré que ces résultats ont été maintenus jusqu’a 9 ans apres la chirurgie et ne sont
pas corrélés avec ’IMC de départ.

Des souris axéniques ont été colonisées avec un microbiote provenant de patients diabétiques
et obéses qui ont ou non subi une chirurgie bariatrique (Tremaroli et al. 2015).

Il a été observé que les souris colonisées par le microbiote de patients opérés ont accumulé
apres 14 jours 43% moins de graisse corporelle que les souris colonisées par le microbiote de
patients obéses non opérés.

Cela nous montre que le microbiote altéré des patients ayant été opérés pourrait bien
contribuer a la régulation du métabolisme.

Un essai (Palleja et al. 2016) a suivi 13 patients ayant eu une chirurgie bariatrique. lls ont été
examinés avant la chirurgie, 3 mois post chirurgie puis 1 an post chirurgie.

Il a été observé chez ces sujets que 3 mois apres la chirurgie RYGB : I'lMC, le glucose a jeun,
I’insuline a jeun et I'Hb1Ac diminuaient significativement, et que la sécrétion postprandiale
de GLP-1 augmentait significativement.

Les améliorations les plus marquées ont été observées dans les 3 premiers mois et ont été
maintenues dans les 9 mois suivants mais de maniere plus faible.

L’étude des variations de composition du microbiote aprés RYGB a montré que 1’abondance
relative des Protéobactéries et des Fusobactéries a été augmentée et que le producteur de
butyrate F. prausnitzii a diminué.

L'augmentation de I'abondance des bactéries aérotolérantes du phylum Proteobacteria indique
une adaptation a une plus forte présence d'oxygeéne dans I'intestin distal aprées RYGB.

Ces différentes études nous montrent que chez les patients ayant subit une chirurgie de
by-pass gastrique, I’altération prolongée de la flore intestinale semble participer,
parallélement a I’acte chirurgical en lui-méme, a la régulation du poids et du métabolisme du
glucose. D’autres études sont nécessaires pour expliquer en détail les mécanismes impliquant
la flore intestinale.

6. Flore intestinale dans I’obésité :

L’implication de la flore intestinale dans le surpoids et I’obésité a dans un premier
temps été observée par 1’étude comparative du microbiote de souris présentant une obésité
d’origine génétique (ob/ob) a celui de souris maigres (+/+) (Ley et al. 2006).

Le microbiote de la partie distale de ’intestin des souris a été étudi¢ par séquengage de

I’ARN ribosomal 16S et sa comparaison dans les 2 groupes de souris a été réalisée. On
observe que les phyla bactériens majoritaires chez toutes les souris sont les Firmicutes et les
Bacteroidetes et qu’ils composent 90% de la flore a eux 2.
Cependant, chez les souris obéses on observe en comparaison aux souris de poids normal une
diminution de 50% du nombre de bactéries du genre Bacteroidetes et une augmentation
proportionnelle des bactéries du groupe des Firmicutes. Ces différences ont été observees
malgré une alimentation semblable dans les deux groupes.
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Ces résultats nous montrent la présence chez les souris obéses d’une dysbiose au niveau de la
flore intestinale avec modification du rapport entre les Firmicutes et les Bacteroides.

Une étude (Ley et al. 2006) a ensuite été réalisée chez ’homme en comparant les microbiotes
de 12 sujets obéses et de 12 sujets de poids normal. Les résultats ont montré qu’il existe une
dysbiose de la flore intestinale chez les sujets obeses. L’étude de leur flore montre que la
proportion de bactéries du phylum Firmicutes est augmentée par rapport a la flore des sujets
de poids normal avec diminution des bactéries du phylum Bacteroidetes.

Un suivi de I’évolution de la flore intestinale de ces sujets obéses suivant un régime
hypocalorique (pauvre en graisse ou pauvre en glucides) a été effectué pendant 1 an (Ley et
al. 2006). Pour cela, les selles des sujets ont été analysées.

Quelques soit le régime suivi, les modifications caloriques ont entrainé une perte de poids. De
plus, la quantité de bactéries du genre Bacteroidetes a augmenté et celle des Firmicutes a
diminué de maniere significative, rejoignant les proportions observées chez le sujet de poids
normal.

Les recherches ont montré que les sujets obeses avaient avant le régime hypocalorique une
alimentation plus riche en lipides que les sujets de poids normal.

Ces résultats montrent que I’alimentation est un facteur majeur de la composition de la flore
intestinale et que des changements diététiques modestes sont capables de restaurer dans la
population obese les proportions de la flore habituellement observées chez les sujets de poids
normal.

D’autres travaux réalisés sur une cohorte de plus de 300 patients (Chatelier et al. 2013)
a permis de montrer que la plupart des patients obéses ont un nombre réduit de genes de
bactéries au niveau intestinal. Chez les sujets présentant un indice de masse corporelle (IMC)
supérieur a 45, on observe jusqu’a 30 a 70 % de réduction du nombre des génes bactériens.
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Figure 8 : Comparaison de souris €levées de maniére conventionnelle (CONV-R) a des souris axéniques
colonisées a I’Age adulte par le microbiote caecal de souris élevées de maniére conventionnelle (CONV-D).
Souris témoins axéniques (GF). (Backhed et al. 2004)

Trois groupes de souris agées de 8 a 10 semaines ont été étudiés (Backhed et al. 2004)

pour comparer leur masse corporelle, leur consommation alimentaire et leur consommation
d’oxygéne. Le premier groupe est composé de souris axéniques témoin (GF), le second
groupe est composé de souris élevées de maniere conventionnelle (CONV-R) et le troisieme
groupe de souris axéniques colonisées a 1’age adulte par le microbiote caecal de souris élevées
de maniere conventionnelle (CONV-D).
La comparaison (Fig. 8A) des souris GF avec les souris CONV-R révele que les animaux
pourvus d’une flore intestinale contiennent en moyenne 42% de masse grasse en plus. Cela
malgré la consommation quotidienne par les souris CONV-R d'un régime standard de
rongeurs de quantité 29% inférieure a celui des souris GF (Fig. 8C).

De plus, la colonisation de souris axéniques par le microbiote de souris élevées de maniére
conventionnelle a permis d’observer dans les 14 jours qui ont suivi la colonisation une
augmentation de 57% de leur teneur en masse grasse associée a une diminution de 7% de la
masse maigre ainsi que le développement d’une résistance a I’insuline.

Comme l'augmentation de la teneur en graisse corporelle due au microbiote n'a pas été causée
par une augmentation de la consommation de nourriture, I’hypothése d’une dépense
énergétique réduite a été posée. Cette explication a été exclue aprés avoir observé que les
souris GF plus maigres avaient un taux métabolique (VO2) inférieur de 27% a celui des souris
CONV-D.

Dans une autre étude (Turnbaugh et al. 2006), des souris axéniques ont été colonisées
par une flore de souris donneuses obeses (ob/ob) ou minces (+/+). Aucune différence n’était
présente entre les deux groupes de souris receveuses en matiere de masse corporelle avant les
transferts ni dans les régimes alimentaires au cours I'expérimentation. L’analyse des
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séquences d’ARN 16S ribosomal a permis de montrer 1'abondance en Firmicutes des flores
des souris obéses par rapport aux souris minces.

Apres le transfert, les souris receveuses de la flore ob/ob avaient plus de Firmicutes que les
souris ayant recu la flore des souris minces. Cette différence était identique 15 jours aprés le
transfert. De plus, les souris colonisées par une flore de souris obéses avaient une plus grande
croissance en masse grasse que les souris colonisées par une flore intestinale de souris
minces.

Ces résultats suggerent le role de la composition de la flore intestinale dans la prise de masse
grasse. En effet, la modification du microbiote intestinal seule est suffisante pour faire varier
la masse grasse et modifier la résistance a 1’insuline.

Tous ces résultats nous montrent que la flore intestinale des sujets obéses est marquée

d’une dysbiose avec une modification du ratio entre Firmicutes et Bacteroidetes a la fois chez
les souris et chez I’homme.
De plus, cette flore semble jouer un rdle majeur dans la prise de poids, sans faire intervenir le
régime alimentaire. Pour finir, des modifications dans le régime alimentaires des souris
obéses semblent capables de corriger les dysbioses pour se rapprocher d’une flore intestinale
de sujet de poids normal.

Inflammation de bas grade :

Les mécanismes expliquant le role exact de la flore intestinale dans le surpoids et I’obésité ne
sont pas clairement établis, mais différents éléments semblent impliqués.

Un élément majeur rapporté lors du surpoids et d’obésité est leur association a une
inflammation de bas grade (Burcelin et al. 2016).
Les tissus impliqués dans le contréle du poids et de la glycémie tels que le foie, le tissu
adipeux, le muscle, le cerveau et le pancréas sont infiltrés par des cellules immunitaires
inflammatoires. Cet état inflammatoire chronique de faible intensité implique les systémes
immunitaires innés et acquis, via notamment macrophages, cellules dendritiques et
lymphocytes et par la production de cytokines pro-inflammatoires.

Le premier ¢lément a prendre en compte est que comme nous 1’avons vu précédemment, le
régime riche en graisse, qui va étre responsable de 1’obésité et du diabéte, va induire au
niveau du microbiote intestinal une dysbiose.

Cette dyshiose va pouvoir favoriser 1’absorption a travers la muqueuse intestinale de
composes bactériens, tels que le LPS et le peptidoglycane.

a. LerdleduLPS:

L’inflammation retrouvée au niveau des tissus semble impliquer le lipopolysaccharide (LPS),
constituants de la paroi des bactéries intestinales Gram-négatives (Burcelin et al. 2016).

Les LPS sont produits dans I’intestin suite a la lyse continue des bactéries gram-négatives et
sont physiologiquement absorbés puis transportés via les chylomicrons et d’autres
lipoprotéines vers les tissus cibles tels que le foie et le tissu adipeux.
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Un régime riche en lipides, via une altération du microbiote intestinal, entraine une
augmentation de la perméabilité intestinale.

Cette perméabilité augmentée semble étre expliquée par la diminution des AGCC. Les AGCC
sont connus pour avoir un effet protecteur sur la barriere intestinale, et une réduction de la
population de bactéries produisant du butyrate, retrouvée chez les patients obeses, peut
contribuer a une altération de la perméabilité intestinale, notamment en altérant les jonctions
serrées.

Cette perméabilité augmentée, associée a des anomalies de transferts et d’élimination du LPS
entrainent une augmentation du taux plasmatique de LPS, nommée endotoxémie métabolique.

Cette translocation de composés bactériens en dehors de 1’intestin, avec le développement de
I’endotoxémie métabolique semble avoir un réle important dans le développement des
désordres métaboliques associés a 1’obésité¢ tels que I’insulino-résistance, 1’inflammation
systémique ou encore la stéatose hépatique.

Le LPS a une forte capacité a déclencher un phénoméne inflammatoire, et va
provoquer ’infiltration et I’activation de cellules immunitaires innées et stimuler la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires au niveau du foie et du tissu adipeux.

Le mécanisme de translocation requiert la reconnaissance des PAMPs par les
récepteurs CD14 et TLR-4. Ce sont des récepteurs au LPS qui contrdlent la synthese et la
production de cytokines inflammatoires via la voie NF-kB. Celles-ci, a leur tour, sont
impliquées dans la genése de I’insulino-résistance en induisant de multiples altérations de la
voie de signalisation de I’insuline.

L’implication du couple LPS-CD14 dans la physiopathologie des anomalies métaboliques
induites par 1’exces lipidique a été suggérée chez les souris délétées pour le gene codant pour
le CD14 (Cani et al. 2007). En effet, ces souris sont résistantes aux effets métaboliques
néfastes du régime enrichi en lipides et ne développent ni insulino-résistance, ni stéatose
hépatique.

Par ailleurs, des souris témoins a qui I’on a administré de maniére systémique du LPS pendant
4 semaines (Cani et al. 2007) ont quant a elles développé un phénotype du méme type que
lors d’un régime riche en lipides, avec prise de poids en plus d’une inflammation, d’une
intolérance au glucose et une insulino-résistance.

Le LPS semble jouer un réle primordial dans le développement de I’inflammation de
bas grade qui conduit a la prise de poids et au développement de 1’insulino-résistance. Il
pourrait s’agir d’une cible thérapeutique intéressante, soit en le ciblant directement pour
limiter sa diffusion, soit par 1’usage de probiotiques qui pourraient renforcer la barriére
intestinale et éviter la translocation a travers celle-ci.
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b. Translocation de bactéries vivantes :

En plus des fragments bactériens, des bactéries vivantes ont également été réecemment
mises en évidence chez la souris dans certains tissus comme le tissu adipeux, le foie, le
cerveau et le sang, définissant ainsi un microbiote tissulaire.
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Figure 9 : Impact d'une alimentation riche en graisse sur la concentration d’ADN bactérien dans
différents tissus chez la souris : sang (blood), tissu adipeux (MAT) et nodules lymphoides associés (MLN).
Role des récepteurs NOD1, NOD2 et CD14. (Amar et al. 2011)

0

Une nouvelle étude (Amar et al. 2011) a quantifié I'ADN bactérien chez des souris ayant une
alimentation riche en graisse, dans le sang et le tissu adipeux. Il a également été quantifié dans
les ganglions lymphatiques correspondants, puisque les cellules immunitaires innées
suspectées d'avoir phagocyté des bactéries intestinales peuvent s'accumuler dans ce tissu.

D’apres les résultats (Fig. 9 A, B, C), on observe qu’un régime riche en graisse (HFD)
augmente la concentration d’ADN bactérien dans le sang, le tissu adipeux et les nodules
lymphoides associés. Cela est observé chez la souris dés la premiere semaine de régime riche
en graisse (stade prédiabétique) dans le sang et le tissu adipeux mais est beaucoup plus
fortement marqué et avec une présence dans les nodules lymphoides associés au stade
diabétique (4 semaines de régime riche en graisse).

La comparaison de souris obéses (ob/ob) (Fig. 9 F et G) a des souris de poids normal (Fig. 9
A, B) montre que les souris obéses (ob/ob) présentent une quantité totale d’ADN bactérien

dans le sang et dans le tissu adipeux beaucoup plus importante.

De plus, les PRRs (Pathogen Recognition Receptors) NOD1 (Fig. 9 D, E) et CD14
(Fig. F, G) semblent contrdler I'accumulation d’ADN bactérien induite par I'alimentation riche
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en graisses dans les tissus. En effet lors d’un régime riche en graisse la déficience de I’un ou
I’autre des récepteurs empéche la translocation bactérienne.

Dans le but d’observer que des bactéries retrouvées au niveau du sang et des tissus
adipeux proviennent bien des bactéries commensales de 1’intestin et suivent un mécanisme de
translocation a travers la muqueuse intestinale, des souris au stade diabétique ont été
colonisées par gavage avec des E. coli productrices de bétalactamases qui leur confere une
résistance a 1I’ampicilline. Les cultures en présence d’ampicilline des tissus de ces souris
mettent en effet en évidence la présence de colonies résistantes a 1’antibiotique, preuve du
passage de la bactérie vivante.

Seulement 2h apres le gavage, la quantité de bactéries fluorescentes retrouvées dans le sang
des souris diabétiques a été augmentée par rapport aux souris suivant un régime normal.

Dés le stage prédiabéte des souris suivant le régime riche en graisse, on observe une

augmentation de I’adhérence d’espéces bactériennes gram-negatives a la surface de la
mugqueuse intestinale et dans la muqueuse iléale.
Cette adhérence de bactéries gram-négatives a la muqueuse intestinale persiste au stade
diabétique. De plus, des bactéries ont également été détectées au niveau de la lamina propria
et de la sous-muqgueuse chez les souris suivant un régime riche en graisse de maniére
beaucoup plus importante que chez les souris suivant un régime normal.

De maniere physiologique, les cellules dendritiques sont localisées seulement au niveau de la
lamina propria.

Au stade diabete, les cellules dendritiques ont également été observées entre les entérocytes,
prolongeant leurs dendrites vers la lumiére intestinale. On observe également la colocalisation
de bactéries avec des cellules dendritiques dans la lamina propria et au niveau luminal des
villosités intestinales.

De plus, on retrouve également la colocalisation de cellules dendritiques aves des bactéries
gram-négatives au niveau des ganglions lymphoides associés.

On peut également noter qu’au niveau du stade diabéte on observe une augmentation de
marqueurs de 1’inflammation au niveau du tissu adipeux tel que le TNF-a et I’'INF-y.

Ces résultats montrent que le tissu adipeux et le sang de souris diabétiques nourries par
un régime riche en graisse contiennent des bactéries vivantes, qui proviennent de l'intestin. Ce
passage de bactéries a travers la muqueuse intestinale peut étre expliqué par la présence de
cellules immunitaires capables de phagocytose au niveau de la lumiére intestinale, qui vont
capter les bactéries qui adherent a la muqueuse et les transporter jusqu’aux tissus cibles.

Les bactéries peuvent également étre captées par les cellules M au niveau des plagues de
Payer, ou elles vont étre prises en charge au niveau basal par les cellules du systeme
immunitaire inné et dégradés en peptides antigéniques qui pourront activer les lymphocytes et
déclencher une réponse immunitaire acquise.

Ces mécanismes vont pouvoir étre favorisés par le fait que la couche de mucus recouvrant la
muqueuse intestinale est réduite au cours du diabete de type 2, notamment a cause de la
diminution de la quantité d’AGCC.
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c. Role des Acides Gras a Courtes Chaines :

Comme nous 1’avons vu précédemment, le microbiote intestinal posséde une capacité de
fermentation des polysaccharides alimentaires qui ne peuvent pas étre digérés par les enzymes
de I’hote. Cela permet la production d’AGCC qui présentent de nombreuses fonctions. Chez
les patients obeses, on observe une diminution des bactéries productrices d’AGCC, ce qui se
traduit par une diminution de la quantité circulante d’AGCC.

Le role premier des AGCC (Saad et al. 2016) est de servir de source d’énergie pour les
cellules épithéliales du célon, principalement grace au butyrate. Ils jouent également un réle
dans la croissance et la différenciation de ces cellules.

L'acétate peut étre utilisé comme un précurseur de cholestérol ou d'acide gras, et le propionate
est un substrat pour la gluconéogenése

Les AGCC jouent aussi un r6le majeur dans le maintien de la fonction de barriere épithéliale.
Le butyrate augmente la production de mucus, et est important pour 1’expression correcte des
protéines formant les jonctions serrées entre les cellules intestinales permettant de réduire la
perméabilité intestinale.

L'acétate et le butyrate peuvent augmenter l'oxydation des acides gras et la dépense
énergétique chez les humains, réduisant le poids corporel. L’administration d’acétate
(Sakakibara et al. 2006) a des souris diabétiques pendant 8 semaines a permis de montrer
I’activation de I’AMP-protéine kinase (AMPK), ce qui augmente I'oxydation des acides gras
et la dépense énergétique. Ce résultat était associé chez ces souris a une amélioration de la
résistance a I'insuline et de la tolérance au glucose.

Les AGCC ont montré leur effet anti-inflammatoire (Tedelind et al. 2007), notamment en
inhibant I’activation de NF-KB dans les cellules immunitaires de 1’hote et en modulant
I’expression de cytokines.

Ils vont pouvoir induire la maturation de certains lymphocytes aux propriétés anti-
inflammatoire. Le butyrate peut favoriser la production de cellules T anti-inflammatoires
(Saad et al. 2016). Le propionate favorise leur différenciation en cellules Treg et la production
d'lL-10. Au niveau du tissu adipeux, une augmentation des cellules Treg peut réduire
I'infiltration des macrophages et ameliorer la résistance a l'insuline.

Ces études nous ont montré les différents roles des AGCC. Leur diminution dans les

pathologies métaboliques a de nombreuses conséquences, notamment dans le maintien de la
barriere intestinale.
Ils pourraient étre une cible thérapeutique intéressante a différents niveaux. L’administration
directe d’AGCC ou de bactéries probiotiques capables de les produire pourrait notamment
permettre de rétablir les propriétés de barriere de la muqueuse intestinale et de promouvoir
des effets anti-inflammatoires.
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d. Développement de I’insulino-résistance :

Le régime riche en graisse va moduler le microbiote intestinal et entrainer une altération

de la barriere intestinale associée a une augmentation de la translocation de fragments
bactériens et une diminution des AGCC.
Les tissus impliqués dans le contrdle du poids et de la glycémie sont infiltrés par des cellules
immunitaires inflammatoires. Dans ces cellules, différentes voies de signalisation impliquant
des phosphatases et des kinases (Saad et al. 2016) vont entrainer la production de cytokines
qui vont altérer la transmission du signal insulinique.

Il a par exemple été montré que le TNF-alpha, présent au niveau du tissu adipeux lors de
I’obésité (Tanti et al. 2004) active la protéine-kinase C et augmente la phosphorisation de
substrats des récepteurs de l'insuline (IRS-1) sur certains résidus sérine. Cela conduit a
I'inactivation de molécules de signalisation de l'insuline et donc participe au phénoméne de
résistance a l'insuline.

7. Traitement probiotique chez la souris :

Des souris nourries par un régime riche en graisse ont été traitées par le probiotique B.
lactis 420 (Amar et al. 2011) pendant un mois & la dose de 10° UFC/jour.
I1 a été observé une diminution de la quantité de certaines bactéries dont d’E. coli au niveau
de la muqueuse intestinale. De plus, certaines familles de bactéries, telles que les
Enterobacteriaceae qui étaient fortement présentes dans le tissu adipeux de souris ayant un
régime riche en graisse, sont retrouvées en quantité fortement diminuée.
La production de différentes cytokines pro-inflammatoire telles que IL-1R et IL-6 a été
diminuée dans le tissu adipeux, le foie et le muscle.
La sensibilité a I’insuline a été normalisée par rapport aux souris nourries par régime riche en
graisse sans le traitement probiotique.

Chez la souris ayant une alimentation riche en graisse, un traitement probiotique par la souche
L. lactis semble donc empécher I'adhérence bactérienne a la muqueuse intestinale et diminuer
la translocation bactérienne. Cela permet également de diminuer I'inflammation induite par le
régime gras et améliore la sensibilité a I'insuline.

Ce résultat semble encourageant et de nouvelles études plus approfondies chez I’homme avec
I’usage de probiotiques sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes impliqués.
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B.Les maladies auto-immunes :

De récentes études (Mathis et al. 2011) semblent faire le lien entre des altérations au niveau
du microbiote intestinal et les maladies auto-immunes. Nous allons voir ici I’exemple de deux
maladies auto-immunes : le lupus érythémateux disséminé et la polyarthrite rhumatoide avec
le role que semble jouer le microbiote intestinal dans leur développement. Cela pourrait
permettre d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques spécifiques a chaque pathologie.

1. Le lupus érythémateux disséminé :

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie auto-immune inflammatoire
chronique qui évolue par poussées. Cette pathologie se caractérise par une réponse auto-
immune dirigée contre des antigénes d’origine nucléaire. Ceci entraine la production d’auto-
anticorps qui peuvent étre a I’origine de 1ésions tissulaires inflammatoires.

Les mécanismes physiopathologiques précis de la maladie restent pour le moment inconnus
mais il semble exister une part génétique, couplée a des facteurs environnementaux et
immunologiques. Il a été estimé que 10 a 12 % des patients ont un apparenté du premier degré
atteint d’une forme de maladie lupique.

Le lupus est une maladie qui peut toucher de nombreux organes (Hachulla et al. 2016)
pouvant varier d’une personne a une autre et changer au cours de 1’évolution de la maladie.
Les manifestations les plus fréquentes peuvent étre des manifestations rhumatologiques,
dermatologiques notamment une éruption cutanée caractéristique au niveau du visage en
forme d’ailes de papillon, mais peuvent aussi toucher entre autres les reins, le systéme
nerveux central, le cceur, les poumons et les cellules sanguines.

a. Epidémioloqgie :

Le LED (Hachulla et al. 2016) affecte principalement les femmes jeunes, le sex-ratio est
d’environ 9 femmes pour 1 homme, mais peut également débuter chez les enfants et les
personnes agées.

La prévalence du LED en France est évaluée a 47,1 personnes pour 100 000. Le nombre de
patients est estimé entre 30 000 et 60 000.

b. Prise en charge et traitement :

Ces derniéres années le pronostic a court et moyen terme s’est considérablement amélioré, le
taux de survie a dix ans étant actuellement proche de 95 %.

Il n’existe pas de traitement spécifique au lupus. Le traitement de fond repose sur I’utilisation
d’un antipaludéen de synthése, I’hydroxychloroquine (Plaquénil®). Ses effets anti-
inflammatoires et antalgiques permettent de prevenir les rechutes.
Le traitement des poussées repose sur 1’usage d’anti-inflammtoire non stéroidiens (AINS), de
corticoides et dans les cas les plus séveres d’immunosuppresseurs.
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c. Meécanismes :

Le développement (Richez 2011) du LED fait intervenir les systémes immunitaires
inné et adaptatif. Les interactions entre auto-antigenes, cellules présentatrices d’antigenes,
lymphocytes B et lymphocytes T aboutissent a la production d’auto-anticorps et a 1’activation
de lymphocytes T délétéres pour 1’organisme.

Les anticorps anti-nucléaires sont présents de maniére quasi constante chez les patients
souffrant de LED, ils peuvent cibler la chromatine et ses constituants ou bien des antigenes
nucleaires solubles.

Les mécanismes immunologiques pathogenes débutent bien avant I’apparition des premiers
symptébmes de la maladie. En effet, les anticorps anti-nucléaires caractéristiques sont
détectables plusieurs années avant [’apparition des premiers symptomes cliniques et
augmentent progressivement.

Ces auto-anticorps vont étre a I’origine de Iésions tissulaires par la formation de
complexes immuns (CI). Les CI sont des complexes moléculaires constitués d’auto-anticorps
fixés a des auto-antigenes. Quand ils sont présents dans les tissus, ils activent la voie classique
du complément, la cascade du complément libére des facteurs chimiotactiques initient la
réaction inflammatoire et recrutent macrophages, polynucléaires neutrophiles, cellules
dendritiques et lymphocytes.

Une anomalie de la clairance physiologique des corps apoptotiques et/ou une augmentation de
leur production semble étre a 1’origine du processus provoquant la stimulation de cellules
dendritiques. Leur activation entraine alors une production inappropriée d’IFN-a.

La production d'IFN-o. provoque l'activation de cellules auto-réactives B et T, puis la
maturation et la survie des B auto-réactifs. Les auto-anticorps produits forment des complexes
immuns qui vont étre reconnus via les TLRs par les cellules dendritiques et perpétrer la
production d’IFN- a.

Ceci qui aboutit au cercle vicieux du processus auto-immun.

Les cellules Th17 semblent avoir un réle central en tant que principaux moteurs des
réponses auto-immunes dans le lupus (Alunno et al. 2012) par la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires impliquées dans I'inflammation locale et la destruction tissulaire (1L-17, IL-22
et IL-23).

Des taux circulants accrus d’I'lL-17 et de cellules T productrices de I'lL-17 ont en effet été
récemment mis en évidence dans le lupus. Ainsi que le fait qu’ils puissent infiltrer les
poumons, la peau et les reins, ce qui contribue a endommager les organes.

Les cellules Treg sont quant a elles essentielles pour prévenir les maladies auto-immunes et
inflammatoires, car elles présentent une activité suppressive sur les réponses effectrices
aberrantes. Elles peuvent se répandre ou étre induites dans les tissus périphériques en réponse
a divers antigenes.

Plusieurs études (Alunno et al. 2012) ont montré une réduction du nombre ou une altération
de la fonction des cellules Treg circulantes chez les patients atteints de LED.
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d. ROle de la flore intestinale :

Une étude (Hevia et al. 2014) a permis de comparer la composition du microbiote intestinal
de 20 patients souffrant de lupus avec celui de sujets contréles sains dans le but de déterminer
la présence potentielle d’une dysbiose. Pour cela, I’é¢tude de I'ARNr 16S du microbiote fécal
des patients de chaque groupe a été réalisée.
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Figure 10 : Représentation des phylums composant le microbiote d’échantillons fécaux de sujets témoins
(HC) et de sujets atteints de lupus (SLE). (Hevia et al. 2014)

Les résultats ont clairement montré la présence d’une dysbiose au niveau du microbiote des
patients atteints de lupus, avec notamment une augmentation de 1’abondance relative en
Bacteroidetes.

Il a été observé une diminution significative du ratio Firmicutes / Bacteroidetes chez les
malades, avec un ratio presque 2,5 fois plus faible.

Une étude (Lopez et al. 2016) de cultures in vitro de microbiote isolé d’échantillons de
selles de patients atteints de lupus a été réalisée. Il a pu étre montré l'activation de
lymphocytes CD4 + naifs et leur différenciation en Th17 dans une plus grande mesure, en
comparaison du microbiote fécal de sujets sains.

Ceci est intéressant compte tenu du rdle majeur que semble jouer les Thl7 dans
I’inflammation tissulaire du lupus.

Pour la suite de I’étude, le microbiote des patients atteints de lupus a été enrichi avec des
souches connues pour étre des inducteurs de cellules Treg : Bifidobacterium bifidum ou
I’association de 2 souches de Clostridia (Ruminococcus obeum DSM25238 et Blautia
coccoides DSM935).

L’ajout du mélange des deux souches de Clostridia a montré une réduction significative de
I'équilibre Th17 / Thi, alors que la supplémentation en B. bifidum empéche la suractivation
des lymphocytes CD4 +.
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Ces effets suggérent que des études plus poussées et chez ’homme sont nécessaires
pour évaluer un bénéfice thérapeutique potentiel des probiotiques contenant des souches
inductrices de Treg afin de rétablir le déséquilibre Treg / Th17 retrouvé dans le lupus.

e. ROle de la protéine Ro60 :

La protéine Ro60 est une cible majeure des auto-anticorps des patients lupiques. Dans
certaines bactéries commensales, il a été observé que 1’on retrouve une protéine fortement
apparentée a I’auto-antigene Ro60 humain.

Plusieurs espéces bactériennes (Greiling et al. 2018) ont été identifiées au niveau de 1’intestin
et de la peau, pour porter la protéine apparentée a Ro60, a la fois chez les patients malades et
sains. L’une de ces bactéries Ro60 a été retrouvée en abondance dans une Iésion cutanée d’un
patient lupique.

L'hypothese émise a été que les Ro60 commensaux peuvent déclencher lI'auto-immunité par le
biais de réactivités croisees chez les individus genétiquement sensibles.

En effet, des clones de lymphocytes T mémoire spécifiques de I'auto-antigéne Ro60 humain
provenant de patients atteints de lupus ont été activés par des bactéries de la peau et des
muqueuses contenant la protéine apparentée a Ro60, montrant la réactivité croisée des
lymphocytes T chez I'homme.

Des souris axéniques ont été colonisées par une bactérie Ro60. Il a été observé que des
réactions immunitaires B et T systémiques contre la protéine Ro60 humaine se sont
spontanément développées. De plus cette colonisation a provoqué des dépbts de complexes
immuns dans les reins, semblables a ceux que 1’on retrouve chez les patients présentant une
néphrite lupique.

Ces résultats nous permettent de faire le lien entre les réponses commensales anti-Ro60 et la
production d'auto-anticorps anti-Ro60 humains.

De nombreuses bactéries de la flore contiennent la protéine apparentée a Ro60, il
conviendra de sélectionner celles qui sont les plus susceptibles de contribuer a la formation
d’auto-anticorps. Les auto-anticorps étant présents tres tot lors du développement de la
maladie, avant les premiers signes cliniques, la détection des bactéries spécifiques chez les
personnes prédisposées pourrait permettre la mise en place d’un traitement au plus tot ou de
prévenir 1’auto-immuniteé.

Ce concept de réactivité croisée pourrait conduire a de nouvelles approches thérapeutiques

visant des espéces commensales définies, présentes au niveau des flores commensales
intestinales et/ou cutanées.
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2. La polyarthrite rhumatoide :

La polyarthrite rhumatoide (PAR) est une maladie auto-immune qui entraine une
inflammation chronique et sévére des articulations.

Cette inflammation entraine la destruction progressive des articulations et donc un handicap a
terme pour le patient.

La PAR est une maladie (Boissier, 2017) qui évolue par poussées. Elle se caractérise par une
polyarthrite bilatérale, le plus souvent symétrique. Les articulations les plus touchées sont les
poignets, associés a une ou plusieurs articulations métacarpo-phalangiennes ou
interphalangiennes proximales.

Les douleurs sont caractérisées par un rythme inflammatoire avec réveil nocturne et
dérouillage matinal supérieur & 30 minutes.

a. Epidémioloqgie :

Dans les pays industrialisés, 1’incidence de la maladie est de 8 nouveaux cas pour 100 000, et
la prévalence est de 0.5%. L.’age médian d’apparition de la maladie se situe vers 45 ans. De
plus, la maladie est 2 a 3 fois plus fréquente chez les femmes que chez les hommes.

b. Mécanismes :

La PAR est caractérisée (COFER, 2011) par une inflammation de la membrane synoviale des
articulations (synovite) qui va étre responsable de la destruction articulaire.

La synovite se manifeste dans un premier temps par le développement dans la membrane
synoviale d’une inflammation d’origine inconnue. Cette inflammation va entrainer
I’accumulation de macrophages qui produisent des cytokines pro-inflammatoires. Celles-ci
vont favoriser le recrutement de lymphocytes T responsables d’activations cellulaires en
cascade, avec production de cytokines pro-inflammatoires amplifiant 1’inflammation locale et
provoquant des destructions cellulaires et de cytokines favorisant I’angiogenese, ce qui
permet le recrutement des lymphocytes, macrophages et polynucléaires neutrophiles sanguins.
Puis s’en suit une multiplication des vaisseaux de la membrane et un épaississement
considérable du tissu synovial que I’on appelle alors « pannus ».

Des réponses immunitaires a médiation cellulaire et humorale peuvent sont retrouvées au
cours de la synovite. En effet, des lymphocytes T CD4, des lymphocytes B activés, des
plasmocytes et des macrophages sont présents dans la membrane synoviale enflammée. De
plus, on peut retrouver dans le fluide synovial de nombreuses cytokines pro-inflammatoires :
IL-6, TNF, IL-1.
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Normal Rheumatoid Arthritis

Figure 11 : Représentation des articulations de la main d’un patient touché par la PAR en comparaison a
un sujet non atteint. (« Polyarthrite rhumatoide et Micro-lmmunothérapie » 2015)

Ces mécanismes conduisent a des douleurs articulaires ainsi qu’a une perte de fonction de
I’articulation touchée.

c. Les auto-anticorps :

Des auto-anticorps (COFER, 2011) peuvent apparaitre plusieurs années avant les premiers
signes cliniques de la maladie.

+ Le facteur rhumatoide (FR) est une immunoglobuline ayant une activité anticorps
dirigée contre les immunoglobulines G humaines ou animales. Au début de la maladie, la
recherche du FR est positive dans 50 a 60 % des cas environ. La présence d’un taux
significatif de facteur rhumatoide dés le début de la maladie est un élément de mauvais
pronostic.

+ Les anticorps anti-peptides citrullinés. Il est assez utile pour le diagnostic de la
maladie car lorsque son dosage est positif, il permet de prédire avec une spécificité supérieure
a 95 % le diagnostic de polyarthrite rhumatoide. Cependant, il peut étre retrouvé positif dans
d’autres maladies inflammatoires.

d. Facteurs de risque :

Chez les patients atteints de cette maladie auto-immune, on peut identifier des facteurs de
prédisposition a la fois génétiques et environnementaux.

+ Parmi les facteurs génétiques (Ayyoub 2017), certains alleles du CMH (Complexe
majeur d'histocompatibilité) de classe 2 sont impliqués. En effet, on retrouve chez 70% des
patients atteint de Polyarthrite Rhumatoide I’alléle HLA-DR4, alors qu’il est retrouvé a
hauteur de 28% dans la population générale.

De méme, d’autres alléles HLA sont retrouvés chez les patients atteints de PR (HLA-DR1,
HLA-DR10) et certains polymorphismes nucléotidiques (SNP, single-nucleotide
polymorphism) en dehors du CMH sont aussi impligqués.
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+ Concernant les facteurs de risque environnementaux (Boissier, 2017), on retrouve le
tabagisme. Ce facteur de risque devient méme conséquent chez les personnes porteuses de
’all¢le HLA-DR4.

L’age et le sexe sont également des facteurs de risque car la maladie est plus fréquente chez
les femmes et le pic d’apparition se situe vers 45 ans.

Enfin, de récentes recherches sur la flore intestinale montrent que des variations de sa
composition chez les patients souffrant de PAR semblent jouer un réle dans le développement
ou I’évolution de la maladie.

e. Prise en charge et traitement :

Il n’existe pas de traitement spécifique de la PAR.

Les traitements (Vidal recos) utilisés lors de crises algiques sont des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) en premiere intention ou des corticoides a faible dose, en association avec
des antalgiques (paracétamol +/- codeine).

En traitement de fond, suivant la gravité de la maladie, le méthotrexate sera utilisé en
premiére intention, ou bien le 1éflunomide ou la sulfasalazine en cas de contre-indications.

En cas de polyarthrite demeurant actives, des traitements locaux sont associés, tels que des
injections intra-articulaires de corticoides ou synoviorthéses. Le traitement de fond, lui, sera
ajusté et le methotrexate pourra étre associé a des médicaments a base d’anticorps
monoclonaux tels que les anti-TNF.

f. ROle de la flore intestinale :

En conditions normales, les cellules présentent au sein de la lamina propria au niveau
intestinal et jouant un rdle dans I’immunité acquise et innée cooperent afin de maintenir
I’homéostasie physiologique. Or dans la PAR, la production de lymphocytes T pro-
inflammatoires et d’anticorps auto-réactifs augmentent ce qui semble participer activement au
phénomeéne de genése de I’arthrite chronique.

Au cours d’une étude (Scher et al. 2013), 114 échantillons de selles ont été analysés :
44 appartenant a des patients nouvellement diagnostiqués pour la PAR et non traités (NORA),
26 a des patients atteints de PAR chronique traitée (CRA), 16 a des patients atteints de
rhumatisme psoriasique (PsA), et 28 a des témoins sains (HLT). Pour cela, le séquencage du
gene 16S a été effectué sur les 114 échantillons.
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Figure 12 : Abondance relative des phyla de Firmicutes et Bacteroidetes dans 4 groupes de patients
(NORA : PAR nouvellement diagnostiquée et non traitée, HLT : témoins sains, CRA : PAR chronique
traitée, PsA : rhumatisme psoriasique). (Scher et al. 2013)

Contrairement a ce qui a pu étre retrouvé dans d’autres maladies inflammatoires, 1’analyse
générale des différents phyla présents dans le microbiote fécal des 4 groupes de patients n’a
pas montré de différences quantitatives significatives (Fig. 4), et notamment en ce qui
concerne le rapport Bactéroidetes / Firmicutes.

Une analyse plus précise a cependant mis en évidence la présence d’une abondance
particuliere chez les patients NORA, de bactéries de la famille Prevotellaceae (Fig. 5)
associée a une diminution de bactéries de la famille Bacteroidaceae.

Il semble donc y avoir une modification de la flore intestinale spécifique chez ces patients
atteints de PAR native et non traitée.
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Figure 13 : Abondance relative des familles de Firmicutes et Bacteroidetes dans les 4 groupes de patients.
(Scher et al. 2013)

Une analyse détaillée a permis d’identifier dans la famille Prevotellaceae, la bactérie
Prevotella copri et de mesurer que 75% (33/44) des patients NORA et 21,4% (6/28) des
témoins en bonne santé sont porteurs de P. copri dans leur microbiote intestinal,
comparativement a 11,5% (3/26) et 37,5% (6/16) des patients CRA et PsA. La prévalence de
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P. copri dans NORA par rapport a CRA, PsA, et les patients sains est statistiquement
significative.

Exacerbation de colites par P. copri :

Enfin le r6le de P. copri sur la réponse inflammatoire a été recherché (Scher et al.
2013). Pour cela, des souris ont été traitées avec des antibiotiques puis colonisées avec la
souche P. copri par gavage oral.
L’analyse ADN effectuée sur les selles de deux de ces souris 2 semaines apres le gavage
montre une colonisation dominante par P. copri. En comparaison avec les souris gavées avec
le milieu seul sans P. copri, on observe chez les souris gavées avec P. copri une présence
majeure de cette bactérie ainsi qu’une réduction de la famille Bacteroidaceae, comme ce qui
avait été observé chez les patients humains (Fig.14).
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Figure 14 : Abondance relative des familles bactériennes entre les souris gavées avec le milieu seul et les
souris gavées avec P. copri. (Scher et al. 2013)

Les souris ainsi obtenues ont été soumises a du Dextran Sulfate Sodium (DSS) dans le but
d’induire une colite.

Les résultats ont montré une colite plus sévere chez les souris gavées par P. capri par rapport
aux souris témoins, évalué par les critéres suivants : une perte de poids accrue, un score
endoscopique plus defavorable et une augmentation des dommages épithéliaux sur 1’analyse
histologique.

Cependant les differences de production de cellules et molécules pro-inflammatoires n’ont
pas été significative entre les deux groupes.

Ainsi, une modification du microbiote chez la souris, avec surexpression de P. copri a
tendance a stimuler la réponse inflammatoire dans le contexte d'un héte génétiquement et
immunologiquement sensible.

Cependant D’effet réel de P. copri sur la PAR n’a pas été clairement mis en évidence.
L’hypothése mise en avant est que la colonisation du microbiote par P. copri maintient un
environnement pro-inflammatoire, d’autant plus que cette colonisation est associée a la
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diminution des bactéries Bacteroidaceae, qui contribuent a un état anti-inflammatoire et a une
production de lymphocytes Treg.

Il a donc été montré qu’un enrichissement en Prevotellace dans la PAR débutante par
rapport aux autres groupes, et en particulier de I’espeéce Prevotella copri, relativement peu
représentée dans la population générale, ainsi qu’une raréfaction des Bacteroidales. Les
expériences ont par ailleurs montré que P. copri pouvait exercer des effets pro-inflammatoires
dans un modele murin de colite.

Impact de P. copri sur les lymphocytes T CD4+ :

Une étude plus récente (Maeda et al. 2016) a permis de définir plus précisément le role de P.
copri dans le développement de la PAR.

Cette etude a été effectuée sur 17 patients NORA et 14 patients sains qui font office de
témoins.

Pour cette étude, des souris SKG axéniques ont été utilisées. Ces souris ont la capacité de
développer spontanément une arthrite auto-immune chronique. Les essais ont tous été réalisés
dans un environnement stérile.

Il a été inoculé a 3 souris SKG axéniques des selles de patients sains (HC-SKG), et a 3 souris
axéniques des selles de patients atteints de PAR a un stade débutant (RA-SKG).

L'analyse du microbiote fécal des souris RA-SKG par séquencage (Fig. 15) a dévoilé que
I'abondance des Prevotellaceae était de 25% a 20 semaines post-colonisation, niveau
comparable a celui des patients humains atteints de PAR. De plus, 80% de ces bactéries
Prevotellaceae ont pu étre identifiées comme étant des P. copri.

De méme, le taux de bactéries Bacteroidaceae chez les souris HC-SKG était similaire a celui
des patients humains sains.
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Figure 15 : Composition bactérienne des microbiotes fécaux des souris RA-SKG et HC-SKG. (Maeda et
al. 2016)

Ces résultats nous montrent donc que le microbiote fécal des patients atteints de PR et des
patients sains a été correctement reproduit chez les souris SKG.

L’intensité de ’arthrite développée au bout de 20 semaines a été évaluée dans les 2 groupes et
aucune différence significative n’a été mise en évidence.
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Les populations de cellules immunitaires présentes 20 semaines apres la colonisation avec le
microbiote fécal ont ensuite été analysées, gréce a la cytométrie de flux.

I est alors apparu que le nombre total de lymphocytes T CD4" et le nombre de lymphocytes T
CD4" produisant de I'lL-17 dans le gros intestin sont augmentés chez les souris RA-SKG par
rapport aux souris HC-SKG (Fig. 16).
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Figure 16 : Comparaison du nombre de lymphocytes T CD4* retrouvés dans le gros intestin de souris RA
ou HC. (Maeda et al. 2016)

Cependant le nombre de Lymphocytes T CD4* produisant de I’'I[FNgamma+ ou FoxP3+
(Treg) est sensiblement identique entre les deux populations de souris dans I’intestin et dans
la rate.

Ces résultats indiquent donc que le microbiote de patient atteint de PAR ne provoque pas de
développement spontané de l'arthrite chez les souris apres 20 semaines, mais qu'il a le
potentiel d'augmenter le nombre de cellules Th17, et notamment productrices d’IL-17, dans le
gros intestin.

Développement d’une arthrite sévere :

Le zymosan injecté a fortes doses a des souris SKG a la capacité d’induire une arthrite
sévere.

Une injection de dose faible de Zymosan (Maeda et al. 2016) a été faite a souris colonisées
depuis 5 semaines par les microbiotes RA ou HC.

Pendant les 8 semaines aprés 1’injection, il a été observé le gonflement des articulations dans
tous les doigts, les poignets et les chevilles (Fig. 17). Il est apparu que les souris RA-SKG
souffraient de gonflements séveres des articulations, et présentaient méme une hypertrophie
marquée des ganglions lymphatiques poplités.
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Figure 17 : Comparaison du score d’arthrite et du gonflement des chevilles entre les souris RA et HC
pendant les 8 semaines suivant ’injection de zymosan. (Maeda et al. 2016)

L’analyse histologique des articulations de la cheville a montré que les souris RA-SKG
présentaient une synovite sévére ainsi qu’une destruction du cartilage et érosion de 1’os accrue
par rapport aux souris témoins HC-SKG.

De plus, les souris RA-SKG ont developpé des taux importants de facteur rhumatoide par
rapport aux souris témoins HC-SKG.

Les recherches ont aussi montré que 8 semaines aprés 1’injection de Zymosan, le nombre de
lymphocytes T CD4" et le nombre de lymphocytes T CD4* produisant de I'lL-17 dans le gros
intestin et les ganglions lymphatiques poplités ont severement augmenté chez les souris RA-
SKG.

Pour évaluer le r6le de Prevotella dans le développement de cette arthrite séveére, des souris
SKG qui ont recu un microbiote de patients également atteints de PAR mais sans
surexpression de Prevotella ont recu le méme traitement.

Apreés injection de Zymosan, ces souris n’ont pas développé d’arthrite sévére en comparaison
aux résultats précédents.

Cela nous montre que les bactéries de la famille Prevotellaceae ont donc un réle certain dans
le développement sévere de Iarthrite.

Activation de lymphocytes T auto-réactifs :

Les lymphocytes T de souris (Maeda et al. 2016) ont été isolés des ganglions

lymphatiques régionaux, du cblon, de l’intestin gréle et de la rate, 4 semaines aprés la
colonisation par les microbiotes humains. Ces cellules ont été mises en culture et exposees a
I’auto-antigéne 1ié au développement d’une arthrite : RPL23A ou a une protéine contréle. La
production d’IL-17 et d’INF gamma a ét¢ analysée.
L’étude des lymphocytes des ganglions lymphatiques régionaux et du colon des souris RA-
SKG avec une prédominance de P. copri montre une augmentation de la production d’IL-17
en réponse a 1’auto-antigene RPL23A en comparaison aux souris HC-SKG. Les lymphocytes
issus de souris SKG axéniques ne montrent aucune réponse a RPL23A.
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Cela nous montre que la réponse induite par 1’auto-antigéne RPL23A dans les ganglions
lymphatiques régionaux et le cdlon est dépendante du microbiote RA.

De plus, des cellules T naives de souris SKG cultivées avec des cellules dendritiques
stimulées par P. copri ont produit de I'lL-17 en réponse a RPL23A qui a rapidement provoqué
le développement d’une arthrite.

D’apres ces résultats nous pouvons observer que la dysbiose, retrouvée chez certains
patients atteints de polyarthrite rhumatoide, se présente comme une augmentation du nombre
de bactéries du genre Prevotella et notamment de la souche P. copri, associée a une
diminution des bactéries Bacteroidales. Les Prevotella possédent des propriétés pro-
inflammatoires et augmentent 1’activation des lymphocytes CD4+ TH17 dans I’intestin.

Lorsque les espéces de Prevetella sont dominantes dans 1’intestin, celui-ci est le point de
départ de D’activation de cellules T auto-réactives qui deviennent réactives a des auto-
antigénes par Dintermédiaire du systtme immunitaire inné et qui vont induire des
inflammations des articulations.

Nous pouvons donc conclure que la dyshiose semble étre est un facteur environnant qui
déclenche le développement de 1’arthrite chez les souris génétiquement prédisposées.

Ces données récentes devront étre approfondies et elles pourraient permettre la mise au point

de nouvelles stratégies thérapeutiques ayant pour but de corriger cette dysbiose a
prédominance de P. copri.
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C. Les troubles du spectre de ’autisme :

Les troubles du spectre de l'autisme (TSA) résultent d'anomalies du neurodéveloppement. Ils
apparaissent précocement au cours de la petite enfance et persistent a I’age adulte.

Ces troubles se manifestent par des altérations des interactions sociales, des problemes de
communication (langage et communication non verbale), destroubles du comportement
correspondant & un répertoire d’intéréts et d’activités restreint, stéréotypé et répétitif et
des réactions sensorielles inhabituelles.

En plus de ces troubles, la majorité des personnes atteintes de TSA développent fréquemment
des anomalies gastro-intestinales. Les symptomes gastro-intestinaux les plus couramment
retrouvés sont la constipation, la diarrhée, I'inconfort abdominal, les ballonnements, les gaz et
la distension.

L’origine semble multifactorielle avec une part génétique importante. Il pourrait y avoir une
part de facteurs environnementaux, notamment d’exposition de la mére lors de la grossesse.

1. Epidémiologie :

Les TSA concernent aujourd’hui en France 700 000 personnes, dont 100 000 ont moins de 20
ans. L’age de début de la maladie se situe entre 18 et 36 mois.
Les garcons sont plus touchés, avec un rapport de 3 hommes pour 1 femme.

2. Prise en charqge :

La prise en charge des enfants souffrants de TSA doit étre multidisciplinaire et individualisée
avec un suivi a long terme.
Il n’existe pas de traitement médicamenteux spécifique des TSA.

3. Roble de la flore intestinale :

Le role de la flore intestinale dans 1’autisme a été suggéré par le fait que les enfants souffrants
de TSA ont souvent des troubles digestifs associés a leurs troubles du comportement. De plus,
ceux-ci sont corrélés avec la sévérité des TSA.

Une étude (Sandler et al. 2000) réalisée chez quelques enfants atteints d’autisme régressif a
révélé qu’un traitement de 8 semaines par vancomycine par voie orale (antibiotique non
absorbable) entraine des améliorations majeures a la fois des symptdmes gastro-intestinaux et
des symptdmes de TSA. Ces effets n’ont été maintenus que quelques semaines apres I'arrét du
traitement antibiotique.

Ce résultat suggeére la contribution de la flore intestinale dans la sévérité des anomalies
comportementales de 1’autisme.
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Une autre étude (Desbonnet et al. 2014) a été réalisée pour évaluer les comportements de
souris axéniques, en comparaison a des souris contréles élevées de maniere conventionnelle.
Dans le test de la transmission sociale de la préférence alimentaire, les souris axéniques
passent moins de temps & enquéter sur la société et consacrent beaucoup plus de temps a des
comportements repétitifs d'auto-toilettage pendant les interactions sociales.

Ces comportements ont été normalisés suite a la colonisation bactérienne de ces souris,
confirmant I'implication du microbiote dans la modulation de ces comportements.

Le microbiote semble donc crucial pour la programmation et la présentation de
comportements sociaux normaux, y compris la motivation sociale et la préféerence pour la
nouveauté sociale, tout en étant des régulateurs importants des comportements répétitifs.

L’étude du microbiote d’enfants souffrants d’autisme (Tomova et al. 2015) montre une
augmentation de la diversité bactérienne. De plus, il est observé une modification de la
proportion des phyla dominants et notamment du rapport Bacteroidetes/Firmicutes, avec une
diminution des Bacteroidetes et une augmentation des Firmicutes.

Plusieurs genres bactériens ont été retrouvés en proportions inhabituelles dans la flore des
enfants atteints de TSA, tels que les Lactobacillus, Bifidobacterium, Clostridia et
Desulfovibro.

La présence d’une dysbiose au sein du microbiote des enfants souffrants de TSA est avérée,
mais il n’a pour le moment pas été possible de déterminer une signature bien définie, avec une
ou plusieurs espéces bactériennes modifiées de maniere spécifique.

Pour cela, il serait peut étre nécessaire de différencier les types de TSA, et de prendre
notamment en compte des éléments tels que la gravité des symptdmes, les comorbidités, les
habitudes de vie, mais également la présence ou non de troubles gastro-intestinaux.

De plus, il a été observé que la dysbiose retrouvée chez les enfants atteints de TSA entraine
(Vuong et Hsiao 2017) une diminution de la production d’AGCC et semble augmenter la
perméabilité intestinale. De plus, il a été observé chez les patients souffrants de TSA une
quantité élevée de cytokines pro-inflammatoires, comme IL-6, INF-gamma ou TNF-alpha.

4. Les probiotigues chez la souris :

Pour évaluer I’impact de la souche probiotique B. fragilis sur les comportements associes aux
TSA, une modélisation de certaines des caractéristiques comportementales des TSA a été
réalisée dans un modele de souris (Hsiao et al. 2013).

Le modéle d'activation immunitaire maternel (MIA) a été utilisé. Il est basé sur plusieurs
études épidémiologiques reliant I'infection maternelle a un risque accru d'autisme chez les
descendants.

Pour cela, il a été injecté a des souris enceintes le mime viral Poly (I:C), capable de provoquer
une réponse immunitaire en simulant une infection virale. Cela a pour conséquence de donner
des progénitures qui présentent les principales déficiences communicatives et sociales
retrouvées chez les enfants souffrants de TSA.

L’¢étude du microbiote de ces progénitures MIA a permis de montrer que I’on retrouve des
changements de la flore semblables a ceux décrits chez des individus ayant des TSA.
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Dans un premier temps, il est observé chez ces souris un déficit significatif de l'integrité de la
barriere intestinale et des profils anormaux de cytokines intestinales.
Le traitement des progénitures MIA par la souche probiotique B. fragilis restaure les defauts
dans l'intégrité de la barriére gastro-intestinale et corrige les altérations des jonctions serrées
pour rétablir la perméabilité intestinale et 1’expression des cytokines.

Différents tests comportementaux ont été effectués chez les souris avant et apreés le traitement
par la souche probiotique B. fragilis.
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Figure 18 : Tests comportementaux chez la progéniture MIA. S = solution saline + véhicule, P = poly (I:
C) + véhicule, P + BF = poly (I: C) + B. fragilis. (Hsiao et al. 2013)

Le test en champ ouvert (Fig. 18A):

Le test en champ ouvert implique la cartographie du mouvement d'un animal dans une arene
ouverte pour mesurer ses deplacements et son anxiete.
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La progeniture MIA a diminué les entrées et le temps passé au centre de l'aréne, ce qui
indique un comportement semblable a celui de I'anxiété.

La progéniture MIA traitée par B. fragilis ne présente pas de comportement anxieux en plein
champ, comme le montre la restauration du nombre d'entrées et de la durée passée au centre
de l'aréne.

Prepulse inhibition (Fig. 18B) :

Le test de prepulse inhibition mesure la capacité d'un animal a inhiber son effarement en
réponse a un tonus acoustique (impulsion) lorsqu'il est précédé d'un stimulus de faible
intensité (pré-impulsion). Cela permet de mesurer le comportement sensorimoteur, dont les
facultés sont affaiblies dans plusieurs troubles tels que 1’autisme.

La progéniture MIA a diminué le score en réponse a 5 ou 15 db d’impulsions.

Le traitement par B. fragilis améliore le déclenchement sensorimoteur chez la progéniture
MIA, comme indiqué par un score augmenté en réponse a 5 et 15 db d’impulsions.

Le test d'enfouissement (Fig. 18C) :

Le test d'enfouissement mesure la capacité des souris a s'engager de facon répétitive dans un
comportement naturel d'excavation et permet de mesurer 1’anxiété.

Chez la progéniture MIA on observe une augmentation de I'enterrement de marbre stéréotypé
par rapport aux contrdles.

Les souris traitées par B. fragilis présentent des niveaux réduits d'enterrement de marbre
stéréotypé et un comportement communicatif rétabli.

Les vocalisations par ultrasons (Fig. 18D) :

Les vocalisations par ultrasons sont utilisées pour mesurer la communication des souris, chez
lesquelles des appels de types et de motifs variables sont produits dans différents paradigmes
sociaux.

La progéniture MIA présente des déficits dans la communication, comme indiqué par le
nombre et la durée réduits des vocalisations ultrasoniques produites en réponse a une
rencontre sociale.

Le traitement par B. fragilis augmente la durée par appel de la progéniture MIA a des niveaux
dépassant ceux observés dans les témoins. Malgré la normalisation du nombre d'appels, il
existe une différence qualitative entre les types d’appels générés, avec un enrichissement de
syllabes plus longues.

Test des 3 chambres (Fig. 18E et F) :

Enfin, le test social des trois chambres est utilisé pour mesurer les déficiences liées aux TSA
dans l'interaction sociale, la sociabilité et la préférence sociale.

La progéniture MIA présente des déficiences dans la sociabilité ou la préférence pour
interagir avec une nouvelle souris plutét qu’un nouvel objet, et dans la préférence pour
interagir avec une souris inconnue plutét qu’une familiére.
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Le traitement par B. fragilis n’entraine pas de modification significative dans le
comportement des souris MIA.

Dans I'ensemble, la progéniture MIA présente un certain nombre d'anomalies
comportementales associées aux TSA, ainsi que d'autres anomalies, telles que I'anxiété et des
troubles sensorimoteurs.

Bien que la progéniture MIA traitée par B. fragilis présente un comportement communicatif,
répétitif, anxiogene et sensori-motrice améliore, elle conserve des déficits de sociabilité et de
préférence sociale. Ces données suggerent qu'il peut y avoir des différences dans les circuits
qui régissent le comportement social par rapport aux autres comportements et que le
traitement de B. fragilis pourrait moduler des circuits spécifiques.

Ces résultats d’études, chez la souris présentant des anomalies comportementales
associées aux TSA, semblent prometteurs et des études chez ’homme sont maintenant
nécessaires pour confirmer ces effets.

Nous venons de présenter différentes pathologies dans lesquelles 1’altération du
microbiote intestinal semble liée au développement de la maladie.
Dans la prochaine partie, nous traiterons de la capacité de la flore intestinale a étre une cible
thérapeutique dans les cas ou les traitements conventionnels ne sont pas efficaces.
Actuellement, les possibilités pour restaurer le microbiote sont représentées par les
probiotiques. Il est donc important de se pencher dans un premier temps plus en détail sur ce
que sont les probiotiques, ainsi que leurs usages actuels. Puis, nous parlerons de leurs usages
de demain.
Nous aborderons aussi une autre technique qui vise a restaurer 1’équilibre de la flore
intestinale : la transplantation de microbiote intestinal.
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PARTIE 3

Usage actuel des probiotiques

et nouvelles stratégies thérapeutigues
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|. Les probiotiques :

A.Définition :

1. Historigue :

Le principe décrivant que les bactéries lactiques offraient des bénéfices pour la santé a
été défini par le Russe Elie Metchnikoff, prix Nobel de médecine en 1908 (Guarner et
al. 2011). Il disait a 1’époque que "la dépendance des microbes intestinaux vis-a-vis des
aliments rend possible 1’adoption de mesures pour modifier la flore dans nos corps et
remplacer les microbes dangereux par des microbes utiles”. Il a développé un régime
alimentaire a base de lait fermenté par une bactérie qu’il appela le bacille bulgare.

La premiére bifidobactérie a été isolée par un membre de I’institut Pasteur : Henry Tissier
chez un enfant en bonne santé nourri au sein. Il la nomma Bacillus bifidus communis
(maintenant nommée Bifidobacterium bifidum) et recommanda de I’administrer aux
nourrissons souffrant de diarrhées. En 1917, une souche non pathogéne d’Escherichia coli a
été isolée par le professeur allemand Alfred Nissle a partir de selles d’un soldat qui n’avait
pas développé d’entérocolite lors d’une épidémie sévere de shigellose.

Le terme “probiotique” a vu le jour en 1965 par opposition aux antibiotiques. Il a été
défini par Lilly et Stillwell comme des facteurs dérivés des micro-organismes et stimulant la
croissance des autres micro-organismes.

Le préfixe « pro » signifie pour et le suffixe «-biotique » signifie la vie. Probiotique signifie
donc en faveur de la vie.

2. Définition actuelle :

Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantités adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de I’hote.

Ils peuvent étre composés de bactéries ou de levures. Méme s’ils ont en commun d’étre des
microorganismes non pathogénes, les probiotiques différent considérablement les uns des
autres. En effet par exemple sur un arbre phylogénétique, la distance qui sépare la levure
Saccharomyces d’une bifidobactérie est considérablement supérieure a celle qui sépare un
homme d’une grenouille.

Une souche probiotique (Guarner et al. 2011) est identifiée par son genre, son espéce, et par
des caracteres alphanumériques. Dans la communauté scientifique, il existe une nomenclature
reconnue et acceptée pour les micro-organismes. Par exemple, pour la souche Lactobacillus
rhamnosus GG :

- Legenre : Lactobacillus

- L’espéce : rhamnosus

- Ladésignation de la souche : GG
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Il n’y a pas de définition lIégale du terme « probiotique » mais il existe des critéres minimums
pour étre considérés comme probiotique :

+ Spécifié selon le genre et la souche. En effet, les recherches sur des souches
spécifiques de probiotiques ne peuvent pas étre appliquées a tout produit commercial étiqueté
comme probiotique. L’effet escompté est spécifique de la souche étudiée.

+ La souche doit étre retrouvée vivante dans le produit.
Peu de travaux ont comparé de maniere rigoureuse les effets de bactéries vivantes par rapport
a ceux des bactéries tuées. Il semble que certains effets de préparations bactériennes puissent
étre dus a leurs metabolites et/ou a leur ADN, cependant, d’autres effets ne sont observés
qu’avec des micro-organismes vivants. De plus, il a été observé que la non-survie de la
souche dans le tube digestif n’implique pas nécessairement 1’absence d’effets bénéfiques.

+ Conditionné a un dosage approprié jusqu’a sa date de péremption (avec une variabilité
minimale d’un lot a ’autre).

Les dosages sont exprimés en UFC/dose c’est-a-dire unité formant colonie. Les micro-
organismes étudiés pour leurs propriétés probiotiques étant trés différents les uns des autres et
leurs principes actifs précis non établis, il n’est pas possible de comparer les doses d’un
produit a un autre ni de définir des doses universellement nécessaires pour espérer un effet.
Selon la souche, les quantités nécessaires pour se montrer efficace peuvent varier de 100
millions UFC pour une souche a 300 billions UFC pour une autre.

+ Démontré efficace dans des études controlées sur I’humain.
Des essais cliniques randomisés en double aveugle contre placebo sont réalisés pour évaluer
I’efficacité d’une souche précise face a une pathologie.

+ Démontré siir pour I’usage prévu.

Les probiotiques sont utilises depuis un certain temps et leur sureté semble établie. Certaines
populations semblent quand méme plus a risque ce qui nécessite des précautions d’emploi.

3. Mécanismes d’action :

Les mécanismes d’action des probiotiques sont complexes, souvent multiples et
dépendent de la souche bactérienne considérée. Les principes actifs des probiotiques et les
détails moléculaires des interactions hote-flore sont encore mal connus (Guarner et al. 2011).
Certains de leurs effets peuvent étre directs sur le chyme, la flore ou la muqueuse intestinale,
mais ils peuvent aussi avoir des effets indirects liés a des modifications de 1’écosystéme ou du
systeme immunitaire local.

- Effets immunomodulateurs :

- Activation des macrophages : Des études ont montré que les probiotiques entrainent
I’activation des macrophages retrouvés localement au niveau de I’intestin. Les macrophages
vont permettre la mise en place d’une réponse non spécifique grace a leur activité
phagocytaire et vont également augmenter la présentation des antigénes aux lymphocytes B
entrainant la production d’immunoglobulines sécrétoires A (IgA) a la fois sur un plan local et
systémique.
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- Modulation du profil des cytokines : Les probiotiques semblent interagir avec les récepteurs
TLRs pour entrainer un effet immunomodulateur.

Les signaux microbiens (PAMPS) identifiés jusqu’ici et reconnus par les cellules de 1’hote
incluent des peptides formylés, des lipopolysaccharides, des peptidoglycanes qui sont des
composants de la paroi cellulaire et des nucléotides : oligodésoxyribonucléotides CpG.

Le TLR4 est un récepteur du lipopolysaccharide (LPS), composant majeur des parois de
bactéries gram (-), le TLR2 reconnait le peptidoglycane des bactéries gram (+), le TLR3
reconnait ’ARN double brin, le TLR5 reconnait la flagelline et le TLR9 reconnait I’ADN
bactérien (motifs CpG non méthylés).

Les probiotiques in vitro stimulent la sécrétion de cytokines, en activant la réponse de type
Thl, par les cellules immunitaires, avec des effets dépendants des souches.

Des etudes in vitro ont montré que la mise en contact de cultures de cellules épithéliales avec
un Escherichia coli humain non pathogene et des lactobacilles appartenant a la flore
commensale humaine induit la production de cytokines telles que le TGF-B (anti-
inflammatoire). En revanche, une stimulation des mémes cellules par des souches
d’Escherichia coli entéropathogénes induit la production de cytokines pro-inflammatoires et
se traduit par une inflammation.

De plus, des souches non virulentes de Salmonella sont capables apres leur reconnaissance
d’exercer un effet anti-inflammatoire en bloguant la voie de signalisation NF-kB de cellules
épithéliales.

La reconnaissance de I’ADN bactérien par les récepteurs TLR a été bien décrite. L’ADN
bactérien contient des dinucléotides CpG non-méthylés présentant des propriétés
immunostimulatrices. Ce motif CpG non-méthylé active I’immunité innée via le TLR9 et
s’avere efficace dans le traitement de différents modeles de colite chez les souris, en réduisant
les taux d'IL-1pB et de TNF-a au niveau de la muqueuse colique.

Des résultats similaires ont été obtenus avec I’ADN bactérien du cocktail probiotique VSL#3
(mélange de 8 bactéries lactiques) montrant I’implication des TLR et plus particuliérement du
TLR9 dans I’effet anti-inflammatoire de ces probiotiques dans les colites chez les souris.

Quelques études se sont intéressées a la reconnaissance des probiotiques par les cellules
dendritiques via leurs récepteurs TLR. Cette reconnaissance va activer les cellules
dendritiques qui vont orienter selon le germe reconnu une réponse cellulaire T effectrice ou
régulatrice.

- Effets non immunologiques positifs :

+ Digestion de la nourriture et compétition avec les pathogénes pour les nutriments.

+ Modification du pH local de maniére a créer un environnement défavorable aux
pathogénes, notamment par la synthese de molécules acides.

+ Production des bactériocines pour inhiber les pathogénes.

+ Stimulation de la production de mucus par 1’épithélium.
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+ Amélioration de la fonction de la barriére intestinale. Les probiotiques peuvent agir sur le
maintien des jonctions serrees entre les entérocytes, et la colonisation transitoire permet de
renforcer 1’effet barriére de la flore commensale.

+ Compétition pour I’adhésion avec les pathogénes.

4. Effets indésirables :

Les probiotiques peuvent étre responsables d’effets indésirables potentiels (Doron et al.
2015).

- troubles gastro-intestinaux :

Des troubles gastro-intestinaux mineurs ont été reportés chez les personnes consommant des
probiotiques tels que des crampes abdominales, nausées, diarrhées, flatulence, perturbation du
gout. Ce sont des effets transitoires et majoritairement auto-résolutifs.

- risque infectieux :

L’éveénement le plus souvent rapporté est une fongémie, avec 33 rapports qui décrivent la
présence de S. boulardii dans des cultures de sang de patients ayant consomme le probiotique
S. boulardii. 8 cas de bactériémies associées a des lactobacilles ont été rapportés, avec les
souches L. acidophilus, L. casei et L. GG. De plus, des cas de sepsis, endocardite, abces ont
chacun été rapportés plusieurs fois.

Des études d’usage de probiotiques chez des patients ayant recu une greffe d’organe et chez
des personnes immunodéprimeées ont éte réalisées et ont montré 1’absence de développement
d’infection systémique.

Comme certains cas de bactériémies par lactobacilles se sont produits dans des milieux de
soins intensifs avec des patients porteurs de cathéter veineux central, il convient que le
personnel manipulant des probiotiques recoure a des mesures d’hygiénes trés importantes lors
de la manipulation des produits.

Les cas d’infections plus ou moins graves restent anecdotiques par rapport a 1’usage

actuellement courant des probiotiques et il serait nécessaire d’effectuer d’autres €tudes pour
établir le lien entre la prise de probiotique, 1’état du patient et le développement de I’infection.

- transfert de genes :

Les bactéries lactiques possédent des plasmides contenant des genes qui conférent des
résistances a des antibiotiques tels que les tetracyclines ou les macrolides.

Malgré la possible théorie de transfert latéral de genes entre un organisme probiotiques et un
autre organisme dans I’intestin, une preuve clinique de transfert de résistance antimicrobienne
n’a jamais été observée. Il s’agit quand méme d’un élément particulierement important a noter
étant donné I'utilisation concomitamment des probiotiques avec des antibiotiques.

78



Dans la plupart des essais cliniques réalisés sur les souches de probiotiques, les
conclusions ne font aucune référence a d’éventuels effets indésirables. De plus, 1’utilisation
courante sans effets néfastes depuis de nombreuses années et aussi bien dans les essais
cliniques, chez les animaux et dans les études in vitro semble confirmer la sécurité de I’usage
des probiotiques.

On estime quand méme que certaines populations sont plus a risques de développer une
infection lors de 1’usage de probiotiques, comme les personnes immunodéprimées, les
personnes porteuses de valves mécaniques ou ayant des altérations des valves cardiaques, les
patients hospitalisés et notamment dans des services de soins intensifs, et les patients porteurs
d’un cathéter veineux central. Chez ces populations particulieres, il convient de prendre des
précautions d’emploi lors d’un usage éventuel de probiotiques.

5. Survie des bactéries lactiques dans le tractus digestif :

La pharmacocinétique des souches de probiotiques et notamment leur capacité de survie dans
I’intestin varie fortement d’un microorganisme a I’autre. Pour certaines bactéries, la survie
jusque dans les selles atteint 30 %, alors que d’autres sont détruites dés leur séjour gastrique.
Dans le tube digestif, différents facteurs physiques et chimiques locaux vont influencer la
survie des micro-organismes ingéres (Baelde et al. 2005) :

- La sécrétion d’acide gastrique :

La sécrétion gastrique est le premier mécanisme de défense contre la majorité des micro-
organismes ingérés. La résistance de certaines bactéries lactiques a ’acidité a été étudiée in
vitro pour évaluer le pourcentage de survie des bactéries a la sortie du compartiment
gastrique. La capacité de survie a l'acidité gastrique varie beaucoup selon genres et souches.
L’hypotheése majeure expliquant la résistance de certaines souches vient de la différence de
résistance de la paroi cellulaire.

- La motricité gastrique et intestinale :

La motricité gastrique et intestinale constitue un mécanisme de défense important de I’intestin
et limite la colonisation bactérienne.

De plus, des perturbations dans le péristaltisme aboutissent a une colonisation bactérienne
chronique de I’intestin gréle.

- La sécrétion de sels biliaires :

Les acides biliaires contenus dans la vésicule biliaire vont étre sécrétés dans 1’intestin lors de
la digestion d’un repas. Les sels biliaires peuvent rapidement dissoudre les lipides
membranaires et déclencher une dissociation des proteines intrinseques de membrane, causant
la fuite des contenus cellulaires et la mort bactérienne.

Il existe une différence dans la sensibilité aux sels biliaires entre les espéces bactériennes. De
plus, plusieurs bactéries probiotiques d’origine intestinale comme les Bifidobactéries ont
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développé des mécanismes pour résister a 1’action détergente des sels biliaires et acquérir la
capacité de les transformer par déconjugaison. En effet, les sels biliaires sont conjugués avec
de la taurine ou de la glycine et vont étre hydrolysés en résidus d’acides aminés et en sels
biliaires libres. Cette activité enzymatique est effectuée par une enzyme, la Bile Salt
Hydrolase ou cholylglycine hydrolase. La plupart des bactéries probiotiques peuvent posséder
cette activité.

- La couche de mucus :

La surface épithéliale de ’intestin est essentielle pour I’absorption des substances nutritives et
constitue également une barriére entre le corps et I’environnement externe qu’est la lumicre
intestinale. Tout au long du tractus intestinal, la couche de mucus agit comme une barriére
vis-a-vis des micro-organismes étrangers. Les mucines presentent dans le mucus peuvent
venir se fixer sur les micro-organismes pour les empécher d’atteindre la surface. On retrouve
également dans le mucus des IgA sécrétoires, des lyzozymes et des défensines (peptides
antimicrobiens notamment produits au niveau des cellules de Paneth).

- L’effet barriére de la flore commensale :

Il existe des compétitions entre les bactéries présentes au niveau digestif, a la fois pour les
sites d’adhérence et pour les nutriments. La flore commensale exerce un effet de barriére vis-
a-vis des micro-organismes en transit car ceux-ci ne vont pas s’implanter de fagon définitive
mais colonisent de maniere transitoire le tube digestif. Il est intéressant de sélectionner les
souches qui se maintiendront le plus longtemps.

Ces criteres nous permettent de comprendre I’importance de la souche choisie, ainsi
que du moyen d’administration de la souche c’est-a-dire de 1’influence de 1’aliment vecteur et
de la forme pharmaceutique pour la réalisation de produits contenant des probiotiques.

La résistance des probiotiques a 1’acidité, aux sels biliaires et a I’environnement digestif est
tres variable en fonction de la souche. La plupart des souches de Bifidobactéries et de
Lactobacilles survivent bien pendant le transit intestinal et arrivent en grande quantité dans les
féces mais toutes n’ont pas cette capacité.

Par exemple, lors d’une administration de 10'° UFC/j de L. rhamnosus GG on retrouve en
moyenne une concentration fécale de la souche de 10° UFC/g.

Les souches de L. lactis résistent quant a elles mal au transit et peu de bactéries sont
récupérées : seulement 1% d’entre elles sont retrouvées au niveau de I’iléon et des féces apres
ingestion.

Les souches utilisées dans les yaourts: Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus meurent en grande quantité dans la partie haute du tube digestif et seulement 1%
survivent au niveau iléal.

Des études ont montré que les probiotiques colonisent la muqueuse intestinale de maniére
transitoire et non de maniére permanente. La plupart des souches persistent pendant la période
de consommation voire quelques jours supplémentaires puis elles sont éliminées sans
colonisation durable.
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Une étude chez des volontaires sains a qui 1’on a administré la souche L. plantarum 299v a
montré une augmentation significative de cette bactérie dans les selles. La bactérie reste a un
niveau constant lors d’un usage prolongé, mais dans la semaine qui a suivi I’arrét elle diminue
significativement jusqu’a revenir a un niveau identique a celui précédant la prise.

Une étude a évalué la persistance de la souche L. rhamnosus GG dans la muqueuse intestinale
aprés une consommation orale. Aprés une administration pendant 12 jours, la souche a été
détectée a la fois dans les feces et dans les échantillons de biopsie colique réalisés.

Cette étude a montré que L. rhamnosus GG était capable de se fixer in vivo aux muqueuses du
cblon et, bien que l'attachement soit temporaire, de rester pendant plus d'une semaine apres
I'arrét de I'administration orale du probiotique. 1l semble que la souche soit capable de se
multiplier a la surface des cellules du c6lon.

S. boulardii, lorsqu'il est administré par voie orale, atteint des concentrations & ['état
d'équilibre dans les trois jours et est éliminé dans les 3-5 jours apres son arrét.

B.Usage actuel des probiotigues :

De nombreux probiotiques sont actuellement vendus en pharmacie, et conseillés pour
différentes problématiques. La majorité des indications et allégations actuelles concernent des
maladies en rapport avec le tube digestif. Les probiotiques peuvent étre utilisés en prévention,
en tant qu’adjuvent aux traitements allopathiques, ou en curatif.

Le point de départ qui suggére le rdle des probiotiques est que dans les différentes maladies
pour lesquelles on les utilise, il a été observé une altération de la flore intestinale ou dysbiose.
Il n’est pas possible de définir un bon profil de flore, en revanche, les flores de sujets sains et
de certains sujets malades, notamment atteints d’affections intestinales, sont significativement
différentes sans qu’il ne soit établi a ce jour si ces modifications sont antérieures ou
postérieures au développement de la maladie.

De plus il y a un usage empirique des probiotiques qui a montré des effets positifs sur un
certain nombre d’affections.

La majorité des probiotiques sur le marché sont composés de souches bactériennes telles que

des lactobacilles, des bifidobactéries ou des lactococcus, mais on trouve également la levure
Saccharomyeces boulaardi.
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Exemple de 2 probiotiques vendus en pharmacie dont les souches sont bien connues et
étudiées :

L’ultra levure® est un médicament présenté sous la

|
U forme de gélules ou de sachets a des dosages allant
L El\-;rURA ' de 50 a 200 mg de Saccharomyces boulardii.
RE
SACCHAROMYCES BOULARDI La levure S. boulardii (McFarland 2010) a été

= découverte par un microbiologiste francais, Henri
: \ Boulard en 1920. Il se trouvait en Indochine lors
'200"“9 d’'une ¢épidémie de choléra et a remarqué que
certaines personnes ne développant pas le cholera
buvaient un thé particulier préparé a partir de la peau
R de fruits tropicaux. Il en isola I’agent responsable
qui était une nouvelle espece de levure qu’il appela

10 gélules 7

Saccharomyces boulardii.
Le laboratoire Biocodex acheta le brevet de cette levure en 1947, et aprés plusieurs années de
recherches lanca la commercialisation de ce probiotique sous le nom Ultra levure®.

S. boulardii est une levure, ce qui la différencie des autres probiotiques qui sont des bactéries
par sa structure, une taille plus grande, I’impossibilité d’acquérir des geénes de résistance aux
antibiotiques et sa capacité a ne pas étre affectée par les antibiotiques.

Elle se développe a une température optimale de 37 degrés, est résistante aux pH faibles et
tolére les acides biliaires. En revanche, contrairement aux bactéries, elle n’est pas retrouvée
dans la flore commensale.

S. boulardii est le probiotique avec 1’usage le plus ancien et le mieux connus, en effet plus
d’une cinquantaine d’essais cliniques randomisés en double aveugle ont été réalisés a ce jour
pour évaluer la sécurité et I’efficacité de S. boulardii chez les enfants et les adultes dans
différentes indications.

Plusieurs mécanismes d’action ont été décrits pour S. boulardii. Elle agit notamment
par I’inhibition de 1’activité de produits bactériens pathogénes, par des effets trophiques sur la
muqueuse intestinale, ou sur la modification des voies de signalisation de I’héte :

4 Activité au niveau de la lumiére intestinale :

o effet contre les toxines de certaines bactéries: elle produit par exemple une
protease capable de cliver les toxines A et B de la bactérie Clostridium difficile, elle produit
une protéine qui inhibe la toxine du choléra et une phosphatase qui inhibe le LPS de la
bactérie Escherichia coli.

o activité antimicrobienne en préservant les jonctions serrées entre les entérocytes et
en empéchant 1’adhésion et la croissance de certaines bactéries.

o modulation de la flore intestinale, ce qui joue un réle pour lutter contre les
diarrhées dans les traitements antibiotiques.

o activité metabolique : sécrétion d’AGCC ce qui favorise le fonctionnement normal
du colon et a une action anti-inflammatoire locale.
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+ Action trophique :

o activite enzymatique : production de polyamines qui favorise la maturation des
entérocytes et de disaccharides qui sont bénéfiques lors de diarrhées virales.

o augmentation de la production d’IgA sécrétoire au niveau de la lumiere intestinale

+ Action anti-inflammatoire sur la muqueuse de I’hote :

S. boulardii inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires en inhibant des régulateurs
majeurs de I’inflammation tels que le facteur nucléaire NF-«xB et les protéines-kinases MAP-
kinases, tout en stimulant la production de molécules anti-inflammatoires, comme le PPAR- y
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-gamma).

Biogaia® est un complément alimentaire se

présentant sous [a forme de comprim,ég ou de IPRIE .
gouttes composé de la souche bactérienne : y pinGala —
§ o ——

108 UFC pour 5 gouttes ou 1 comprimé.

Lactobacillus reuteri DSM 17938 dosé a i
|
i

?@ Plgm ° °
% ot BioGaia.
!l I  ProTectis. - comprimésa croduer

é E‘ Lactobacillus reuteri Protectise

L. reuteri (Urbanska et al. 2014) est une 4 0
bactérie lactique gram positif de la famille " ’ et

des Lactobacillaceae, présente de maniére & I — e
physiologique au niveau de la muqueuse omlend
gastrique, ainsi que dans la muqueuse

duodénale et iléale.

L. reuteri produit la reuterin, une substance antibactérienne capable d’inhiber la croissance
d’un large spectre de micro-organismes tel que des bactéries gram positif ou négatif, des
levures, des champignons ou des parasites.

Cette souche semble également réguler la réponse immunitaire, en effet il a été observé
qu’elle réduit significativement le niveau intestinal de cytokines pro-inflammatoire tels que
IL-8, IL-1, INF- vy, TNF-alpha.

1. Ladiarrhée associée aux antibiotiques :

La diarrhée associée aux antibiotiques (DAA) est définie comme 1’émission d’au
moins trois selles trés molles a liquides par 24 heures apparaissant de maniere inexpliquée
quelques jours apres le début d’une antibiothérapie, mais peut apparaitre jusqu’a six semaines
apres son arrét.

Dans 5 a 20% des cas, selon la classe de I’antibiotique, la dysbiose induite par le traitement va
étre responsable d’une diarrhée.

Traitements :

Dans la majorité des cas, la diarrhée régresse a I’arrét ou a la réduction du traitement
antibiotique en quelques heures a quelques jours. Si la diarrhée ne cede pas spontanément en
deux ou trois jours, des examens complémentaires seront effectués a la recherche de germes
pathogénes.
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La flore intestinale dans les DAA :

Tous les antibiotiques quelques soient la classe (sauf les aminosides) peuvent étre

responsables d’une dysbiose de la flore intestinale. Les antibiotiques les plus a risque
semblent étre les aminopenicillines, 1’amoxicilline associée a 1’acide clavulanique, les
céphalosporines et la clindamycine.
La voie d’administration de I’antibiotique va influencer I’impact sur la flore intestinale. En
effet, la majorité des antibiotiques qui sont prescrits par voie orale sont actifs sur la flore
intestinale, surtout s’ils sont peu absorbés. Pour les antibiotiques administrés par voie
parentérale, seuls ceux ayant une élimination biliaire et/ou qui subissent un cycle entéro-
hépatique vont avoir une action délétére sur la flore.

Les antibiotiques modifient I'écosystéme bactérien en altérant la flore de barriere, ce qui
favorise potentiellement la colonisation et I'expression du pouvoir pathogéne de certains
agents microbiens exogénes ou endogenes, comme nous 1’avons vu avec C. difficile.

Le fait que I'équilibre initial se rétablisse dans la majorité des cas a l'arrét de I'antibiothérapie,
suggére que la croissance des bactéries de la flore de barriére est seulement transitoirement
altérée ou que leur multiplication est seulement inhibée pendant le traitement antibiotique.

Une des conséquences de cette raréfaction des bactéries de la flore commensale va étre la
réduction de la production d’AGCC, conséquence d'une diminution des activités
hydrolytiques et des processus de fermentation bactériens. Cet effet favorise la persistance de
glucides dans le cOlon et induit une diarrhée hydrique en raison de leur fort pouvoir
osmotique.

Ces AGCC possédent également des effets moteurs au niveau du colon. A faibles
concentrations, ils ont un effet contractile par un réflexe entérique de nature cholinergique.

Les probiotiqgues dans les DAA :

L’utilisation de probiotiques dans la prévention des diarrhées associees aux antibiotiques a été
étudiée dans de nombreux travaux.

La souche la plus documentée est la levure S. boulardii. Plusieurs essais randomisés en
double aveugle contre placebo ont été effectués pour évaluer I’efficacité de S. boulardii dans
la prévention des DAA avec des dosages variables en probiotiques et des antibiotiques
différents (Szajewska et al. 2005).

Les résultats de ces essais montrent une diminution significative dans la survenue de diarrhées
dans les groupes qui associent les probiotiques a la prise d’antibiotique par rapport aux
groupes placebo, a la fois chez les adultes et chez les enfants.

D’autres souches probiotiques de bifidobactéries ont été étudiées et ont montré
qu’elles diminuent significativement la survenue de diarrhée associée aux antibiotiques telle
que la souche L. rhamnosus GG dans la population pédiatrique (Vanderhoof et al. 1999).

La diarrhée associée aux antibiotiques est un effet indesirable majeur qui touche un grand
nombre d’individus, certaines souches de probiotiques semblent pouvoir agir dans la
prévention de ces effets et sont conseillées a I’officine en association d’un traitement
antibiotique.
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2. Ladiarrhée aigué :

Une diarrhée est définie par 1’émission d’au moins trois selles trés molles a liquides par jour.
Elle est dite aigué lorsqu’elle évolue depuis moins de 14 jours.

Dans la majorité des cas, la diarrhée aigu€ est de début soudain et précédée d’un transit
normal. Elle est alors le plus souvent de nature infectieuse, la durée est géneralement moins
d’une semaine et ne récidive pas a court terme.

L'origine est le plus souvent infectieuse, surtout virale, bactérienne, ou parasitaire. Mais une
cause médicamenteuse ou une intolérance alimentaire peuvent également en étre la cause.

Traitements :

Dans la majorité des cas, la diarrhée céde spontanément en 1 a 3 jours. La réhydratation par
voie orale est essentielle.

Les probiotiques dans la diarrhée aiqué :

Plusieurs souches et notamment les souches L. reuteri DSM 17938 (Urbanska et al. 2014) et
S. boulardii (Szajewska et al. 2007) ont montré dans de nombreux essais une réduction
significative de la durée de la diarrhée aigué chez les enfants en association a une
réhydratation orale.

Cas particulier : la diarrhée du voyageur :

La diarrhée aigué du voyageur ou turista se définit comme la survenue lors d’un voyage a
I’étranger d’au moins 3 selles liquides en moins de 24h ou d’au moins 2 en moins de 8h. Cette
diarrhée est associée a au moins un des signes suivants : nausées, vomissements, douleurs
abdominales, fiévre, selles glaireuses ou sanglantes.

Il s’agit généralement d’un épisode aigu bénin, spontanément résolutif en un a trois jours,
mais qui peut étre parfois grave. La diarrhée du voyageur est plus souvent liée a la
consommation d’aliments solides contaminés que de boissons. La cause est le plus souvent
infectieuse, d’origine bactérienne, virale ou parasitaire.

Chague année, 12 millions de cas de diarrhée du voyageur sont rapportés dans le monde.

L’utilisation des probiotiques a une place primordiale dans la stratégie préventive des
diarrhées du voyageur, en plus du rappel des mesures d’hygiéne et des aliments a risques.
Certaines souches telles que S. boulardii (McFarland 2007) ont montré leur efficacité
préventive et sont conseillées en traitement de fond a démarrer quelques jours avant le départ
et a continuer pendant la durée du séjour.
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3. Le syndrome du cblon irritable :

Le syndrome de Dl’intestin irritable (SII) appelé également colopathie fonctionnelle est un
trouble fonctionnel intestinal dans lequel des douleurs abdominales et un inconfort digestif
sont associés a des troubles du transit. L’inconfort se caractérise notamment par des
ballonnements intestinaux, une distension abdominale et des flatulences.

Il s’agit d’'une maladie chronique, sans gravité mais responsable d’une géne dans la vie
quotidienne importante.

Le diagnostic repose sur 1’association de douleurs abdominales chroniques, de ballonnements
et de troubles du transit d’une fréquence d’au moins 1 jour par semaine sur les 3 derniers mois
et depuis au moins 6 mois, en I’absence d’une cause organique démontrable.

On dénombre plusieurs formes de syndrome du c6lon irritable, que I’on définit selon les types

de troubles du transit : avec diarrhée prédominante, avec constipation prédominante ou des
formes mixtes avec une alternance de diarrhée et de constipation.

Traitements :

Il n’existe pas de traitement spécifique du syndrome du célon irritable. Dans un premier
temps, des mesures hygiéno-diététiques sont mises en place. En effet certains aliments
peuvent déclencher des douleurs et doivent étre évités.

Dans un second temps, un traitement medicamenteux symptomatique peut étre prescrit.

La flore intestinale dans les Sl :

Chez les personnes souffrant du syndrome du cdlon irritable, 1’é¢tude (Salonen, de Vos et al.
2010) de la flore intestinale en comparaison a des sujets sains a montré une diminution
quantitative importante. On trouve notamment une augmentation du nombre de bactéries
facultatives telles que des Streptococcus, E. coli et Proteus avec une dominance des especes
du genre Clostridium alors qu’il y a une diminution significative des Lactobacilles et des
Bifidobacteéries.

On note notamment la diminution quantitative d’une bactérie présente de fagon majoritaire
dans la flore commensale saine : F. prausnitzii.

Les probiotiques dans le SlI :

Certaines souches probiotiques ont montré des effets positifs pour lutter contre les douleurs
abdominales et les troubles digestifs liés au syndrome de I’intestin irritable comme B. infantis
(Whorwell et al. 2006) ou I’association des souches L. plantatum et B. breve (Saggioro 2004).

Le syndrome de Dintestin irritable est un probléme courant qui n’a pas de traitement
spécifique et pour lequel les patients sont a la recherche de conseils en officine. En plus des
conseils alimentaires et des traitements symptomatiques, plusieurs compléments alimentaires
a base de probiotiques sont disponibles et peuvent étre conseillés pour améliorer le confort
digestif.
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4. La constipation :

Selon les critéres de Rome |1, une personne est sujette a une constipation chronique si pendant
12 semaines au moins, au cours des 12 derniers mois, elle présente au moins 2 des 4
caractéristiques suivantes :

- moins de 3 évacuations de selles par semaine,

- selles dures (plus de 25 % des cas) avec sentiment d'évacuation incompléte (plus de 25 %
des cas),

- effort excessif (plus de 25 % des cas),

- necessité de manipulation digitale pour aider I'évacuation.

L’absence de cause organique comme une sténose digestive, une obstruction, une affection
péritonéale par exemples, permet de définir la constipation fonctionnelle.

Traitement :

Dans un premier temps, mise en place de regles hygiéno-diététiques et arrét des médicaments
pouvant occasionner une constipation secondaire. Par exemple, augmentation de l'apport
quotidien en fibres par une supplémentation diététique ou pharmaceutique de maniére
progressive jusqu'a atteindre la dose efficace et hydratation journaliere suffisante par des eaux
riches en minéraux surtout en magnésium avec un effet laxatif significatif.

Les traitements médicamenteux de premiére intention sont les laxatifs osmotiques (macrogol
ou lactulose) pour leur efficacité et leur bonne tolérance, ils vont agir par augmentation de
I'nydratation des selles. Les laxatifs de lest (ispaghul, psyllium) peuvent aussi étre utilisés en
premiére intention, ils augmentent la teneur des selles en fibres et composants non digestibles.

La flore intestinale dans la constipation :

Des données montrent des différences dans le microbiote intestinal entre les personnes saines
et les personnes avec des constipations chroniques. Les principales caractéristiques sont une
augmentation du nombre de Clostridia et de Bifidobacteria.

Les probiotiques diminuent le pH du célon, di a la production par les bactéries d’AGCC. Un
pH plus faible améliore le péristaltisme du célon et pourrait ainsi diminuer le temps de transit
dans le colon.

Les probiotigues dans la constipation :

Plusieurs souches de probiotiques ont été étudiées et semblent efficaces dans la constipation

chronique de I’adulte en améliorant la fréquence et la consistance des selles comme la souche
L. casei Shirota ou B. lactis DN-173010 (Chmielewska et Szajewska 2010).

La constipation est un probleme majeur qui peut étre traitée au long cours mais des
alternatives plus douces tels que les probiotiques sont intéressantes et peuvent étre conseillées
en pharmacie.
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5. La coligue du nourrisson :

La colique du nourrisson se définit comme la survenue paroxystique chez un petit nourrisson,
de pleurs prolonges avec plus de 3 heures de pleurs par jour, pendant plus de 3 jours par
semaine et durant plus de 3 semaines, associé a des phases d’agitation, dont la cause est
inconnue.

La colique est totalement bénigne et disparait spontanément en quelques mois mais suscite
I’inquiétude des parents.

Traitements :

Information des parents sur le caractére bénin de ce probléme et de sa résolution spontanée en
3 a4 mois.

La prise en charge consiste principalement en des conseils pour calmer le nourrisson :

- pendre le bébé dans les bras, 1’utilisation d’un porte-bébé ventral est conseillé

- massages abdominaux dans le sens des aiguilles d’une montre, pour aider a 1’élimination
des gaz,

- régularisation du rythme des biberons avec un intervalle d’au moins 2h,

- apport de chaleur qui aide a relacher les intestins et a soulager les spasmes, elle peut étre
apportée par la chaleur du corps des parents ou une bouillotte pas trop chaude entourée d’une
serviette.

Les probiotiques dans la colique du nourrisson :

Les résultats des études (Gutiérrez-Castrellon et al. 2017) montrent un effet positif de la
souche L. reuteri pour le traitement des coliques du nourrisson allaités ou nourris au lait
artificiel, et notamment une diminution significative du temps de pleurs par jour.

Les probiotiques a base de la souche L. reuteri peuvent donc étre associés aux conseils vus
précédemment pour résoudre les problémes de colite du nourrisson.
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C. Nouveaux usages des probiotiques :

1. La maladie de Crohn :

De nombreuses études cliniques ont été réalisées pour évaluer 1’effet de différentes souches de
probiotiques sur la prévention des rechutes post-opératoire de la MC ou sur le maintien de la
rémission en association aux traitements habituels.

L’usage de probiotiques en prévention de la rechute post-opératoire de la MC a été étudié
avec plusieurs souches :

Deux essais randomisés contrdlés, en double aveugle ont évalué 1’effet de L. johnsonii
Lal dans la prévention de la rechute postopératoire de la MC.
Un premier essai (Marteau et al. 2006) a été réalisé chez 98 malades venant de subir une
résection chirurgicale. Les patients ont été randomisés pour recevoir soit un probiotique a la
dose journaliére de 2 x 10° UFC soit un placebo pendant les 6 mois qui suivaient I’opération.
Le taux de rechute n’a pas été significativement différent dans les 2 groupes avec une rechute
chez 49 % chez les personnes recevant la souche probiotique contre 64 % chez ceux recevant
le placebo.
Le second essai (Van Gossum et al. 2007) a étudié une dose plus importante de la souche L.
johnsonii Lal a 10 UFC/jour chez des patients venant de subir une opération face a un
placebo. Cette étude n’a pas montré plus d’efficacité du probiotique par rapport au placebo
dans les taux de rechute de la maladie.

Une étude randomisée en double aveugle a étudi¢ 'usage du probiotique VSL#3
composé de 8 souches : L. casei, L. plantarum, L. acidophilus L. bulgaricus, B. longum, B.
breve B. infantis et S. thermophilus, chez des patients souffrant de MC dans les 30 jours
suivants une résection iléo-colique (Fedorak et al. 2015).

Les patients ont recu soit un placebo soit le mélange de probiotiques VSL#3 a la dose de 900
billions UFC/jour. Une coloscopie a été réalisée a J90 et a J365 pour évaluer la récurrence
d’une crise et obtenir une biopsie de la muqueuse pour étudier le profil des cytokines.

A J90, la proportion de patients avec des lésions séveres n’était pas significativement
différente entre le groupe traité par placebo (15,7%) et le groupe traité par probiotique (9,3%).
La proportion de patients n’ayant pas de 1ésion sévére a J90 mais ayant une rechute sévére a
J365 était de 10% dans le groupe probiotique sur 365 jours et de 26,7% dans le groupe
probiotiques de J90 a J365.

Le taux global de récidives séveres a J90 et a J365 n’était pas significativement différent.

Il a été observe que les patients prenant les probiotiques avaient des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires diminués par rapport aux patients sous placebo a J90. L’évaluation de la
qualité de vie dans les 2 groupes était similaire.

Les niveaux de cytokines pro-inflammatoires diminués a J90 et la diminution du taux de
rechute chez les patients traités par 365 jours de probiotique VSL#3 montre que des études
complémentaires sont nécessaires pour évaluer I'intérét des probiotiques dans la prise en
charge des patients en post-opératoire.

En post-opératoire, ’'usage de probiotiques usuels ne semble pas avoir d’effet significatif sur
le taux de rechute de la MC.
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Un autre essai a été réalisé pour evaluer la capacité des probiotiques a favoriser le maintien de
la rémission en association aux traitements habituels.

Pour prolonger la rémission chez une population pédiatrique, il a été proposé d’ajouter
au traitement du maintien de rémission a base d’azathioprine, 6-mercaptopurine ou
corticoides un traitement par probiotique (Bousvaros et al. 2005).

Cette étude a pris en compte 75 enfants ou jeunes adultes de 5 a 21 ans, en rémission de MC.
Is ont été randomisés pour recevoir soit pour 39 d’entre eux la souche L. rhamnosus GG soit
pour les 36 autres un placebo. Ils ont été suivis pendant 2 ans pour comparer les délais avant
la survenue d’une rechute et les taux de rechute.

La proportion des patients ayant rechuté n’a pas été significativement différente entre les 2
groupes : 31% des enfants du groupe probiotique (12/39) ont développé une rechute contre
17% (6/36) dans le groupe placebo. De plus, le temps médian avant une rechute n’a pas été
significativement prolongé chez les enfants prenant le probiotique, avec une durée de
rémission de 9,8 mois pour les enfants sous probiotique et de 11 mois pour les enfants sous
placebo.

Les nombreuses études réalisées jusqu’a présent sur 1’utilisation des souches usuelles de
probiotiques dans la maladie de Crohn ne montrent pas d’amélioration des taux de rechute
que ce soit seuls ou en association aux traitements conventionnels.

D’autres études sont nécessaires pour évaluer de nouvelles souches de probiotiques,
notamment la souche F. prausnitzii qui est connue pour étre quantitativement diminuée dans
la MC et dont les propriétés anti-inflammatoires ont été montrées.

La transplantation fécale pourrait étre également une alternative thérapeutique prometteuse
comme nous le verrons plus loin.

2. La rectocolite hémorragique :

Plusieurs souches probiotiques ont été évaluées seules ou en association aux traitements
conventionnels de la RCH pour améliorer les symptomes et le maintien de la rémission.

Un essai randomisé en double aveugle a été réalisé avec 147 adultes souffrant de
formes actives légeres a modérées de RCH (Sood et al. 2009).
En plus de leur traitement standard par mesalazine ou azathioprine, les patients ont recu des
doses de 3,6 x 10 UFC/j du mélange probiotique VSL#3 ou un placebo, 2 fois par jour
pendant 12 semaines. Les critéres étudiés étaient une diminution de 50% de 1’Ulcerative
Colitis Disease Activity Index (UCDAI) aprés 6 semaines, le taux de rémission et la
diminution des critéres de 'UCDAI a 12 semaines.
A 6 semaines, le pourcentage de patients avec une amélioration du score de I’"UCDAI
supérieur a 50% était significativement supérieur dans le groupe traité par probiotique
(32,5%) que dans le groupe placebo (10%). A 12 semaines, 33 des patients sous probiotiques
(42,9%) étaient en rémission contre 11 patients (15,7%) dans le groupe placebo. De plus, a 12
semaines, une quantité plus importante de patients sous probiotiques (51,9%) ont présenté une
diminution de 'UCDAI d’au moins 3 points, par rapport au groupe placebo (18,6%).
Le mélange de probiotique VSL#3 semble donc efficace dans I’amélioration des symptomes
cliniques et dans I’induction d’une rémission chez des sujets adultes souffrant de formes
[égeres a modérées de RCH.
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Un essai a eté effectué avec 187 patients souffrant de RCH (Zocco et al. 2006) lors
d’une phase de rémission. Les patients ont été randomisés pour recevoir soit Lactobacillus
GG a la dose de 18 x 10° /j, soit 2400 mg de mesalazine /j, soit I’association de 18 x 10°
Lactobacillus GG/j et 2400 mg de mesalazine /j.

Les résultats ont été évalués au bout de 6 et 12 mois selon le score d’activité de la maladie,
ainsi que des recherches endoscopiques et histologiques. L’objectif principal était d’évaluer le
maintien de la rémission.

L’analyse globale n’a montré aucune différence dans le taux de rechute a 6 et a 12 mois entre
les 3 groupes. Le pourcentage de sujets maintenus en rémission aprés 6 et 12 mois était
respectivement de 91% et 85% dans le groupe traité par probiotique seul, 87% et 80% dans le
groupe traité par mésalazine seul et 94% et 84% dans le groupe recevant la bithérapie.

La souche Lactobacillus GG semble donc étre aussi efficace pour le maintien de la rémission
que le traitement par mesalazine seul et semble étre une option thérapeutique envisageable.

Ces essais utilisant des souches probiotiques dans des formes actives ou en rémission de la
maladie semblent montrer que les probiotiques ont un effet positif en entrainant une
diminution de I’activité de la maladie ou en favorisant le maintien de la rémission. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour affirmer ces résultats mais il semble que certaines
souches de probiotiques pourraient jouer le role clé dans la stratégie thérapeutique de la RCH.

3. Les infections a C. difficile :

L’usage des probiotiques dans les infections a C. difficile ne figure pas dans les
recommandations actuelles malgré de nombreuses études et des résultats qui semblent positifs
dans les essais cliniques réalisés jusqu’a présent.

Les mécanismes d’action des probiotiques dans cette infection sont variés (Hopkins et al.
2018) : colonisation temporaire, production de peptides a activité bactéricide, production
d’acides et compétition avec C. difficile pour les nutriments et 1’adhésion aux cellules
épithéliales.

Les probiotiques produisent de [’acide lactique qui diminue le pH digestif et des
bactériocines, les 2 peuvent inhiber la croissance de C. difficile. Ils pourraient interrompre la
liaison des toxines A et B de C. difficile aux cellules épithéliales et stimuler la production par
I’hote d’IgA anti-toxines. Les lactobacilles ont montré qu’ils suppriment la croissance de C.
difficile chez le hamster. B. longum et B. breve ont montré qu’ils réduisent I’effet cytotoxique
de C. difficile sur certains types de cellules épithéliales intestinales.

Plusieurs études ont suggeéré un effet bénéfique des probiotiques dans le traitement ou
la prévention des ICD.
Une étude randomisée en double aveugle a été effectuée sur 255 adultes en prévention
primaire de I’ICD (Gao et al. 2010). Le probiotique évalué est une association de 2 souches :
L. acidophilus et L. casei a la dose de 50 billions UFC. Les patients ont été randomisés pour
recevoir soit le probiotique 2 fois par jour, soit un probiotique et un placebo par jour, soit 2
placebos par jour, en association au traitement antibiotique puis prolongé pendant 5 jours.
Le groupe avec double dose de probiotiques a eu une incidence d’ICD (1,2%) inférieure au
groupe simple probiotique (9,4%), elle-méme inférieure a I’incidence dans le groupe placebo
(23,8%).
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Une combinaison de 3 souches L. acidophilus, L. casei et L. rhamnosus a été utilisée en
prévention primaire des ICD dans un hopital québécois avec un total de presque 45 000
patients recevant des antibiotiques (Maziade et al. 2015). Chaque prescription d’antibiotiques
a eté associée a la prise du probiotique contenant les 3 souches. Les patients ont été suivis
pendant 10 ans.

Pendant les 10 ans d’observation, le taux d’ICD dans cet hopital a diminué de 18 cas pour
10 000 patients — jour a un niveau de 2,3 cas pour 10 000 patients — jours.

Cette intervention de 10 ans a entrainé une réduction de 73% des cas d'ICD, de 76,4% des cas
séveres et de 39% de rechute.

L’association de souches probiotiques L. acidophilus, L. casei et L. rhamnosus ou méme L.
acidophilus et L. casei, au traitement antibiotique semble étre efficace en prévention primaire
des infections a C. difficile.

La levure S. boulardii sécrete une protéase (McFarland 2010) capable de cliver les
toxines A et B de C. difficile et détruit le récepteur a C. difficile au niveau du c6lon. De plus,
S. boulardii stimule la production d’IgA sécrétoires anti-toxine A.

Chez les souris, S. boulardii libere un facteur soluble de faible poids moléculaire qui inhibe la
production d’IL-8 et I’activation des voies de NF-KB en réponse a une stimulation par 1’IL-1,
le TNF-a ou le LPS.

La levure S. boulardii a été étudiée en association aux traitements conventionnels dans le
traitement des infections récidivantes a C. difficile.

Une étude de 168 patients (Surawicz et al. 2000) présentant une infection récidivante a C.
difficile ont été traités par les antibiotiques standards: vancomycine ou meétronidazole
associés a S. boulardii ou placebo. Trois groupes ont été formés pour des traitements de 10
jours : le premier avec un traitement a fortes doses de vancomycine (2g/j), un groupe avec de
faibles doses de vancomycine (500mg/j), et un groupe avec du métronidazole (1g/j). Dans
chaque groupe, des doses de 1g/j de S. boulardii ou un placebo ont été donnés pendant 28
jours. Les patients ont été suivis pendant 2 mois pour constater les potentielles rechutes.

Une diminution significative des récurrences a été constatée dans le groupe prenant la
vancomycine a forte dose associée a S. boulardii (16,7%) en comparaison au groupe prenant
la vancomycine a forte dose seule (50%). Aucune diminution significative n’a été observée
dans les autres groupes.

Plusieurs études a grande échelle montrent que les probiotiques semblent étre efficaces dans
la prévention primaire des ICD, notamment lors de 1’association de souches de lactobacilles.
Certaines souches pourraient étre également utilisées comme des adjuvants aux traitements
antibiotiques par vancomycine et métronidazole. Les études ont montré des améliorations
dans le taux de récurrences mais des essais complémentaires sont nécessaires pour confirmer
ces donnees.

En revanche, dans les situations d’infection récurrente, une transplantation fécale peut étre un

traitement alternatif envisagé, faisant partie des recommandations internationales actuelles,
comme nous le verrons ultérieurement.
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4. La polyarthrite rhumatoide :

Plusieurs essais cliniques ont été effectues avec des patients souffrant de PAR dans le but
d’observer les effets de probiotiques sur les scores d’activité de la maladie et les marqueurs de
I’inflammation.

Un essai clinique en double aveugle (Vaghef-Mehrabany et al. 2014) a eté effectué sur
46 patients de 20 a 80 ans, souffrant de PAR. Ils ont été randomisés pour recevoir soit un
placebo soit 108 UFC / jour de la souche L. casei, pendant 8 semaines.
A la fin de I’étude, le score d’activité de la maladie était significativement diminué dans le
groupe probiotique en comparaison au groupe placebo. De plus, les taux de certaines
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-12) ont été diminués alors que I’'IL-10 a été
augmentée par la supplémentation en probiotique.

La souche L. casei semble améliorer le score d’activité de la maladie et le profil
inflammatoire des patients souffrant de PAR.

Un autre essai randomisé en double aveugle (Zamani et al. 2016) réalisé sur 60
patients agés de 25 a 70 ans a également montré une amélioration significative des scores
d’activité de la maladie aprés 8 semaines de traitement par I’association de 3 souches : L.
acidophilus (2 x 10° UFC/g), L. casei (2 x 10° UFC/g) et B. bifidum (2 x 10° UFC/g) en
comparaison a un placebo. Il a également été observé une diminution des concentrations
sériques en protéine C réactive.

Les résultats de ces essais semblent montrer que les probiotiques permettent de diminuer
I’inflammation chez les patients atteints de PAR. Ils pourraient étre utilisés pour induire la
rémission dans les formes légéres de PAR. Mais des études supplémentaires et sur des
échantillons plus grands d’individus sont nécessaires pour confirmer ces premiers résultats.
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ll. Latransplantation de microbiote fécal :

La transplantation de microbiote fécal consiste en 1’introduction des selles d’un donneur sain
dans le tube digestif d’un patient receveur afin de rééquilibrer la flore intestinale altérée de
I’hote.

Actuellement, en France, les prélévements sont effectués dans les hépitaux, mais dans

certains pays des banques de selles ont été ouvertes, comme aux Etats Unis depuis 2012 ou
aux Pays Bas plus récemment.

A. Historique :

La transplantation fécale est une technique utilisée dans la médecine chinoise depuis le Ve
siécle. Des suspensions fécales humaines étaient administrées sous le nom de soupes dorées
pour traiter les diarrhées séveres.

Depuis, cette technique fut utilisée dans les pays occidentaux en médecine vétérinaire chez les
animaux d’¢élevage.

Cette technique est reconnue en France par 1’agence nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé (ANSM) qui a émis des recommandations pour encadrer les essais
cliniques depuis 2014.

B.Indications :

Les derniéres recommandations européennes (Debast et al. 2014) proposent la transplantation
de microbiote fécal dans les formes a récurrences multiples d’infections a C. difficile qui ne
répondent pas a des traitements antibiotiques répétés.

L’infection a C. difficile est en effet la pathologie la mieux étudiée et avec des résultats tres
positifs. Mais de nouvelles études sont en cours pour évaluer son efficacité sur d’autres
maladies telles que les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, 1’obésité et les
maladies métaboliques ou bien encore les troubles du spectre de 1’autisme.

C.Sélection du donneur et mode opératoire :

Le donneur potentiel doit répondre a un questionnaire de présélection, retrouvé dans
les recommandations rédigées par I’ANSM, associé a un entretien médical, ayant pour but de
diminuer le risque de transmission d’un agent pathogene.

Cet entretien est du méme principe que ceux réalisés dans le cadre d’un don de sang. Le
méme questionnaire est utilisé mais il est complété par des mesures additionnelles pour
I’adapter au don de selles et au contexte de transplantation fécale comme la coproculture avec
recherche de certains parasites, virus et bactéries.

Si le candidat est retenu, I’équipe médicale devra ’informer des mesures a prendre pour
limiter le risque de contamination par tout comportement a risque, voyage et risques liés a
I’alimentation, jusqu’au don.
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Le jour du don, un nouvel entretien avec un questionnaire simplifié aura lieu pour analyser le
risque de contamination depuis le dernier rendez-vous. Avec une nouvelle recherche
bactérienne sur un prélevement de selles émises dans la semaine précédant le don. C’est a
I’issue de cet entretien que le donneur sera définitivement selectionné ou non.

Un recueil des événements survenus chez le donneur dans les semaines qui suivent le don est
conseillé, comme la survenue d’une maladie infectieuse.

L’administration au receveur se fait sous contréle médical, aprés signature d’un
consentement éclairé dans le cadre d’une hospitalisation.

Le don doit étre caractérisé par un aspect normal des selles ¢’est-a-dire des selles moulées et
un examen macroscopique normal (absence d’urine, de sang, ou de pus).

De plus, le don destiné a la transplantation doit étre administre, une fois préparé, dans le délai
le plus court possible et le jour de I’émission de selles.

Plusieurs voies d’administration sont utilisées selon les services. Dans la majorité des cas,
I’administration est réalisée par I’utilisation d’une sonde nasogastrique ou naso-duodénale,
mais peut aussi étre réalisée lors d’une coloscopie ou par lavement.

Des études sont en cours pour étudier I’efficacité d’une administration par voie orale, sous la
forme de gélules gastro-résistantes.

Des préparations de capsules orales de transplants fécaux congelés ont été étudiées
(Youngster et al. 2016). Il a été rapporté une guérison prolongée apres une administration
orale unique de 30 capsules chez 147/180 patients avec un ICD récidivant ou réfractaire. Une
deuxiéme administration réalisée chez 26 personnes qui ont rechuté a été couronnée de succes
chez 17, ce qui a entrainé une résolution globale chez 91% des patients.

L'ICD a disparu chez 82% des patients aprés un seul traitement, atteignant un taux de
guérison de 91% avec deux traitements. Ces résultats sont comparables avec ceux rapportés
pour I'administration par coloscopie.

Dans tous les cas un suivi médical du receveur dans les heures suivant la procédure, puis a
long terme (au minimum 2 ans, cette durée étant corrélée a celle de la conservation des
coprotheques) et du donneur est réalisé.

D.Réeglementation :

Le microbiote répondant a la définition d'un médicament, sa préparation doit étre réalisée sous
la responsabilité d'une pharmacie a usage intérieur (PUI) d’un établissement de santé.

Une coprotheque (ou fécotheque) doit étre réalisée a partir des selles brutes émises par le
donneur (lors du premier entretien et le jour du don) ainsi qu’une coprothéque sur le
transplant lui-méme. Ces échantillons doivent étre conservés durant au minimum 2 ans a -
80°C.

Il n’existe actuellement aucun argument scientifique en faveur d’un don anonyme par rapport
a un don d’une personne de ’entourage du receveur. La sécurisation du don repose en partie
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sur I’honnéteté du donneur lors de I’entretien médical et de la complétude du questionnaire
d’autre part.

E. Résultats actuels :

1. Infections a C. difficile :

La transplantation de microbiote fécal est recommandée au niveau européen dans les formes a
récurrences multiples d’infections a C. difficile qui ne répondent pas a des traitements
antibiotiques repétes.

Un essai clinique (van Nood et al. 2013) effectué par une équipe hollandaise a
comparé 3 groupes de patients, souffrant d’infection récurrente a C. difficile.
Le premier groupe a regu une transplantation fécale par 1I’emploi d’une sonde naso-duodénale,
le second groupe a été traité par de la vancomycine seule pendant 14 jours a un dosage de
500mg 4 fois par jour par voie orale, et le dernier groupe a recu un lavage gastrique en plus de
la vancomycine.
L’efficacité¢ a ét¢ de 81% aprés la premiere greffe dans le groupe de patients traités par
transplantation fécale, de 31% pour le groupe de patients traités par vancomycine seule et de
23% pour le groupe ayant eu le traitement par vancomycine associé a un lavage gastrique. Il a
été également noté que dans le groupe ayant eu la transplantation, la diversité de la flore
bactérienne des patients a été augmentée, proche de celle des donneurs sains, avec une
augmentation des bactéries du phylum Bacteroidetes et une diminution des Proteobacteria.

Cet essai qui compare le traitement de patients ayant des récurrences multiples a C. difficile
semble montrer 1’efficacité supérieure de la transplantation de microbiote fécal en
comparaison a des traitements par antibiotique. Il convient quand méme d’évaluer le maintien
de ces résultats a plus long terme.

Une revue des essais réalisés au total sur 317 patients traités par TMF (Gough et al.
2011), a montré que le taux de réussite fut de 92 % sans que 1’on observe d’épisodes de
récidive (89% apres une greffe unique).

Une autre étude (Grehan et al. 2010), portant sur le suivi pendant 24 semaines de 10 patients
ayant recu une TMF, a montré que les modifications du microbiote restaient stables dans le
temps et que le microbiote des patients était essentiellement composé de celui du donneur.

Ces résultats trés prometteurs nécessitent encore de nouvelles études pour évaluer les
modifications du microbiote intestinal a plus long terme ainsi que pour évaluer le nombre de
transplantations nécessaires pour un résultat optimal. En effet, il semble que chez certains
patients un changement durable du microbiote intestinal soit atteint des la premiere
administration, mais certains nécessitent une deuxiéme transplantation pour obtenir ce
résultat.
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2. Maladie de Crohn :

L’utilisation de la transplantation fécale dans la MC n’a pas encore demontré son efficacite,
mais de nombreuses études mettent en avant des résultats prometteurs.

Une étude (Cui et al. 2014) a été réalisée sur 30 patients réfractaires aux traitements
conventionnels de la MC. Chaque patient a été traité par une seule transplantation fécale.

Le taux d’amélioration clinique et de rémission 1 mois apres la transplantation a été
respectivement de 86,7% (26/30) et de 76,7% (23/30) des patients.

Apres la TMF, le poids corporel des patients a augmenté et le profil lipidique s'est également
amélioré. 1l a également été observé un effet significatif rapide et continu de soulagement des
douleurs abdominales.

Ces résultats montrent que la TMF est faisable, sans danger et efficace dans les formes
réfractaires de la MC. Des études contre placebo sont maintenant nécessaires pour une
meilleure évaluation de cette procédure. Plusieurs protocoles sont a 1’étude, notamment en
France, ou des essais cliniques sont en cours pour les patients atteints de MC réfractaires.

3. Rectocolite hémorragique :

La transplantation fécale pourrait étre une alternative thérapeutique dans les cas de RCH non
contrdlés par les traitements conventionnels. Il n’y a pour I’instant pas d’indication en France
dans le traitement de la RCH.

Une étude (Kunde et al. 2013) a été réalisée sur 10 enfants ou jeunes adultes, agés de 7
a 21 ans, souffrant de RCH d’activités légéres & modérées. lls ont regu une transplantation
fécale sous la forme de lavements de selles fraichement préparées chaque jour pendant 5 jours
et on était suivis pendant 4 semaines.

Les criteres de réponse étaient évalués selon les critéres de 1’échelle PUCAI
(Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index).
Aucun effet indésirable sévere n’a ¢été rapporté. Des effets légers a type de crampes,
flatulences, ballonnements, diarrhée, présence de sang dans les selles ont été notés, ainsi que
de la fievre, classee comme effet indésirable modéré. Tous ces événements ont été
spontanément résolutifs.
Un sujet a été sorti de 1’étude car n’a pas pu retenir les lavements. Aprés la TMF, 7 des 9
enfants (78%) ont montré une réponse clinique dans la premiére semaine, 6/9 (67%) ont
maintenu une réponse pendant 1 mois et 3/9 (33%) ont été en rémission une semaine apres la
transplantation.
Ce premier essai sur un nombre tres réduit d’individus montre que des résultats positifs sont
possibles pour I’induction d’une rémission dans des formes de RCH d’activités légeres a
modérées. Mais des études sur un plus grand nombre d’individus sont nécessaires.

Un essai clinique en double aveugle (Moayyedi et al. 2015) a inclus 75 patients avec
une RCH active. lls ont été randomisés pour recevoir soit une TMF par lavements a partir de
dons de sujets sains ou un placebo administré par lavement, une fois par semaine pendant 6
semaines.
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Le premier critére évalué était I’induction de la rémission. Les patients ont fourni des
¢chantillons de selles au début de I’étude puis chaque semaine pour des analyses
microbiennes.

Les résultats ont montré que 9 patients qui ont recu la TMF (24%) et 2 du groupe placebo
(5%) ont été en rémission a 7 semaines. Dans le groupe recevant la TMF, 3 des 4 patients
ayant une RCH diagnostiquée depuis moins de 1 an sont entrés en rémission contre seulement
6 des 34 ayant la RCH depuis plus d’un an.

Il n’a pas été vu de différence dans les effets indésirables entre les 2 groupes. Les selles des
patients ayant recu le TMF présentent une diversité supérieure a 1’état initial et a celles des
patients sous placebo.

La réalisation de transplantation fécale sous forme de lavements de selles de donneurs est
faisable et bien tolérée chez les enfants, avec quelques effets indésirables acceptables et
spontanément résolutifs. Ce traitement semble efficace mais il faudra effectuer plus d’études
avec un suivi a plus long terme des patients. Il serait également nécessaire d’effectuer des
recherches sur le mode de sélection des donneurs, le mode d’administration le plus adapté et
la standardisation des préparations.

4. Syndrome métabolique :

Un essai clinique (Vrieze et al. 2012) de transplantation fécale chez des sujets souffrant d’un
syndrome métabolique a été conduit par une équipe hollandaise. Cet essai a consisté a évaluer
les effets du transfert du microbiote intestinal de donneurs maigres (IMC < 23 kg/m?2) a des
receveurs masculins atteints de syndrome métabolique (IMC > 30 kg/m? et glycémie a jeun >
5,6 mmol/L) sur la composition du microbiote du receveur et le métabolisme du glucose.

microbiota

Allogenic gut
infusion (n=9)

+ Hyperinsulinemic clamp * Hyperinsulinemic clamp

- Small intestinal biopsies + Small intestinal biopsies

+ Fecal gut microbiota composition Autologous gut + Fecal gut microbiota composition

microbiota
infusion (n=9)

Randomisation

Baseline 6 weeks

Figure 19 : Transplantation de microbiote fécal dans le syndrome métabolique. (Vrieze et al. 2012)

Les patients ont été randomisés en 2 groupes recevant chacun une transplantation fécale. Une
biopsie intestinale suivie d’un lavage intestinal ont été réalisés sur tous les patients. Ils ont
ensuite recu I’échantillon par sonde duodénale, soit & partir d’un donneur allogénique soit de
leur propre microbiote intestinal.
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La mesure de la sensibilité a I’insuline, ainsi que 1’é¢tude de la biopsie intestinale et des
échantillons fécaux a été réalisée juste avant la transplantation et 6 semaines apres.

L’¢étude des selles des personnes obeses avant le transfert a montré, en comparaison

aux sujets maigres, une diminution de la diversité globale, avec une augmentation des
Bacteroidetes et une diminution des Firmicutes.
Apres le transfert, I’étude des selles des patients des 2 groupes n’a pas montré de différence
quantitative dans la population bactérienne, mais la diversité microbienne a été largement
augmentée dans le groupe ayant eu une greffe allogénique, alors qu’elle était inchangée dans
le groupe autologue. Les variations marquantes sont une augmentation de 2,5 fois du nombre
de bactéries productrices de butyrate : Roseburia intestinalis, avec une diminution de la
présence d’AGCC dans les feces (acétate de 49,5 a 37,6 mmol/kg féces; butyrate, de 14,1 a
8,9 mmol/kg feces).

Apres 6 semaines, une amélioration de la sensibilité a I'insuline périphérique a été observee
dans le groupe ayant eu la transplantation de microbiote intestinal allogénique.

L’étude des biopsies intestinales n’a pas montré de différences quantitatives entre les 2
groupes apres la greffe. Mais les bactéries Eubacterium hallii également productrices de
butyrate ont été augmentées dans la muqueuse de I'intestin gréle apres le transfert allogénique
du microbiote intestinal. Alors que leur quantité a été diminuée par 2 dans le groupe traité par
autogreffe.

Les AGCC, et notamment le butyrate semble donc jouer un réle dans 1’amélioration de
la sensibilité a I’insuline, notamment par sa capacité a prévenir la translocation de composés
bactériens responsable de I’endoxémie métabolique. Ces AGCC semblent étre des acteurs clés
dans la régulation de diverses cascades de signalisation associées au métabolisme du glucose
et des lipides humains.

Ces résultats de transplantation de microbiote fécal chez des sujets atteints de syndrome
métabolique semblent prometteurs. D’autres études sont nécessaires, notamment chez des
sujets avec un stade avanceé de diabéte de type 2.

5. Troubles du spectre de ’autisme :

Un essai de TMF (Kang et al. 2017) a été réalisé sur 18 enfants agés de 7 a 16 ans présentant
des TSA associés a des troubles gastro-intestinaux modérés a séveres.

Aprés 2 semaines de traitement antibiotique et un lavage gastrique, les enfants ont été
randomisés pour recevoir une dose initiale forte d’échantillon standardisé de microbiote
intestinal (SHGM) par voie orale ou rectale. Cela a été suivi pour tous d’une dose d’entretien
journaliere plus faible par voie orale durant 7 a 8 semaines.

Les enfants ont été suivis pendant une période de 8 semaines apres le traitement.
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Figure 20 : Transplantation de microbiote fécal chez des enfants souffrants de TSA. (Kang et al. 2017)

L'échelle d'évaluation des symptémes gastro-intestinaux a révélé une reduction d'environ 80%
des symptomes gastro-intestinaux a la fin du traitement, dont une amélioration significative
des symptdmes de la constipation, de la diarrhée, de I'indigestion et des douleurs abdominales.
En plus des troubles digestifs, les évaluations cliniques ont montré que les symptdmes
comportementaux du TSA s'amélioraient significativement.

L’ensemble de ces améliorations persiste 8 semaines aprés la fin du traitement.

Les analyses de séquengages bactériens ont révélé une greffe partielle réussit du microbiote
du donneur sain et des changements bénéfiques dans le microbiote intestinal des enfants. En
effet, la diversité bactérienne globale a été augmentée.

De plus, I'abondance des bactéries des genres Bifidobacterium et Prevotella a augmenté apres
la TMF, et ces changements ont persisté 8 semaines aprées I'arrét du traitement.

Ces résultats nous montrent que la TMF semble faisable et sans risque chez les enfants
souffrant de TSA et permet d’observer des améliorations a la fois sur les symptdmes
intestinaux et comportementaux.

Des études supplémentaires sur des échantillons plus grands seront nécessaires pour
confirmer ces resultats.
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Conclusion générale :

Le développement récent de la biologie moléculaire a permis lors de ces derniéres
années une étude beaucoup plus poussee du microbiote intestinal grace au séquencage haut
débit.

Cet ensemble de micro-organismes est propre a chaque individu mais certaines especes
dominantes sont communes a tous pour assurer les fonctions essentielles de barriére, ainsi que
des fonctions métaboliques et immunitaires.

Le microbiote est en relation étroite avec les systemes immunitaires innés et acquis de
I’organisme et cet équilibre est primordial pour maintenir I’homéostasie intestinale.

Un certain nombre de facteurs peut entrainer le déséquilibre de la flore intestinale, de
maniére transitoire, comme la prise d’antibiotique, la modification du régime alimentaire ou
un épisode de diarrhée aigué. Mais la dysbiose peut également étre retrouvée a long terme
dans certaines pathologies, ou I’on observe une diminution de la diversité du microbiote,
comme dans les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin. La maladie de Crohn se
caractérise par une diminution d’une des bactéries majeures de la flore: F. prausnitzii,
reconnue pour ses propriétés anti-inflammatoires, notamment par la production de MAM.
Dans les maladies métaboliques, les tissus adipeux et le foie sont caractérisés par une
inflammation de bas grade, dont le développement semble étre d0 a la translocation de
bactéries et de fragments bactériens provenant du microbiote intestinal.

Les recherches les plus récentes ont également impliqué le microbiote dans le développement
de maladies auto-immunes. Soit par la découverte de réactions croisées entre les protéines
humaines et bactériennes comme dans le lupus, ou la présence marquée au sein de la flore
intestinale, d’une bactérie aux propriétés pro-inflammatoire comme P. copri dans la
polyarthrite rhumatoide.

Le microbiote intestinal semble aussi impliqué dans des maladies caractérisées par des
altérations du neurodéveloppement comme les troubles du spectre de 1’autisme, dans lesquels
une dysbiose est retrouvée.

Le marché des probiotiques vendus en pharmacie est en forte progression ces deux

dernieres années. La voie digestive concerne plus de 70% des indications. Les probiotiques a
base de la levure S. boulardii bénéficient d’une grande notoriété et étaient a 1’époque
rembourseés, ils sont donc les probiotiques les plus connus par le public et les médecins ce qui
explique qu’ils soient leaders sur le marché. Mais de nombreux compléments alimentaires a
base de probiotiques se développent. Il est important d’étudier les formules car les études
effectuées sur des souches spécifiques ne peuvent pas étre appliquées a tous les probiotiques.
Des recherches sont en cours et pourraient permettre de développer des probiotiques avec des
souches spécifiques d’une dysbiose retrouvée dans une maladie, comme F. prausnitzii dans la
maladie de Crohn ou A. muciniphila dans la rectocolite hémorragique.
De plus, de nouvelles options thérapeutiques se développent comme la transplantation de
microbiote fécal. Celle-ci permet de rééquilibrer la flore intestinale suite a une dysbiose. Son
utilisation est déja recommandée au niveau international dans les formes a récurrences
multiples d’infections a C. difficile. Elle donne également des résultats trés prometteurs dans
les MICI, les maladies métaboliques et les troubles du spectre de 1’autisme.
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Les maladies telles que les MICI ou les maladies auto-immunes n’ont pas a I’heure actuelle
de traitement spécifique. Dans les formes sévéeres, les traitements lourds a base
d’immunosuppresseurs et la chirurgie sont les seules options. Ces nouvelles pistes
thérapeutiques pourraient permettre une prise en charge spécifique et précoce. Pour cela, des
études complémentaires sont nécessaires pour confirmer les effets de ces nouvelles
thérapeutiques et de permettre un jour leur développement.
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THE ROLE OF INTESTINAL MICROBIOTA:
CURRENT USE OF PROBIOTICS AND FUTURE INDICATIONS.

ABSTRACT:

The intestinal microbiota is a collection of 10'* microorganisms that colonise our digestive
tract. Some pathologies are associated with a intestinal dysbiosis, in which we notice a global
decrease in the biodiversity of the microbiota and changes in the proportion of certain bacteria
species. This is particularly the case in Inflammatory bowel disease, and also in autoimmune
diseases, obesity, type 2 diabetes mellitus and autism spectrum disorder.

Probiotics are currently advised in pharmacies for different indications. Studies are in
progress to evaluate their ability to restore the dysbiosis found in these different pathologies.
Furthermore, an other technique for restoring the balance of the microbiota could be used, the
fecal microbiota transplantation. It has already been shown to be effective in treating
refractory or relapsing C. difficile infections, and is now being considered in other situations
with alteration of the intestinal microbiota.

113



ROLE DE LA FLORE INTESTINALE DANS L’ IMMUNITE :
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RESUME :

Le microbiote intestinal est un ensemble de 10* micro-organismes qui tapissent notre tube
digestif. Certaines pathologies sont associées a une dysbiose intestinale, dans lesquelles on
observe une diminution de la diversité bactérienne et des modifications de la proportion de
certaines espeéces de bactéries. C’est notamment le cas dans les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin, mais également dans les maladies auto-immunes, 1’obésité, le diabéte
et les troubles du spectre de 1’autisme.

Les probiotiques sont actuellement conseillés en pharmacie dans différentes indications. Des
études sont en cours pour évaluer leur capacité a rétablir la dysbiose retrouvées dans ces
différentes pathologies. De plus, une autre technique de restauration de 1’équilibre du
microbiote pourrait étre utilisée, il s’agit de la transplantation de microbiote intestinal. Elle a
déja fait ses preuves dans le traitement des infections récidivantes a C. difficile, et est
maintenant étudiée dans d’autres situations avec altération du microbiote intestinal.

TITRE ET RESUME EN ANGLAIS : voir au recto de la derniere page de la thése
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