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SEVIL Marine: Troubles neurodéveloppementaux et microbiote : Quelles sont les connaissances

actuelles? Quel est le niveau de preuve d’une dysbiose dans les troubles neurodéveloppementaux ?

Quelles informations peut-on apporter aux familles en attente de traitement pour leurs enfants ?

RESUME:

Introduction. Certaines études ont suggéré que le microbiote pourrait jouer un role clé dans les troubles
neurodéveloppementaux. Plus de 500 articles sont parus sur le sujet en 5 ans mais il n'existe pas de revue
systématique sur les données actuelles humaine. Notre objectif est de réaliser une revue systématique de la
littérature a la recherche de preuves soutenant l'existence d'une altération (qualitative ou quantitative) du
microbiote chez des patients de moins de 30 ans souffrant de troubles neurodéveloppementaux

Matériel et méthode. Les recherches ont été effectuées dans 3 bases de données : MEDLINE, Scopus et PsycINFO.
Nous avons retenu uniquement les études originales en Francais ou en anglais, qui incluaient au moins 10
patients de moins de 30 ans ayant recu un diagnostic de TND. La dysbiose était définie comme un changement
dans la composition quantitative et/ou qualitative du microbiote.

Résultats Notre recherche a trouvé 507 études qui ont été importées sur" www.covidence.com". Le double
screening a retenu 30 articles correspondant a nos critéres. Sur les 30 études incluses, 27 trouvent des
différences significatives entre le microbiote des patients ayant un TND et celui des témoins mais les résultats
sont discordants. Il n'est pas possible de compiler les données pour une méta-analyse car les méthodes utilisées
ne sont pas standardisées et difféerent grandement d'une étude a l'autre. Les 30 études prises individuellement
ayant un faible niveau de preuve, il n'est pas possible de conclure sur I'existence d'une dysbiose dans les TND.

Discussion. Si les publications sur le sujet se multiplient, il s'agit pour l'instant principalement de revues ou
d'études pilotes présentant une faible validité interne et des méthodes non standardisées. Il n'y a pour l'instant
pas de faits solides soutenant I'existence d'une dysbiose chez les patients ayant un TND.

MOTS CLES : Dysbiose, microbiote, troubles neurodéveloppementaux, trouble du spectre

autistique, Trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité
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Introduction

Les Troubles neurodéveloppementaux (TND) recouvrent un ensemble de troubles qui apparaissent lors des
premiers développements, bien souvent avant I'entrée a I'école primaire. lls se caractérisent par des déficits
d’une ou plusieurs grandes fonctions cognitives : attention et fonctions exécutives, mémoire, langage, motricité,
cognition sociale et raisonnement. L’hypothese développementale classique actuelle, est que le(s) déficit(s) est
présent avant les 12 premiers mois de développement et, en cascade, empéche le développement d’autres
compétences et progressivement crée un trouble persistant (1),(2). Les troubles neurodéveloppementaux
recouvrent six grandes dimensions : les troubles du développement intellectuel, les troubles de la
communication, le trouble du spectre de I'autisme (TSA), le trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité
(TDAH), les troubles spécifiques des apprentissages et les troubles du développement moteur. Chaque grande
dimension peut elle-méme étre déclinée en sous-dimensions et spécifiées quant a sa sévérité, ses modulateurs et
le handicap qu’elle implique. lls pourront ainsi limiter les activités personnelles, l'inclusion scolaire et
professionnelle et ainsi entrainer une limitation des activités et une restriction de participation a la vie en société.
(1). De plus, la plupart de ces troubles sont trés souvent associés entre eux (notion de comorbidité) (3). Le trouble
du spectre autistique (TSA) et le trouble déficitaire de I'attention / hyperactivité (TDAH) sont parmi les maladies
neuro-développementales les plus courantes, touchant respectivement environ 1% et 5% des enfants (1).

Les TSA sont caractérisés par des déficits persistants de la communication et des interactions sociales réciproques
observés dans des contextes variés, associés a des comportements répétitifs et stéréotypés qui apparaissent
avant I'age de 3 ans (1),(2). Le TDAH est caractérisé par une altération de I'attention, associé ou non a une
hyperactivité et une difficulté a maitriser ses impulsions (1),(2).

L'étiologie des troubles neurodéveloppementaux résulte trés probablement d’une intrication complexe entre des
facteurs génétiques et des facteurs environnements qui progressivement au cours du développement créent des
atteintes structurales et fonctionnelles au niveau cérébral. (4) Les processus physiopathologiques sous tendant
les troubles neurodéveloppementaux, et expliquant le lien géne-interaction restent mal connus et il est important
de poursuivre les recherches concernant I’étiologie de ces troubles (5),(6),(7).

Les derniéres recherches attribuent un role croissant et fondamental de I'assemblage précoce d'un microbiote
intestinal diversifié et équilibré et son maintien ultérieur pour la santé future de I'h6te. Bien que nous ne
puissions pas les voir a I'ceil nu les microbes seraient essentiels a chaque aspect de la vie humaine. Les nouvelles
technologies de séquencage ADN ont permis des avancées importantes sur les connaissances des bactéries qui
composent notre microbiote. Le domaine émergent de la métagénomique offre une nouvelle facon d’explorer le
monde microbien (8).

Le microbiote intestinal est actuellement, selon certaines recherches, considéré comme un régulateur clé d'un
dialogue bidirectionnel fluide entre I'intestin et le cerveau. Certaines études ont suggéré que le microbiote et son
génome (microbiome) pourraient jouer un réle clé dans les troubles neurodéveloppementaux et
neurodégénératifs, voire méme dans certains troubles psychiatriques (9).

La recherche s'intéresse au lien possible entre dysbiose (modifications de la composition quantitative et/ou
qualitative du microbiote) et troubles neurodéveloppementaux. Plus de 500 articles sont parus sur le sujet en 5
ans dont plus de la moitié sont des revues narratives exposant les pistes actuelles et leurs promesses. Plusieurs
revues s'intéressent aussi aux effets de certains traitements qui pourraient potentiellement améliorer une
dysbiose (10) mais il n'existe cependant pas de revue systématique sur les données actuelles humaine d'une
dysbiose dans les TND. Il est bien évidemment possible de découvrir des traitements sans connaitre la
physiopathologie exacte de la pathologie et le processus thérapeutique en psychiatrie mais il reste indispensable
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d’avancer sur la connaissances de la physiopathologie des TND pour aller vers des traitements de plus en plus
ciblés comme cela a pu se voir en cancérologie (11) .

Dans ce travail de these, nous synthétiserons brievement les connaissances actuelles sur le microbiote et ses
moyens d'études, nous nous intéresserons aux études qui interrogent le lien entre microbiote et cerveau et
nous résumerons les études qui appuient les hypotheses en faveur d’une dysbiose dans la physiopathologie des
troubles neurodéveloppementaux. Puis nous décrirons plus précisément notre démarche de revue systématique
selon les critéres PRISMA pour établir le niveau de preuve concernant une dysbiose dans les TND. Notre objectif
est donc de réaliser une revue systématique de la littérature a la recherche de preuves soutenant |'existence
d'une altération (qualitative ou quantitative) du microbiote chez des patients de moins de 30 ans souffrant de
troubles neurodéveloppementaux, y compris les TSA, le TDAH, etc. Puis de chercher si un lien peut étre fait entre
ces altérations et la gravité des symptomes de TND.

Nous discuterons finalement comment intégrer ces faits scientifiques a notre pratique (evidence based
medecine)(12),(13) et comment discuter et informer les familles de nos jeunes patients avec TND, qui, du fait de
la médiatisation importante des réles du microbiote s'interrogent sur la pertinence d'une mesure du microbiote,
pour étre préts a leur répondre et a les orienter selon les meilleures pratiques.
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| Le microbiote

Un peu d’histoire :

Dés I'antiquité, Aristote avait formulé I'idée d'une « contagion invisible » de certaines maladies mais il ne put en
apporter la preuve. (14) Plus tard, au XVIeme siecle, Von Hutten et Paracelse affirmerent I'existence de germes
vivants invisibles mais leurs idées n'eurent guére de succés. Girolamo Fracastoro (1483-1553), médecin et poéte
italien, écrivit un traité sur les maladies contagieuses dans lequel il attribue la syphilis et la tuberculose a des étres
vivants invisibles capables de se multiplier. C'est d'ailleurs d'un de ses poemes qu'est tiré le nom de syphilis
(14),(15).C’'est avec l'invention du microscope en 1668 qu’Antoine Van Leeuwenhoek a pu faire la premiere
observation d’une bactérie (14). Les travaux de Louis Pasteur ont ensuite révolutionné I'étude des bactéries
puisqu’il démontra en 1859 le role des micro-organismes comme agents infectieux. Pasteur congut également des
milieux de culture, des procédés de destruction des micro-organismes comme |'autoclave et la pasteurisation
(15).

Le médecin allemand Robert Koch et ses collaborateurs (incluant Mr Petri) mirent au point les techniques de
culture des bactéries sur milieu solide. Robert Koch est un des pionniers de la microbiologie médicale, il a travaillé
sur le choléra, la maladie du charbon (« anthrax » pour les anglo-saxons) et la tuberculose. Il démontra de fagon
claire qu’une bactérie pouvait étre I'agent responsable d’'une maladie infectieuse et il proposa une série de
postulats confirmant le réle étiologique d’'un microorganisme dans une maladie. Il obtint le prix Nobel de
physiologie ou médecine en 1905.

Paul Ehrlich mis au point le procédé de détection des bactéries en utilisant des colorants. En 1909, il met au point
un traitement contre la syphilis avant 'utilisation de la pénicilline qui révolutionnera les traitements. Hans Gram a
mis au point la coloration du méme nom a la fin du 19e siecle. Les microbiologistes Martinus Beijerinck et Sergei
Winogradsky initierent les premiers travaux de microbiologie de I'environnement et d’écologie microbienne en
étudiant les relations entre ces microorganismes au sein de communautés microbiennes du sol et de I'eau. (15)

Jusqu'a récemment en médecine, les micro-organismes ont été considérés comme des indésirables dont il fallait
se protéger. Cependant, au cours de la derniére décennie, les développements en matiere de technologie de
séquencage et de bio-informatique ont permis des avancées importantes dans la compréhension des
écosystemes microbiens. Cela a marqué un tournant important et a changé notre vision des microbes. Bien
évidemment nous connaissons mieux le fonctionnement des microorganismes en tant que cause de maladie,
mais ils sont aussi actuellement de plus en plus vus comme indispensables a notre bonne santé (9).

Nouvelles techniques de séquencage

Jusqu’a peu, seulement 15% des bactéries intestinales étant connues (génomes séquencés), I'ensemble des genes
qu’il restait a décrypter était donc immense. Le développement de nouvelles méthodes au cours des 15 derniéres
années permet désormais aux chercheurs de séquencer les communautés microbiennes directement a partir
d'échantillons environnementaux de maniére peu colteuse et sans le besoin de cultures cellulaires. Cela a permis
la caractérisation de microorganismes particulierement difficiles ou jusqu'a présent impossibles a cultiver, et
d'autres encore inconnus (16). Ces techniques émergentes offrent une nouvelle fagon d’explorer le monde
microbien, elles permettent aux chercheurs d’examiner les génomes de tous les microbes dans un environnement
a la fois, fournissant une vue «méta» de toute la communauté microbienne et des interactions complexes qui
I’entourent. Cette approche est appelée "métagénomique". A l'inverse de la génomique qui consiste a séquencer
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un unique génome, la métagénomique séquence les génomes de plusieurs individus d'espéces différentes dans
un milieu donné (17).

—
< 1- prélévement de 2 - extraction ADN
DEPART selles I

3 - amplification par PCR

4 - séquencage
de derniére génération

5 - identification
des espéces

6 - analyse
de l'abondance

Oru

6 - analyse
fonctionnelle

fonction

Schéma 1 : technique de la métagénomique.

N

A la croisée de la génétique, de I'écologie et de l'informatique, cette discipline émergente est en train de
révolutionner de nombreux pans de la recherche. La premiere étape consiste d’abord a extraire I’ADN de
I’échantillon prélevé par des traitements physiques, chimiques ou enzymatiques. Cet ADN « en vrac » est ensuite
exploité de diverses maniéres, en premier lieu a des fins d’inventaire. En effet, certains genes dits ubiquitaires
sont présents chez tous les organismes vivants, par exemple ceux codant pour les ribosomes, mais leur séquence
est propre a chaque espece, constituant ainsi une sorte de code-barres biologique. En amplifiant puis en
séquencant ces genes ubiquitaires, les chercheurs peuvent désormais établir I'inventaire complet des espéces
présentes dans I’environnement échantillonné. La métagénomique consiste aussi a séquencer la totalité de I'’ADN
présent. Un séquengage massif et systématique permis grace au développement récent des techniques du "Big
Data" combiné a I'utilisation de séquenceurs a trés haut débit capables de séquencer plusieurs dizaines de
milliards de bases nucléiques par jour. La masse de donnée obtenue apres séquencage passe ensuite par des
logiciels qui peuvent, apres avoir identifié certaines séquences parmi d'immenses bases de données génétiques,
émettre des hypotheéses sur leurs roles en fonction de similarités avec des séquences connues, déterminer les
interactions entre les divers organismes identifiés.(11),( schéma 1). C'est en partie grace a I'évolution majeure des
technologies de séquencage haut débit et a la bioinformatique, que la métagénomique est aujourd'hui a notre
portée (17),(18).
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La métagénomique globale consiste a fragmenter tous les ADNs présents dans un échantillon en courts
fragments et les séquencer a l'aide d'un séquenceur haut débit. D’'ou le nom de "Shotgun sequencing". Les
séquences (ou "reads") obtenues sont réassemblées bioinformatiquement afin de reconstruire les génomes
bactériens d'origine (17),(figurel).

Gename hactérien
Reats d

e

Echantilien Extraction et Sequencage glab i
global Alignement sur taus las génames
d'un microbiotes fragmentation des ADN 9 bactériens :Mlihi

Figure 1 Stratégie globale : L'ensemble des ADNs présents dans un échantillon de microbiote sont séquencés. (17) Reproduction avec
accord de I'auteur.

La métagénomique ciblée consiste a séquencer un unique géne au lieu d'un génome complet. Ce géne doit étre
commun a plusieurs espéces tout en présentant des régions suffisamment variables afin de discriminer une
espece. En bactériologie, le géne utilisé est celui de I'ARN 16S. Il s'agit d'un géne présent uniqguement chez les
bactéries qui seules seront séquencées.

Assignement taxonomique

Un fichier contenant I'ensemble des "reads" (séquences) est obtenu aprés séquencage. Apres plusieurs étapes de
filtrage et de nettoyage de ces données, il faut assigner a chaque séquence le nom de la bactérie. Pour cela, deux
stratégies existent:

e La stratégie close-reference consiste a comparer chaque séquence aux séquences présentes dans une
base de données avec un seuil en général de 97% de similarité. Greengene, Silva et RDP sont les bases de
données d'ARN 16S les plus connues. Cette stratégie a le mérite d'étre rapide mais son principal probleme
est d'ignorer les séquences absentes des bases de données.

e La stratégie appelée de novo, n'utilise pas de base de données mais consiste a comparer les séquences
entre elles, puis a les regrouper par similarité. Les clusters ainsi formés élisent une séquence consensus
qui peut, a son tour, étre annotée par une base de données ou rester comme telle définissant alors une
espece inconnue. Une fois I'assignation taxonomique réalisée, il suffit de compter le nombre d'espéces
présentes dans chaque échantillon et de construire la table des OTUs (Operationnal Taxonomic Unit). Le
point de départ de toutes analyses en métagénomique est la construction de la table des OTUs. La notion
d'espéce est difficile avec les bactéries, on parle plutot d'OTU pour définir un ensemble de bactéries
similaires a plus de 97 % (17).

Métagénomique humaine intestinale:
Les analyses métagénomiques ont révélé une grande variabilité de familles bactériennes intestinales. Bien que
cela semble toujours sujet a débat, I'ensemble des microbiotes bactériens humains pourraient étre classifiés en
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trois grands types de signatures microbiennes dits "entérotypes", qui sont définis par leur composition
bactérienne. Chacun des trois entérotypes décrits chez I'Homme est caractérisé par son abondance relativement
élevée d’un genre bactérien unique auquel s’associent des genres bactériens satellites :

e Bacteroides
e Prevotella,
e Ruminococcus.

Quelques chiffres

L'homme est habité par une innombrable quantité de micro-organismes qui forment des niches microbiennes
tres différentes selon les zones du corps humain. Le microbiote le plus riche étant le microbiote intestinal, qu'on
suppose abriter environ 10™ micro-organismes suivi par la peau avec 10" micro-organismes (19).

Le microbiote intestinal est le plus étudié, il représenterait plus de 10 fois le nombre de cellules humaines dans
notre corps, et un génome qui contiendrait 150 fois plus de genes que le n6tre. Cet écosystéme complexe est
composé de nombreux micro-organismes incluant bactéries, virus, champignons et archées (9). Chez un individu
de 70 kg, le microbiote intestinal peserait 0,2 kg (19).

La plupart de ces bactéries sont inoffensives ou bénéfiques pour I'organisme. Leur diversité est tres importante,
puisque environ un millier d’espéces différentes (20) et plus de 7000 souches bactériennes différentes ont pu
étre distinguées au sein de I'ensemble des métagénomes humains analysés (21). Sil’'on examine le microbiote de
dix personnes, on ne trouvera qu’une seule espece commune. Ainsi, chaque étre humain est unique au regard du
microbiote qu’il héberge. Chaque individu pourrait étre caractérisé par un véritable « code-barres bactérien »
unique, qui résulte de son histoire personnelle depuis la naissance jusqu’a I'age adulte (22).

En décryptant les fonctions de ce « second génome », les chercheurs ont découvert qu’une flore intestinale saine
est indispensable au bon fonctionnement de la digestion bien sir, mais aussi pour le métabolisme, 'immunité ou
bien encore pour le systéme nerveux. Obésité, diabéte, maladies cardiovasculaires, allergies, maladies
inflammatoires, maladies psychiatriques : les déséquilibres de la flore intestinale sont aujourd’hui suspectés
d’étre a I'origine d’une kyrielle de pathologies.

Si la métagénomique reste avant tout utilisée pour mieux connaitre la biodiversité microbienne, ses potentielles
applications intéressent de plus en plus de secteurs (médecine, protection de I'environnement, paléontologie,
agroalimentaire) (8). En raison de la nature hautement évolutive de ce domaine de recherche, il est actuellement
difficile d'établir des protocoles standardisés pour d'analyse de données (23),(24).

Développement du microbiote

La composition du microbiote est unique a chaque individu mais est également connue pour se modifier tout au
long de la vie de I’h6te. On pense que la colonisation de l'intestin humain commence a la naissance, lorsque la
délivrance vaginale expose I'enfant a son premier microbiote. Cette notion est cependant débattue du fait de
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récentes publications rapportant la présence d’ADN microbiens dans le placenta et le méconium
(25),(26),(27),(28).

Le nouveau-né serait exposé au microbiote vaginal de la mere pendant I'accouchement, ou au microbiote cutané
en cas de césarienne (29). Par conséquent, le mode de délivrance entrainerait des différence significative de
microbiote (30),(31). D'autres facteurs, tels que la prématurité, I'allaitement, la présence d'animaux domestiques,
le tabagisme parental, I'age et le poids maternel, I'origine ethnique auraient également un impact sur le
développement du microbiote (9),(32),(33).

Evolution du microbiote

Le microbiote aurait initialement une signature maternelle, puis progressivement, entre 1 et 2 ans se mettrait en
place un microbiote plus complexe propre a I'enfant et proche de celui qu'il aura chez adulte (34). Au fur et a
mesure que le nourrisson se développe, il semble que l'influence de certains facteurs diminue, cependant, le
régime alimentaire lui continuerait a avoir un impact majeur sur la composition du microbiote tout au long de la
vie. La recherche montre un contraste net entre le régime occidental, avec son haut taux de sucre, graisse
animale et carbohydrate par rapport a un régime méditerranéen caractérisé par une plus grande variété
d'aliments et une plus grande teneur en fibres. Le profil microbiologique des individus avec ces régimes serait
selon des études récentes radicalement différent : les régimes riches en fibres seraient associés a I'entérotype de
Prévotella, reflétant le role de ces especes dans la production d'hydrolases spécialisées dans la dégradation des
fibres végétales (35) alors que le régime occidental serait associé aux Bactéroides (36), (9), (37), (38), (39).

Outils d’études du microbiote

Les recherches menées depuis quelques années sur le microbiote intestinal bouleversent totalement notre vision
de I'écosysteme digestif humain. En effet, de « simples digesteurs » de nourriture, ces bactéries apparaissent
maintenant comme des acteurs majeurs dans la compréhension de certaines maladies telles que I'obésité, le
diabéte de type 2, la maladie de Crohn (40). Différents modeles expérimentaux sont utilisés pour étudier le
microbiote et ses interactions
avec I'hote. Pour la plupart il s'agit de modeéles animaux de souris et des rats dont le métabolisme et le
microbiote bien qu’évidemment trés différent de celui de ’lhomme présente aussi de nombreuses similitudes.
D’autres espéces ont aussi été utilisées allant de la drosophile (41) au poisson zébre (42) en passant par les
primates (43),(9) . Si les données sont encourageantes, il faut rester prudent a la fois pour ne pas généraliser les
résultats obtenus d'une souche bactérienne a une autre et encore plus quand on cherche a transposer les
résultats obtenus sur des souris a des pathologies humaines (44).

1 Les Animaux Axéniques

Il s'agit d'animaux nés par césarienne et élevés deés la naissance en milieu stérile, se trouvant ainsi exempt de tout
germe. L'idée de départ est que le meilleur moyen d'étudier I'importance d'un processus spécifique est de le
supprimer puis d’en étudier les conséquences (9). Cette méthode a contribué a tester les hypothéses reliant le
microbiote a de nombreux processus et comportements cérébraux clés (45).
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En comparant les souris axéniques aux souris conventionnelles, il a été observé que les souris axéniques
présentent une vascularisation de I'intestin deux fois moins dense, des activités enzymatiques plus faibles, une
couche de mucus plus épaisse, une susceptibilité accrue aux infections et des besoins caloriques supérieurs de 20
a 30 % par rapport aux animaux conventionnels pour maintenir leur masse corporelle. Le microbiote est
également capable d’induire des modifications au niveau des cellules épithéliales de I'h6te, qui montrent une
expression génétique différente de celle de souris contréle (40).

Le microbiote aurait aussi les roles suivants:

e Une aide a la dégradation des composés alimentaire non-digestibles: une grande proportion de nos
aliments n’est pas digérée dans l'intestin gréle mais est fermentée par le microbiote dans le gros intestin,
entrainant la libération de petites molécules (comme les acides gras a chaines courtes : short-chain fatty
acids [SCFA]) dont certaines sont des nutriments pour les cellules intestinales et peuvent avoir des effets
bénéfiques sur la santé humaine. Ces nutriments peuvent étre utilisés comme source d’énergie, servir a
préserver l'intégrité de la muqueuse colique et stimuler les échanges d’eau et de minéraux (40).

e Synthése de vitamine K (40).

e Protection contre la colonisation du tube digestif par des micro-organismes pathogénes: le microbiote
résident exerce un fort antagonisme vis-a-vis des bactéries en transit avec le bol alimentaire, assurant une
protection contre les agents pathogenes. Le microbiote peut également moduler la concentration
intestinale de toxines soit en dégradant ces derniéres, soit en agissant sur leur synthese soit en modifiant
la sensibilité des entérocytes aux toxines (37).

e Développement et maturation du systéme immunitaire: le systeme immunitaire intestinal joue un role
important dans la physiologie des mammiféres, notamment en développant des réponses protectrices
vis-a-vis des virus, des bactéries ou des parasites entéropathogénes. Par ailleurs, le systeme immunitaire
doit empécher l'induction de réponses immunes envers les composantes des aliments et des bactéries
commensales présentes dans le tube digestif (tolérance orale). Le microbiote joue un role essentiel dans
la maturation du systeme immunitaire et le développement de ses fonctions. Chez les souris axéniques on
retrouve de nombreuses anomalies signe d’'une immunité défaillante (hypoplasie des plaques de Peyer,
diminution du nombre de lymphocytes intraépithéliaux, faible production d'immunoglobulines sériques
et de cytokines). En outre, la rate et les ganglions des souris axéniques présentent des zones
lymphocytaires atrophiées (46).

Le microbiote pourrait aussi avoir un réle dans la régulation du développement physique du cerveau et de ses
systémes de communications : les souris axéniques présentent une hyper-myélinisation de neurones du cortex
préfrontal, des modifications morphologique des dendrites des neurones amygdalien et hippocampique
(47),(48),(49). De plus, ces souris présentent des altérations de la neurotransmission mono-aminergique et des
changements comportementaux dans ['anxiété (50),(51). Etant donné I'importance des perturbations
neurologiques, il est difficile de déterminer le réle précis du microbiote dans les différents processus (52),(45).

2 Les Antibiotiques

Les antibiotiques ont I'avantage qu'ils peuvent étre utilisés pour modifier le microbiote sur des périodes
spécifiques sans affecter le développement neurologique complet. Cependant il est parfois difficile de distinguer
leurs effets secondaires de de leurs effets directs sur le microbiote. De plus, certains antibiotiques peuvent
traverser la barriere hémato-encéphalique et donc interagir directement avec le fonctionnement cérébral (9),
(53).
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3 Utilisation de probiotiques, prébiotiques, symbiotiques et psychobiotiques

Les Probiotiques: Il s'agit de microorganismes vivants bénéfiques pour la santé de l'individu. Ils modifient le
microbiote de l'individu mais le phénomeéne serait temporaire et disparaitrait rapidement avec la suspension de
leur consommation. La flore "normale" de I'individu exercerait une pression de sélection qui les empécherait de
s'implanter de facon définitive et de trouver une niche écologique spécifique. Bien que le terme probiotique ait
attiré I'attention du public, beaucoup de souches disponibles dans le commerce n'ont jamais été testées dans des
essais cliniques et donc par définition ne sont pas des probiotiques car ne répondent pas aux critéres "attribution
d'un avantage pour la santé" (54).

Les prébiotiques sont des composants alimentaires qui stimulent spécifiquement la croissance de certaines
bactéries. Il s'agit d'oligosaccharides ou de polysaccharides non digestibles obtenus par extraction a partir de
plantes, ou par synthése chimique a partir de saccharides. lls favoriseraient la croissance des bifidobactéries
(constituant bénéfique de la santé). Cependant les prébiotiques seraient moins spécifiques que les probiotiques,
car il n'est actuellement pas possible de contréler les micro-organismes qui vont les métaboliser et qui vont
proliférer (54), (55),(51).

Les symbiotiques: Il s'agit d'une association de probiotiques et prébiotiques. Ce sont des bactéries vivantes
accompagnées des substrats qui leur sont favorables. Il y aurait un effet synergique, supérieur a I'administration
de pré et probiotiques donnés séparément.

Psychobiotiques: Ce terme a été introduit pour décrire les interventions ciblées sur le microbiote pour avoir un
effet bénéfique sur santé mentale (56),(57).

Dans l'ensemble, ces approches sont attrayantes parce qu'elles permettraient de manipuler le microbiote de
facon non invasive. Les études sur le sujet se multiplient, I'efficacité des traitements varie grandement entre les
études suggérant qu'il existe plus de facteurs en jeu que la seule souche probiotique utilisée (58), le
comportement d'une souche microbienne étant dépendant de I'environnement métabolique et microbien de son
héte (59), (54), (9).

4 Transplantation de microbiotes fécaux (FMT)

Le concept de transplantation de microbiote fécal (FMT) n’est pas nouveau, il est connu notamment dans la prise
en charge des infections a Clostridium difficile résistante. La procédure implique l'introduction de microbiote
fécal d'un donneur sélectionné au tractus gastro-intestinal du receveur dans le but de rendre le microbiote du
receveur plus similaire a celle du donneur (60).

Il a été démontré que les traits comportementaux ou des phénotypes (par exemple le comportement anxieux,
I'obésité ou la dépression) peuvent étre transplantés via FMT chez les rongeurs (61),(62), (63), (64).

5 Etudes transversales

Une des méthodes les plus utilisées pour étudier le microbiote chez I'hnomme est de comparer la composition du
microbiote de patients appariés a des témoins. Grace a I'explosion du nombre de ces études, il a été possible de
créer des bases de données de microbiome humain tel que «the Human Pan Microbial Communities Database»
(65), (66) ou «the NIH Human Microbiome Project»(67), (68).
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Point clés de lecture de cette these.

Cependant il reste problématique d’utiliser les informations venant de bases de données différentes car les
techniques utilisées pour I'extraction et le traitement du matériel génétique microbien differe entre les études
et entre les bases de données pouvant engendrer d'importantes différences dans les résultats obtenus (24).
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Il microbiote et cerveau

1 L'axe microbiote-intestin-cerveau

Pendant de nombreuses années, le cerveau a été considéré comme le principal organe, dominant le corps et
tous les organes, contrélant a lui seul nos comportements et notre personnalité. Le réle du systéme nerveux
central (SNC) sur l'intestin est étudié depuis longtemps, il agit dans les principales fonctions intestinales: la
motilité, la digestion, I'absorption, la sécrétion hormonale ou la sensibilité viscérale. L'impact des perturbations
cérébrales dans le fonctionnement digestif a aussi été étudié ; Charles Darwin en 1872 décrivait la maniére dont
les secrétions des canaux alimentaires étaient affectées par des émotions fortes (69). Pavlov également, a
démontré avec ses études sur le chien que les secrétions salivaires pouvaient étre modifiées par un
conditionnement cérébral (34). L'avancée des connaissances a bouleversé notre vision des choses, il est
maintenant admis que I'axe de communication cerveau-intestin n'est pas a sens unique (un maitre - un serviteur)
mais bien bidirectionnel. L'intestin étant lui aussi capable d'avoir une action sur le fonctionnement du SNC. Ces
derniéres années, la recherche s'intéresse a un troisieme acteur: le microbiote intestinal est actuellement
considéré comme un régulateur clé du dialogue entre l'intestin et le cerveau et on parle maintenant d’un "axe
microbiote-intestin-cerveau" (70),(71).

Cet axe utiliserait différentes voies pour communiquer (fig 2):

e Neuro-endocrine par la production cérébrale mais aussi microbienne de neurotransmetteur,

e Neuro-immune,

e Nerveuse par l'utilisation des voies sympathiques et parasympathiques du systéme nerveux autonome et
du systéme nerveux entérique.
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Figure 2: Voies de communication de I'axe microbiote-intestin-cerveau

Les voies de communication et les mécanismes d'action précis ne semble pas tous élucidés et restent un objet de
recherche (20),(59),(60),(61),(62).

Apres la découverte d’importantes anomalies neuro-développementales chez les souris axénique (48),(47),(49),
de nombreuses autres études ont été réalisées pour démontrer I'existence d'un impact du microbiote sur le SNC.
Une étude a par exemple montré que des souriceaux axéniques recevant par FMT le microbiote de nourrissons
humain a croissance rapide auraient une différenciation neuronale accélérée. En revanche des souriceaux
axéniques recevant par FMT le microbiote de nourrisson a croissance lente montrerait plus de signes de neuro-
inflammation (9), (72). Chez I'humain une étude a montré que la consommation de produits laitiers fermentés
contenant des probiotiques pourrait entrainer des changements de connectivité et d’activité dans les régions

cérébrales controlant le traitement central des émotions et des sensations visibles a I''lRM (73).
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L'axe est aussi étudié dans l'autre sens avec des études qui cherchent a démontrer l'impact du SNC sur le
microbiote intestinal. Des |ésions cérébrales provoquées chez la souris entraineraient dans les 72 heures des
changements dans le microbiote caecal (74). Une étude transversale chez des patients chinois victimes d'AVC
montrerait des modification dans la composition de leur microbiote par rapport aux témoins (75),(9). Des études
de stimulation cérébrale ont montré que la stimulation magnétique transcranienne profonde entrainerait des
modifications du microbiote intestinal chez les sujets obéses méme en absence de modification du poids (76).

L'impact du stress sur I'axe microbiote-intestin-cerveau est particulierement étudié.

Un certain nombre d’études suggerent qu’une exposition au stress altererait la composition du
microbiote chez les différents animaux étudiés: chez le rat et la souris(77),(78),(79), le hamster syrien, le porc, et
les primates non humains (80),(9).

La séparation maternelle précoce est un inducteur important de stress qui pourrait étre a l'origine d’'une
augmentation d’activité a long terme de I'axe hypothalamus-hypophyse-surrénale (HPS) (81). Une étude chez le
singe, montrerait qu'une séparation maternelle précoce aboutit a une baisse de la quantité de lactobacilles
fécales dés 3 jours aprés la séparation (80). Une autre étude chez le rat, montre qu’un stress précoce pourrait
avoir des conséquences a long terme. Des ratons ont été séparés de leur meére 3h/jour pendant les deux
premiéres semaines de vie. A I'dge adulte on retrouverait une composition microbienne qui resterait altérée
comparée aux rats contréles qui n'avaient pas connu la séparation (78). Le stress chronique subit par des souris
adultes modifierait aussi la composition de leurs microbiotes intestinaux (82).

A l'inverse, le microbiote interviendrait lui aussi dans la régulation de la réponse du SNC au stress. Les
souris axéniques présenteraient une activation plus intense de I'axe HPS en réponses au stress avec des taux plus
élevés d'hormones adrénocorticotrope et de corticostérone que les souris témoins (34),(83). Elles présenteraient
aussi une augmentation de l'activité motrice et une modification de leurs réponses comportementales aux
situations expérimentales de stress. Ces modifications seraient accompagnées d’une modification de I'expression
de certains genes cérébraux incluant une baisse de I'expression des récepteurs N-methyl-D-aspartate dans
I'amygdale, une augmentation de I’expression du brain-derived neurotrophic factor et une diminution de
I’expression des récepteurs a la sérotonine dans I"hippocampe (84), (83),(85),(86).

L’exposition précoce a une colonisation microbienne intestinale chez le souriceau initialement axénique pourrait
corriger en partie ces anomalies : la sur-activation de I'axe HPA serait partiellement corrigée apres FMT de
microbiote de souris conventionnelles a un jeune age, par contre la méme FMT réalisée a un age plus avancé
n’entrainait pas d’amélioration. Les auteurs émettent I'hypothése qu'il existerait une fenétre limitée de temps au
cours du développent pendant laquelle le microbiote interviendrait de fagon importante dans la réponse au
stress du SNC (87),(86). La réponse augmentée de l'axe HPS chez les souris axéniques pourrait aussi étre
normalisée par colonisation grace a des probiotiques ou a I'inverse s'aggraver aprés colonisation par une bactérie
pathogene (77), (88), (89). De maniére prometteuse, certaines études semblent montrer une efficacité analogue
des probiotiques dans la résilience au stress ou la réduction de symptomes physiques et cognitifs induits par le
stress chez I'hnomme (90), (91), (92), (93).

Compte tenu des nombreuses interactions entre le cerveau et le microbiote ainsi que du lien souvent fait entre
trouble psychiatrique et certains troubles digestifs, on peut faire I'hypothése que le microbiote intestinal pourrait
avoir un role clé dans de nombreuses pathologies psychiatriques et neurologiques. Une revue récente de la
littérature décrit par exemple des liens entre microbiote et dépression, trouble bipolaire, schizophrénie, trouble
du comportement alimentaire, trouble obsessionnel compulsif, maladie d'Alzheimer, maladie de Parkinson,
sclérose en plaque (9).
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2 Microbiote et troubles neurodéveloppementaux

Trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité (TDAH)

Le TDAH a été associé a des anomalies dans les systemes de neurotransmetteurs de monoamine : dopamine et
noradrénaline (94). Les traitements stimulants utilisés dans ce trouble agiraient par inhibition de la réabsorption
de dopamine et de noradrénaline par leurs transporteurs (95). Les fonctions cérébrales liées au traitement de la
dopamine, telles que I'anticipation des récompenses (96), ont montré des anomalies dans le TDAH avec une
diminution des réponses d'activation du Striatum ventral en imagerie par résonance magnétique fonctionnelle
(97), (98), (99), (100).

Un des mécanismes d'effets proposé du microbiote intestinal sur le cerveau et le comportement résiderait dans
sa capacité a synthétiser des substances neurochimiques et leurs précurseurs (101). La sérotonine, la dopamine et
la noradrénaline qui seraient impliquées dans le TDAH sont produites par plusieurs membres du microbiote
intestinal (102), (103), (104). Leurs précurseurs (phénylalanine, tyrosine, tryptophane) pourraient étre absorbés
par le biais de I'épithélium intestinal, pénétrer dans la circulation porte (101) et franchir la barriére hémato-
encéphalique. De cette fagon, ils pourraient potentiellement influencer la synthése de monoamine par son hote
(Fig_3),(94). Par conséquent, les différences d'abondance et / ou d'activité métabolique des bactéries connues
pour produire des précurseurs de monoamine dans le tractus gastro-intestinal pourraient avoir un réle dans les
manifestations du TDAH (84). Par exemple, une étude suggére que la réduction d'abondance en Bifidobacterium
dans la petite enfance serait associée a une augmentation du risque de développer un TDAH ou un syndrome
d'Asperger chez I'enfant (95).

Sérotonine

Dopamine

Tryptophane Phenylalanine JEE s 2 —>
*

Barriére hémato-encéphalique

SANG

barriére intestinale

'_.'_ ‘_.z__‘.:_ » @ -:-:;-»,:: & o INTESTIN

Tryptophane Phenylalanine

Figure 3: Routes potentiels d'influence des précurseurs des monoamines

Une autre étude montre la présence de marqueurs d'inflammation élevés dans une population atteinte de TDAH
(105). Certaines hypothéses font un lien entre Faecalibacterium et le TDAH, en effet des propriétés anti-
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inflammatoires de Faecalibacterium auraient été identifiées lors d'études in vitro et in vivo (106), (107). Des
cytokines inflammatoires libérées lorsque Faecalibacterium est présent en trop faible quantité dans l'intestin
pourraient avoir la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique et d'avoir un impact sur le
développement du cerveau, ce qui les rendraient susceptibles de jouer un réle dans le développement du TDAH
(108), (109).

D’autres hypotheéses s’appuient sur le fait que plusieurs des facteurs de risque associés au TDAH comme le mode
d’accouchement, I'age gestationnel, le type d’alimentation, la santé maternelle et le stress de début de vie sont
connus pour avoir un effet sur le microbiote (110).

Le régime alimentaire est considéré par certains chercheurs comme un facteur de prédisposition potentiel pour le
trouble d'hyperactivité avec déficit de I'attention. Un régime de style occidental aurait été associé a un risque
accru de TDAH comparé a un régime considéré comme « sain » (111). Une étude aurait observé une relation
entre certains additifs alimentaires (conservateurs, colorants alimentaires synthétiques, sucres raffinés) et le
développement du TDAH chez les enfants. Des essais de régimes alimentaires excluant ces produits auraient
montré une diminution des symptomes du TDAH chez certains enfants. Depuis 2008 dans I'Union européenne, les
produits alimentaires qui contiennent des colorants alimentaires artificiels (jaune soleil, jaune de quinoléine,
azorubine, rouge allura, tartrazine et ponceau 4R) doivent mentionner sur I'étiquette: «peut avoir un effet
néfaste sur l'activité et la concentration chez les enfants ». Cependant les résultats des études sont tres
disparates et le niveau de preuve est trop faible pour statuer sur |'existence d’une réelle corrélation (112).

Il existe de nombreuses études cherchant a démontrer I'efficacité d’une supplémentation alimentaire dans la
réduction des symptdmes des patients. La supplémentation par oméga 3 semble la plus consensuelle. Les
supplémentations en fer, zinc et magnésium montreraient des résultats plus discordants mais pourraient avoir un
effet bénéfique sur la réduction des symptémes chez les enfants présentant des carences. Il existe beaucoup
d’autre supplément naturels surtout utilisé aux Etats-Unis malgré I'absence de preuve d’efficacité et le risque
d’effets secondaires possible (Gingko biloba , St. John’s Wort: Hypericum perforatum, Pycnogenol: Pinus
Mainus,...) (113).

Concernant les traitements: une étude qui testait |'utilisation d’'un probiotique en périnatal semble constater que
les trés jeunes enfants traités par probiotiques seraient moins susceptibles de développer des symptomes de
TDAH (114). Inversement, une exposition précoce aux antibiotiques augmenterait le risque de TDAH (115).

Points clés de lecture de cette these

Il existe un faisceau d'arguments qui appuient I’hypothése d’anomalies du microbiote expliquant une partie de
la symptomatologie du TDAH. Notre revue systématique recensera les articles dans la littérature qui cherchent
a mettre en évidence une dysbiose chez les enfants ayant un TDAH.

Trouble du spectre autistique (TSA)

Plusieurs modeles muraux sont utilisés pour étudier la physiopathologie des TSA. Le modele MIA (activation
immune maternelle) donne des descendants présentant des symptomes comportementaux de TSA
(comportements répétitifs, défaut de vocalisation et diminution des interactions sociales) chez la souris et chez le
singe. De plus comme chez I'humain les sujets masculins semblent plus atteints (51). Il a été observé que la
progéniture des souris MIA qui montre des comportements de type ASD, présente des défauts d'intégrité
intestinale et des altérations de la composition du microbiote. Un essai de traitement avec la bactérie
commensale humaine Bacteroides fragilis par voie orale de ces souris donne des résultats intéressants: cela
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corrige la perméabilité intestinale, modifie la composition microbienne et atténue certains défauts
comportementaux; les souris s'arrétent d'enterrer de fagon obsessionnelle les billes dans leurs cages, deviennent
aussi vocales que les souris controles et se montrent moins anxieuses. Il n'y a cependant aucune amélioration des
difficultés sociales, elles restent relativement peu intéressées quand une nouvelle souris est mise dans leur cage
(116). En concordance avec ce modele murin certaines études chez I'hnomme semblent montrer une perméabilité
intestinale augmenté chez les enfants ayant un TSA et chez leurs apparentés de premier degré (117), (118), (119).

Les troubles gastro-intestinaux semblent étre particulierement fréquents chez les enfants autistes. La prévalence
varie selon les études de de 9% a 91% et on retrouve principalement les symptoémes suivants: douleurs et
inconfort abdominal, constipation, diarrhée. Bien que les résultats soient trés contrastés, la plupart des études
trouve des taux plus élevés de troubles gastro-intestinaux chez les enfants ayant un TSA comparé aux populations
témoins (125). Les causes de ces problemes gastro-intestinaux restent floues, mais pourraient étre liées a des
anomalies du microbiote (121). Les études qui se sont intéressées aux troubles gastro-intestinaux chez les
enfants ayant un TSA auraient montré une plus faible concentration en alpha-1-antitrypsine (que les auteurs
interpretent comme une perte de protéines intestinales (120)), et la présence d'une inflammation diffuse du
tractus intestinal lors de prélevement d' endoscopie ou de coloscopie (121). La nature précise de cette
inflammation reste controversée mais I'histologie, I'immunohistochimie et la cytométrie de flux auraient montré
une infiltration panentérique de cellules immunitaires (de type lymphocytes, monocytes, cellules « natural killer »
et éosinophiles) chez des enfants atteints de TSA en comparaison d'enfants sans TSA mais présentant aussi des
symptomes gastro-intestinaux (122),(123),(40) ,(124),(125).

Des taux élevés d'acide propionique, un acide gras a chaines courtes produit par certaines especes bactériennes
entériques (notamment de type Clostridia, Desulfovibrio et Bacteroidetes) auraient aussi été retrouvés dans les
selles des enfants atteint de TSA. L'acide propionique pourrait avoir de multiples actions potentiellement
délétéres sur le systeme nerveux central, notamment en modifiant la synthése et le relargage de
neurotransmetteurs, le maintien du pH intracellulaire, la régulation des flux de calcium, le fonctionnement
mitochondrial, I'activation immunitaire liée a une neuro-inflammation et la régulation de I'expression de certains
geénes (126).

Des modeles animaux ont révélé qu'une administration d'acide propionique chez le rat créait des stéréotypies,
des déficits cognitifs, des modifications électro-encéphalographiques et une diminution des interactions sociales
(126), (127), (40).

Point clés de lecture de cette thése

Il existe plusieurs études transversales qui cherchent a démontrer que le microbiote des enfants ayant un TSA
est différent de celui d'enfants témoins mais les résultats semblent disparates et il n'existe pas a ce jour de
revue systématique de la littérature sur le sujet.

Concernant les éventuels traitements, une étude suggere qu'un traitement par antibiotique (vancomycine) chez

certains enfants autistes améliorerait les symptémes gastro-intestinaux et certain symptémes comportementaux
de TSA, mais seulement de fagon temporaire (128). Une premiere étude clinique pilote a évalué I'impact d'un
FMT chez 18 enfants ayant un TSA. Les résultats retrouvaient une réduction d'environ 80% des symptomes
gastro-intestinaux a la fin du traitement ainsi qu'une amélioration des symptdmes autistiques comportementaux
sur la période de suivi de 8 semaines aprés la fin du traitement (129).
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Autres troubles neurodéveloppementaux:
On retrouve quelques études s'intéressant a la dysbiose dans certain syndromes génétiques (Syndrome de Down
et syndrome de Rett ) (130),(131).

La littérature scientifique semble en revanche ne pas encore avoir étudié les liens possibles entre le microbiote et
les autres troubles neurodéveloppementaux: les troubles du développement intellectuel, les troubles de la
communication, les troubles spécifiques des apprentissages et les troubles du développement moteur.

3 Le microbiote commence a entrer dans nos consultations

Depuis la sortie du livre de Giulia Enders : « Le charme discret de I'intestin : Tout sur un organe mal aimé » qui a
eu un succes inattendu, I'information que notre microbiote joue un réle plus important qu’on ne le pense dans
nos vie a été largement diffusée. Les médias se sont emparés du concept et les articles sur le sujet sont foisons.
Voici en exemple quelques titres retrouvés dans la presse: Santé magazine « Régime microbiote: 7 réflexes ventre
plat a adopter » (132), Le Figaro «Le microbiote intestinal, un espoir pour soigner et prévenir les maladies
chroniques » (133), Marie Claire « Je n'arrive pas a maigrir: et si c'était la faute de mon microbiote ? » (134),
Femininbio « Apprenez le role de votre intestin et comment en prendre soin »(135), Le Temps «Faire du sport
muscle méme le microbiote »(136), slate.fr « Vous avez sans arrét envie de burger et de pizza? C'est a cause de
vos bactéries »(137).

Il existe aussi de plus en plus de publications de livres pour le grand public, quelques exemples: « Le régime
microbiote : La santé passe par nos intestins » ou « Le régime microbiote en 60 menus : Se soigner par les
prébiotiques »de André Burckel, « Microbiote vaginal : la révolution rose » duDr Jean-Marc Bohbot,
« L'incroyable pouvoir du microbiote » de Justin et Erica Sonnenburg.

L'industrie pharmaceutique n'étant jamais en retard, il est des a présent possible de faire tester son microbiote en
laboratoire (138), (139) et de nombreux probiotiques aux vertus « miraculeuses» sont déja en vente sur internet
pour « soigner son microbiote » (140), (141), (142).

Certains patients commencent a arriver en consultation avec des questions sur le sujet ou avec des régimes
découverts sur internet. Les données actuelles donnent de I'espoir aux familles dans les troubles pour lesquels il
n'existe pas de traitement curatif. Que peut-on répondre a ces familles? Que sait-on concrétement actuellement
sur le microbiote intestinal des enfants ayant un TND?

Il existe beaucoup de publications sur le sujet mais principalement des revues non systématiques. Il est cependant
nécessaire de s'informer de facon fiable pour pouvoir répondre aux familles et les orienter. Nous avons donc
souhaité réaliser une revue systématique de la littérature sur le sujet dans le but d'arriver a des conclusions
objectives en diminuant ou évitant le biais de publication (Publication des résultats positifs uniquement) et le
biais d’information (Sélection des informations qui nous intéressent et qui vont dans notre sens) (143).

Notre objectif est donc de réaliser une revue systématique de la littérature a la recherche de faits soutenant
I'existence d'une altération (qualitative ou quantitative) du microbiote chez des patients de moins de 30 ans
souffrant de troubles neurodéveloppementaux, y compris les TSA, le TDAH, et les autres troubles
neurodéveloppementaux. Puis de chercher si un lien peut étre fait entre ces altérations et la sévérité des
symptomes de TND.
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Il Méthodologie de la revue de littérature systématique sur la dysbiose

La revue a été réalisée en collaboration avec 4 auteurs. Le Pr. HERY-ARNAUD (GHA) a été associée a ce travail
comme expert en microbiologie elle-méme investie dans différentes recherches en cours et qui s’est fait
connaitre par ses travaux sur le microbiote au niveau pulmonaire. Elle est PU-PH de Bactériologie au CHRU de
Brest / Université de Bretagne Occidentale et travail pour I'INSERM UMR 1078, Axe Microbiota / Unité de
Bactériologie. Marie-Maude GEOFFRAY (MMG) associée a ce travail pour ses connaissances des troubles
neurodéveloppementaux et plus particulierement dans les TSA, elle est directrice du Centre d’Evaluation et de
Diagnostic de I’Autisme du Rhone au Centre hospitalier le Vinatier, et travail pour HESPER a I'Université Claude
Bernard Lyon 1. Lucie JUREK (LJ) : interne de psychiatrie a l'université Claude Bernard Lyon 1 qui a réalisé les
deuxiemes lectures et vérifications des articles (titres et résumés puis textes intégraux) et qui a vérifié
aléatoirement I'extraction des données. Et moi-méme, Marine SEVIL (MS), interne en psychiatrie a l'université
Claude Bernard Lyon 1, premier auteur de |'article en cours.

Le protocole de notre revue a été publié sur PROSPERO avec la référence: CRD42018107458.

Nous avons retenu uniquement des études originales en Francgais ou en anglais, avec ou sans groupe contréle, qui
incluaient au moins 10 patients atteint de TND. Les études publiées ou non devaient étre disponibles avant la
date de notre dernier screening (le 31 aout 2018). Les rapports de cas, éditorial et opinions, les revues ainsi que
les études ne contenant pas assez d'informations pour permettre une extraction ont été exclues.

Notre recherche incluait les 6 catégories de TND du DSM-5 (1) :
-les troubles du développement intellectuel incluant le retard global du développement.

-les troubles de la communication incluant trouble du langage, trouble de la phonation, trouble de la fluidité
verbale, trouble de la communication sociale (pragmatique).

-le trouble du spectre de I'autisme (TSA).
-le trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité (TDAH).
-les troubles spécifiques des apprentissages.

-les troubles du développement moteur incluant le trouble développemental de la coordination, les mouvements
stéréotypés et les tics.

Nos critéres d'inclusion pour la population étaient: patients humains de moins de 30 ans ayant recu un diagnostic
de TND. Les syndromes génétiques (comme X-fragile) et les comorbidités étaient inclus uniquement s'ils étaient
associés a un autre diagnostic de TND. La dysbiose était définie comme un changement dans la composition
quantitative et/ou qualitative du microbiote. Différentes facons de mesurer la dysbiose ont été prises en compte
.parex.:

1- perte de taxons clés (appartenant au microbiote).
2- émergence de pathogénes.
3- perte de diversité (alpha et béta).

4- changement des capacités métaboliques.
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Les recherches ont été effectuées dans 3 bases de données : MEDLINE, Scopus et PsycINFO avec les mots clés
suivants:_( “Neurodevelopmental Disorders” OR “Intellectual Disabilities” OR “Intellectual Disability” OR “Global
Developmental Delay” OR “ Communication Disorders” OR “Lanquage Disorder” OR “Speech Sound Disorder” OR
“Childhood-Onset Fluency Disorder” OR “Social Communication Disorder” OR “Autism Spectrum Disorder” OR
“autism” OR “autistic disorder” OR “ASD”OR “Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder” OR “ADHD” OR “Specific
Learning Disorder” OR “Motor Disorders” OR “Developmental Coordination Disorder” OR “Stereotypic Movement
Disorder” OR “Tic Disorders”) and (“gut microbiota” OR “intestinal microbiomes” OR "dysbiosis"OR "microbiota"
OR "metagenomic"” OR "microflora" OR "flora" OR "feces" OR "dysbacteriosis" OR "disbiosis").

Un exemple de recherche est disponible dans notre protocole. Deux examinateurs indépendants (MS et LJ) ont
effectué la recherche documentaire. Tout d'abord, chaque examinateur a vérifié la pertinence des différentes
études sur les titres et les résumés. Puis une deuxieme sélection a été effectuée sur la lecture des textes
intégraux. En cas de divergence entre les 2 examinateurs, un troisieme avis a été donné (MMG ou GHA). La
sélection des études et la suppression des doublons ont été gérées avec" www.covidence.com". Pour les articles
inclus dans la revue, les bibliographies ont également été vérifiées manuellement a la recherche d'études
complémentaires pertinentes.

Les données ont été extraites par un seul examinateur (MS) selon une grille pré-établie (titre et auteur,
recrutement des patients TND, méthode diagnostiques et score de sévérité , recrutement des contréles,
caractéristiques démographiques des participants, type de prélevement, méthode de prélevement et de
stockage, méthode détaillée d'analyse, analyse statistique, résultats principaux incluant I'existence d'un lien avec
les scores diagnostiques ou de sévérité, information sur les biais). En cas de doute sur les données un avis a été
donné par un des 3 autres auteurs. Un deuxieme examinateur (LJ) a vérifié un échantillon aléatoire de 10%
d’extractions pour plus de précision, (tel que proposé par le protocole de revue rapide de I'OMS (144)) . Du fait
d'une limite de temps nous n'avons pas contacté les auteurs. Les données manquantes sont simplement
rapportées comme manquante comme cela se fait dans une revue de littérature rapide (144).
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IV Résultats de la revue de littérature systématique de la dysbiose

Sélection des études

Notre recherche sur les 3 bases de données a trouvé 507 études qui ont été importées sur www.covidence.com .
Le logiciel a éliminé 21 doublons. Le double screening du titre et du résumé a éliminé 437 articles qui ne
correspondaient pas a nos critéres. Les 48 articles restant ont subi une lecture minutieuse de I'article en entier
pour ne garder que 30 articles correspondant a nos critéeres d’inclusion et d’exclusion : diagramme 1.

Sur les 30 études incluses, aucune n’a étudié les troubles neurodéveloppementaux dans leur ensemble: Trois
étudiaient le TDAH et 26 le TSA, aucune étude n'entrant dans nos critéres ne s'intéressait aux autres TND. Pour
simplifier la lecture, les études ont été numérotées de 1 a 30. Vous retrouverez en annexe un tableau reliant les
numéros aux études et auteurs correspondants (Tableau A).

507 références

. ) ¢ 21 doublons éliminés.
Importees

486 études pour

selection sur titre et IRZEVEICEYS CIH
résumé

,49 e'.cudes pour *19 études exclues: 11 mauvais critéres de jugement / 3
sélection sur texte mauvaises populations/ 3 mauvais types d'étude / 1 mauvais
intégral critére de jugement /1 absence de données sur la population.

30 études incluses

Diagramme 1 Flow chart de notre revue de littérature systématique." Existe-t-il une dysbiose chez les individus avec un trouble neuro-
développemental comme le trouble du spectre autistique ou le trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité? Une revue systématique
de la littérature."

Populations

L'effectif des études est présenté dans la figure 1. La population varie de 21 patients pour la plus petite étude a
818 (voire 2373 en incluant la part rétrospective) pour la plus grosse étude. Les témoins sont le plus souvent soit
des membres de la fratrie de |'enfant soit des contréles sains n'ayant pas d'antécédents d'autismes dans la
famille. Une seule étude (#29) a utilisé des patientes obéses comme témoin. Tableau B1 et B2 en Annexe.
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Figure 1: Répartition de la population des études

Types de microbiotes et prélevements

Une seule étude (#1) s'est intéressée au microbiote oral avec des prélevements salivaires et de plaque dentaire.
Les 29 autres études (soit 96,7%) se sont intéressées au microbiote intestinal avec des prélevements de selles,
d'urine ou des biopsies.

types de prélevement

M salive et plaque dentaire
m selles
W urines

" biopsies intestinales
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Méthodes d'analyse:

60% des études ont utilisé une approche globale par métagénomique, 23,3% ont utilisé des techniques de
cultures, 16,7% une PCR quantitative et 16,7% une approche métabolomique. Certaines études ont utilisé
plusieurs techniques a la fois. La répartition précise est disponible dans le tableau C en annexe.

méthodes utilisées

m Approche globale :
métagénomique ciblée (PCR
165)=60%

m Approche ciblée : qPCR 16,7%
m Approche culturomique 23,3%
Approche métabolomique

16,7%

W Autre 6,6%

Sur les 18 études qui utilisent I'approche globale par métagénomique ciblée (PCR 16S) : on retrouve 9 techniques
d'extraction différentes, 6 régions variables bactériennes différentes utilisées. Une seule étude (#24) a ciblé une
région variable fongique. Il existe 3 techniques de séquencage différentes utilisées et 9 bases de données. Aucune
étude n'a réalisé de controle de ses prélevements en séquengant des témoins négatifs pour détecter le
contaminome. Tableau D en annexe, les données manquantes sont signalées par des points d'interrogations.

Sur les 5 études qui utilisent I'approche métabolomique: le dosage des SCFA (short chain fatty acid) a été réalisé
dans 2 études (#8, 11), le dosage des phénols et de I'ammoniac dans une étude (#8), le dosage des D-lactates
urinaires dans une étude (#21) et le dosage de la calprotectine fécale dans 3 études (#19, 21, 24).

Sur les 7 études qui utilisent I'approche culturomique: aucune n'a utilisé les mémes milieux de culture dans des
conditions identiques de température et de durée d'incubation.

Pour le critéere de jugement principal qui était la présence d'une dysbiose chez les sujets ayant un TND:

Sur les 30 études, 27 trouvent des différences significatives entre le microbiote des patients ayant un TND et celui
des témoins et seulement 3 (#3, 21, 23) ne retrouvent aucune différence.
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Concernant la diversité alpha qui représente la diversité intrabiotique (c’est le nombre d’espéces dans un méme
habitat ou biotope) : quinze études se sont intéressées a la diversité alpha. 2 études (#10, 25) ont trouvé une
augmentation et 4 études (#1, 6, 27, 28) ont trouvé une diminution de diversité alpha chez les patients ayant un
TND. Les neuf autres études n'ont trouvé aucune différence significative (#1, 2, 3, 14, 15, 16, 17, 23, 24, 26).

Modification des taxons:

Plusieurs études trouvent des différences significatives dans les quantités relatives (pour les études de
métagénomique ciblée) ou absolues (pour les études en PCR quantitative) de bactéries retrouvées entre les
patients et les témoins. Pour plus de clarté une taxonomie bactérienne en annexe classe toute les bactéries citées
dans cette revue.

Les résultats sont cependant trés contrastés entre les études. Si nous nous intéressons a un haut niveau de
classification comme les Phylums, avec par exemple les bacteroidetes. Certaines études retrouvent une
augmentation des bacteroidetes (#10, 25) d'autres trouvent une diminution (#1, 12, 17, 24), et d'autres encore ne
retrouvent pas de différences significatives (#14, 15, 16, 23, 26, 27, 28). Si nous cherchons a compiler les données
de ces études, nous nous apercevons qu'il n'y pas deux études qui utilisent a la fois la méme méthode de
prélevements, d'analyse et la méme base de données.

De plus certaines études ne donnent pas toutes les informations nécessaires a la réalisation de cette comparaison
(tableau D). Il n'est donc pas possible de réaliser une méta-analyse. Certaines études ne citent que les bactéries
pour lesquelles elles ont trouvé une différence, ne mentionnant pas toutes celles pour lesquelles la différence
n'était pas significative. Le tableau des phylums ci-dessous cite les études retrouvant une augmentation ou une
diminution pour chacun des phylums.

Les mémes tableaux sont disponibles dans I'annexe pour les autres niveaux de taxonomie (tableau F).

Au niveau des phylums:

Phylums Augmentation/ Numéros des études
Diminution relative chez TND
Bacteroidetes Augmentation 10 et 25
Diminution 1,12,17 24
Firmicute Augmentation 16 et 26
Diminution 10, 14, 25
Proteobacteria Augmentation 1,25
Diminution 26
Actinobacteria Augmentation 14
Diminution 1,25
Fusobacteria Diminution 10
Verrucomicrobia Augmentation 26
Diminution 10
Cyanobacteria Diminution 26
Armatimonadetes Diminution 26
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Emergence de pathogénes : deux études (#4, 29) trouvent un plus haut taux de C.perfingens producteur de Béta2
toxine. Deux études se sont intéressées a C.difficile (#9, 19) et ne retrouvent aucune présence de toxine.

Changement des capacités métaboliques. Absence de différence retrouvée pour le D-lactate urinaire, les
phénols et la calprotectine fécale. L'étude #8 trouve une augmentation de I'ammoniac et des SCFA mais I'étude
#11 ne retrouve, elle, pas de différence significative pour les SCFA.

Concernant le critére de jugement secondaire:

Plusieurs études font des liens entre les modifications du microbiote observées et les échelles de sévérités du
TND, mais le niveau de preuve et la comparabilité restent faibles puisque les méthodes utilisées pour I'étude du
microbiote et les échelles de sévérité different. L'étude #1 retrouve une corrélation positive entre le score a I'ABC
et I'augmentation des Haemophilus spp et de I'espéce Rothia aeria. L'étude #12 trouve une corrélation positive
entre la gravité des manifestations autistiques a I'ADI et I'augmentation de Desulfovibrio. L'étude #19 trouve une
corrélation (faible) entre la présence de Clostridium spp et la CARS lors de I'analyse multivariée. A I'inverse |'étude
#25 ne trouve aucune corrélation entre la CARS et les différences de communauté bactérienne.

Concernant le TDAH, I'étude #15 trouve une association négative entre le score total au CPRS, le score index
d'hyperactivité et le taux de Faecalibacterium. L'étude #28 trouve une corrélation entre les niveaux
d'hyperactivité et la modification de I'alpha diversité mais pas de corrélation entre les symptomes cliniques pris
en compte dans la CBCL et les modifications du microbiote.

Prise en compte des biais :

L'estimation du risque de biais grace aux outils proposés par la Collaboration Cochrane était difficile a appliquer
dans notre revue puisque aucune des études incluses ne rentre dans la catégorie des essais cliniques randomisés.
Nous avons donc cherché d'autres outils pouvant mieux s'appliquer et nous avons évalué les biais grace a la
checklist de Hawker qui s'applique a des recherches qualitatives (145). Tableau E en annexe

Aucune des études ne présente un niveau de preuve important car ce sont toutes des études pilotes avec des
populations dont la taille n'est pas justifiée et aucune ne controle ses méthodes. Il existe des biais majeurs avec
par exemple, dans certaines études, I'exclusion des troubles gastro-intestinaux chez les témoins mais pas chez les
patients ayant un TSA. Les patients et les témoins ne sont pas appariés sur |'age alors que le microbiote est connu
pour évoluer avec l'avancée en age. De plus, le diagnostic du TND n'est pas réalisé de fagon standardisée dans
certaines études. Du fait de I'absence de publication de protocole avant étude il n'est pas possible de savoir si
certains patients avec des résultats discordants ont été exclus des études.

Les biais de confusions semblent cependant étre les plus conséquents dans ces études. L'alimentation connue
pour avoir un impact majeur sur le microbiote n'a pas du tout été prise en compte dans 17 des études et sur les
études restante seules 4 ont pris en compte |'alimentation réelle des patient a I'aide de journaux alimentaires, les
autres n'ont pris en compte que l'existence de régime d'exclusion prescrit par un médecin ou d'allergies
alimentaires sans prendre en compte le fait que beaucoup de patients ayant un TSA présentent une alimentation
auto-restrictive du fait de nombreuses aversions alimentaires. D'autres facteurs importants comme le poids, le
sexe, la prise d'antibiotiques ou de prébiotiques n'ont pas non plus été systématiquement pris en compte.
Tableau E en Annexe.

En conclusion, sur les 30 études incluses, 27 trouvent des différences significatives entre le microbiote des
patients ayant un TND et celui des témoins mais les résultats sont discordants entre les études. Il n'est pas
possible de compiler les données pour réaliser une méta-analyse car les méthodes utilisées ne sont pas
standardisées et difféerent d'une étude a I'autre. Les 30 études prises individuellement ayant un faible niveau de
preuve, il n'est pas possible de conclure sur I'existence d'une dysbiose dans les TND.
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V Discussion sur les résultats

Nous avons réalisé une revue systématique de la littérature sur le sujet trés médiatisé de |'existence d'une
dysbiose dans les troubles neurodéveloppementaux. Si les publications sur le sujet se multiplient, il s'agit pour
I'instant principalement de revues ou d'études pilotes présentant une faible validité interne et des méthodes non
standardisées ne permettant pas une compilation des résultats par une méta-analyse. Si le sujet présente un coté
fascinant il est surprenant de voir que les travaux actuels ne prennent pas en compte un biais aussi important
que celui de la sélectivité alimentaire chez les patients autistes.

Notre travail présente lui aussi plusieurs limites. Nous avons réalisé une revue systématique breve et n'avons pas
pu prendre le temps d'interpeller les auteurs pour les données manquantes, le travail d'extraction ainsi que
I'évaluation des biais par la checklist d'Hawker ont été contr6lés mais n'ont pas été entierement doublés. Nos
recherche n'ont pas permis de trouver dans la littérature grise les études en cours ou non publiées puisque il n'y a
pas de déclaration au préalable des protocole. Mais il semble peu probable que cela nous aurait permis d'obtenir
des études avec un meilleur niveau de preuve. Enfin nous avons choisi d'exclure les études médicamenteuses sur
les antibiotiques et les probiotiques de notre article, a la fois par ce que des revues systématiques de bonne
qualité ont déja été réalisées sur le sujet et par-ce que I'effet montré dans ces études est faible avec a nouveau de
nombreux biais ne permettant pas un niveau de preuve suffisant pour réaliser une recherche de médiateur (146).
On ne peut pas conclure que l'efficacité d'un traitement probiotique chez des patients ayant un TND signe
directement |'existence d'une dysbiose sans faire de biais d'inférence.

Notre travail permet de conclure qu'il n'y a pour l'instant pas de faits solides soutenant I'existence d'une dysbiose
chez les patients ayant un TND. Cela permet de s'extraire de la fascination que peut avoir cette hypothése pour
tenir une position plus tranquille face aux familles de patients. Le sujet est particulierement médiatisé ces
derniéres années et semble trouver un écho important auprés des familles. Lors d'une discussion avec le Dr
Mathias WINTER, doctorant en Anthropologie médicale, celui-ci évoquait qu'un des aspects essentiels du succes
des théories autour du microbiote est qu’il est qualifié de « 2éme cerveau ». La sociologie récente (travaux de A.
Ehrenberg par exemple) a étudié comment les neurosciences viennent proposer un récit sur la nature humaine
qui est socialement valorisé car il renforce deux choses essentielles : notre individualité et notre autonomie. Le
cerveau est un organe a la fois intérieur a nous-mémes (dans notre boite cranienne) et extérieur (puisqu’il
«décide» a notre insu). Mais le point essentiel de la vulgarisation des neurosciences ce n’est pas de dire «votre
cerveau décide a votre place qui vous étes », mais «nous pouvons agir sur notre cerveau». Autrement dit, nous
pouvons décider qui nous sommes. Les théories sur le microbiote vont dans le méme sens : le microbiote est un
"2%™ cerveau" dans notre ventre qui influence notre comportement MAIS nous avons un pouvoir d’action dessus
et donc nous sommes responsables de ce que nous voulons étre. Dans le cas des troubles
neurodéveloppementaux, les familles se sentent souvent impuissantes face aux troubles. La théorie d'un impact
du microbiote dans ces troubles pourrait redonner un sentiment de contréle aux familles. Il faut donc pouvoir
intégrer ces parametres a nos pratiques.

Pour rester dans un esprit d'evidence based medecine, il faudrait donc pouvoir s'articuler entre 3 axes: notre
expérience de clinicien, I'absence actuelle de fait scientifique probant d'un lien entre dysbiose et TND et le point
de vue des patients en prenant en compte leur culture et croyances. Aborder la question du microbiote et des
régimes dans les TND pourrait aussi étre |'occasion de mettre ou remettre au travail la question des troubles
alimentaires chez ces patients. Par ce biais pourrait étre abordées d'autres maniéres de travailler la diversification
alimentaire, I'alimentation, via des ateliers sensoriels ou des prises en charge comportementales par exemple.
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VI Conclusion

Les troubles neurodéveloppementaux tels que le trouble du spectre autistique et le déficit d’attention avec ou
sans hyperactivité sont un enjeu de santé publique mais leur étiologie est a ce jour encore peu connue. L'une des
hypothéses étiologiques récente est celle d’'une dysbiose intestinale. Cette hypothése a fait I'objet, en 5 ans
seulement, de plus de 500 publications dans la littérature scientifique. Les attentes importantes en termes de
traitement des familles ayant un enfant avec des troubles neurodéveloppementaux et la forte médiatisation sur
le sujet du microbiote, nous ont amené a réaliser une revue de littérature systématique selon les criteéres PRISMA
pour mieux connaitre les faits scientifiques actuels. Un premier résultat a été que la moitié des publications sont
des revues narratives cherchant a expliquer la physiopathologie de certains troubles neurodéveloppementaux
avec une dysbiose amenant a de potentiels dysfonctionnements de I'axe microbiote-intestin-cerveau. Nous avons
brievement synthétisé ces hypotheses prometteuses. Puis, nous avons poursuivi notre travail sur un double
screening systématique et une extraction des données des études originales retenues comparant le microbiote
des sujets avec un TND avec celui de sujet sans TND. Les résultats étaient hétérogenes et la plupart du temps de
faible niveau de preuve. Les études étaient en effet de faible puissance et les biais méthodologiques nombreux. I|
y avait notamment dans la plupart des études un manque de données concernant les criteres d’inclusion et
d’exclusion des populations choisies et concernant I'établissement du diagnostic. Les biais de confusion tels que
des régimes alimentaires concomitants étaient par ailleurs rarement contrdlés. Par ailleurs, le manque de
standardisation des méthodes d'analyse et de prélévement du microbiote a rendu la synthése de I'extraction des
données difficiles et ne permettait pas une méta-analyse.

Pour obtenir des résultats avec un meilleur niveau de preuve, des experts ont souligné I'importance de mettre en
place des études avec des effectifs suffisant permettant de prendre en compte les nombreux facteurs co-
interagissant avec le microbiote (ex : le mode de délivrance, I'allaitement, les maladies infantiles, I’alimentation,
les prises d’antibiotique et de probiotique). Des études, avec une méthodologie permettant de mieux répondre a
la question d’une dysbiose dans des troubles tels que le trouble du spectre autistique sont en cours. Ces études
ou d’autres chercheront également a répondre a la question d’une potentielle dysbiose qualitative avec, par
exemple, I'étude des facteurs influengant la perméabilité intestinale pour corroborer les hypotheses I'axe
microbiote-intestin-cerveau. Ces recherches pourraient permettre d’améliorer la prévention secondaire de ces
troubles mais aussi potentiellement permettre une prévention primaire si les hypothéses les plus récentes au
sujet du lien entre les troubles neurodéveloppementaux et des facteurs infectieux ou inflammatoire au cours de
la grossesse sont corroborées.

Malgré des recherches prometteuses, il n’existe pas de preuve a ce jour sur une dysbiose dans les troubles
neurodéveloppementaux les plus fréquents (TSA et TDAH). L'état actuel des connaissances n'est pas suffisant
pour conseiller aux familles une analyse du microbiote en dehors d'une inclusion dans un protocole de recherche.
L'accessibilité a ce type d’analyse est pourtant croissante tout comme la commercialisation de potentiels
traitements tels que les prébiotiques. Il est alors important pour chaque praticien, d'avoir les faits scientifiques
actuels en téte et ne pas se laisser trop fasciner par les hypotheses de recherche non corroborées pour pouvoir
informer et orienter au mieux les jeunes patients et leurs familles tout en respectant leurs croyances et volontés.

La réalisation d’une revue de littérature systématique sur ce sujet particulierement en vogue, avec des
données publiées s’accroissant de plus en plus rapidement, nous a permis de mettre en application une
démarche scientifique, apprise surtout théoriquement au cours des études médicales et de faire I'expérience
de toute son importance et pour une pratique clinique et pour une recherche de qualité. Ce processus de revue
systématique a également renforcé nos compétences de travail en équipe pluridisciplinaire, nous a permis
d'élargir notre réseau professionnel et de nous ouvrir a d'autres spécialités comme la microbiologie. La
psychiatrie a toute sa place dans la médecine moderne d'aujourd'hui intégrant les faits et les connaissances
scientifiques. Le défi des psychiatres de demain sera probablement d’apprendre a intégrer des connaissances
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scientifiques de plus en plus pointues a une pratique clinique qui doit rester humaine, empathique et
authentique, centrée sur les attentes et les besoins du patient et de sa famille.
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CONCLUSIONS

Les troubles neuro-développementaux tels que le trouble du spectre autistique et le déficit
d’attention avec ou sans hyperactivité sont un enjeu de santé publique mais leur étiologie est
a ce jour encore peu connue. Une des hypothéses étiologiques récente est celle dune dysbiose
intestinale. Cette hypothése a été depuis seulement 5 ans le sujet de plus de 500 publications
dans la littérature scientifique. Les attentes importantes en termes de traitement des familles
ayant un enfant avec des troubles neuro-développementaux tels que le trouble du spectre
autistique et la forte médiatisation sur le sujet du microbiote, nous ont amené a réaliser une
revue de littérature systématique selon les critéres PRISMA pour mieux connaitre les faits

scientifiques actuels. Un premier résultat a été que la moitié¢ des publications sont des revues
narratives cherchant a exphquer la physiopathologie de certains troubles neuro-
développementaux avec une dysbiose amenant a de potentiels dysfonctionnement de I'axe
microbiote-intestin-cerveau . Nous avons briévement synthétisé ces hypothéses prometteuses.
Puis, nous avons poursuivi notre travail sur un double screening systématique et une
extraction des données des études originales retenues comparant le microbiote des sujets avec
un TND avec celui de sujet sans TND. Les résultats étaient hétérogénes et la plupart du temps
de faible niveau de preuve. Les études étaient en effet de faible puissance et les biais
méthodologiques nombreux. Il y avait notamment dans la plupart des études un manque de
données concernant les critéres d'inclusion et d’exclusion des populations choisies et
concernant 1'établissement du diagnostic. Les biais de confusion tels que des régimes
alimentaires concomitants étaient par ailleurs rarement contrélés. Par ailleurs, le manque de
standardisation des méthodes d'analyse et de prélévement du microbiote a rendu la synthése
de l'extraction des données difficiles et ne permettait pas une méta-analyse.
Pour obtenir des résultats avec un meilleur niveau de preuve, des experts ont souligné
Iimportance de mettre en place des études avec des effectifs suffisant permettant de prendre
en compte les nombreux facteurs co-interagissant avec le microbiote {ex : le mode de
délivrance, l'allaitement, les maladies infantiles, I'alimentation, les prises d’antibiotique et de
probiotique). Des études, avec une méthodologie permettant de mieux répondre a la question
d’'une dysbiose dans des troubles tels que le trouble du spectre autistique sont en cours. Ces
€tudes ou d’autres chercheront également & répondre & la question d’une potentielle dysbiose
qualitative avec, par exemple, I'étude des facteurs influengant la perméabilité intestinale pour
corroborer les hypothéses 'axe microbiote-intestin-cerveau. Ces recherches pourraient
permettre d’améliorer la prévention secondaire de ces troubles mais aussi potentiellement
permettre une preven,t} rtpm@é\ag\re si les hypothéses les plus récentes au sujet du lien entre
les troubles neuro-déyelc ppe ux et des facteurs infectieux ou inflammatoire au cours de
la grossesse sont co Bz
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Malgre des recherche-

TQ_QI es, il n’existe pas de preuve a ce jour sur une dysbiose dans

les troubles neuro- develaia htaux les plus fréquents (TSA et TDAH). L'état actuel des
connaissances n'est pas sufﬁsant pour conseiller aux familles une analyse du microbiote en
dehors d'une inclusion dans un protocole de recherche.
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L’accessibilité & ce type d’'analyse est pourtant croissants tout comme la commercialisation de
potentiel traitements tels que les prébiotiques. Il est alors important pour chaque praticien, de
pouvoir avoir ces faits scientifiques actuels en téte et ne pas se laisser soi-méme trop fasciner
par des hypothéses de recherche non corroborées pour informer et orienter au mieux ses
jeunes patients et leurs familles tout en respectant leurs croyances et volonte.

La réalisation d’une revue de littérature systématique sur ce sujet particuliérement en
vogue, avec des données publiées s’accroissant de plus en plus rapidement, nous a
permis de mettre en application une démarche scientifique, apprise surtout
théoriquement au cours des études médicales et de faire l'expérience de toute son
importance et pour une pratique clinique et pour une recherche de qualité. Ce processus
de revue systématique a également renforcé nos compétences de travail en équipe
pluridisciplinaire, nous a permis d'élargir notre réseau professionnel et de nous ouvrir a
d'autres spécialités comme la microbiologie. La psychiatrie a toute sa place dans la médecine
moderne d'aujourd'hui intégrant les faits/ connaissances scientifiques. Le défi des psychiatres
de demain sera probablement d’apprendre a intégrer des connaissances scientifiques de plus
en plus pointues & une pratique clinique qui doit rester humaine, empathique et authentique,
centrée sur les attentes et les besoins du patient et de sa famille.
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VIII ANNEXE

numéro nom de I'étude Auteurs type de
de I'étude TND
étudié

1 Alterations of oral microbiota distinguish children with autism spectrum | Qiao et al (2018) TSA
disorders from healthy controls

2 Analysis of the Duodenal Microbiome in Autistic Individuals: Association With | Kushak et al (2017) TSA
Carbohydrate Digestion

3 Comparison of Fecal Microbiota in Children with Autism Spectrum Disorders | Son et al (2015) TSA
and Neurotypical Siblings in the Simons Simplex Collection

4 Detection of Clostridium perfringens toxin genes in the gut microbiota of | Finegold et al (2017) TSA
autistic children

5 Differences between the gut microflora of children with autistic spectrum | Parracho et al (2005) TSA
disorders and that of healthy children

6 Differences in fecal microbial metabolites and microbiota of children with | Kang et al (2017) TSA
autism spectrum disorders

7 Differential immune responses and microbiota profiles in children with autism | Rose et al (2018) TSA
spectrum disorders and co-morbid gastrointestinal symptoms

8 Elevated Fecal Short Chain Fatty Acid and Ammonia Concentrations in | Wang et al (2012) TSA
Children with Autism Spectrum Disorder

9 Fecal lactoferrin and Clostridium spp. in stools of autistic children Martirosian et al (2010) TSA

10 Fecal Microbiota and Metabolome of Children with Autism and Pervasive | De Angelis et al (2013) TSA
Developmental Disorder Not Otherwise Specified

11 Gastrointestinal flora and gastrointestinal status in children with autism— | Adams et al (2011) TSA
comparisons to typical children and correlation with autism severity

12 Gastrointestinal microbiota in children with autism in Slovakia Tomova et al (2014) TSA

13 Gastrointestinal Microflora Studies in Late-Onset Autism Finegold et al (2002) TSA

14 Gut microbiome in ADHD and its relation to neural reward anticipation Aarts et al (2017) TDAH

15 Gut microbiota profiles in treatment-naive children with attention deficit | Jiang et al (2018) TDAH
hyperactivity disorder

16 Gut Microbial Dysbiosis in Indian Children with Autism Spectrum Disorders Pulikkan et al (2018) TSA

17 Impaired Carbohydrate Digestion and Transport and Mucosal Dysbiosis in the | Williams et al (2011) TSA
Intestines of Children with Autism and Gastrointestinal Disturbances

18 Increased abundance of Sutterella spp. And Ruminococcus torques in feces of | Wang et al (2013) TSA
children with autism spectrum disorder

19 Intestinal Dysbiosis and Yeast lIsolation in Stool of Subjects with Autism | lovene et al (2016) TSA
Spectrum Disorders

20 Low Relative Abundances of the Mucolytic Bacterium Akkermansia | Wang et al (2011) TSA
muciniphila and Bifidobacterium spp. In Feces of Children with Autism

21 Maladaptive Behavior and Gastrointestinal Disorders in Children with Autism | Pusponegoro et al (2015) | TSA
Spectrum Disorder

22 Microbiota—Gut—Brain Axis: Yeast Species Isolated from Stool Samples of | Kantarcioglu et al (2015) TSA
Children with Suspected or Diagnosed Autism Spectrum Disorders and In Vitro
Susceptibility Against Nystatin and Fluconazole

23 Molecular Characterisation of Gastrointestinal Microbiota of Children With | Gondalia et al (2012) TSA
Autism (With and Without Gastrointestinal Dysfunction) and Their
Neurotypical Siblings
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24 New evidences on the altered gut microbiota in autism spectrum disorders Strati et al (2017) TSA

25 Pyrosequencing study of fecal microflora of autistic and control children Finegold et al (2010) TSA

26 Rapid Assessment of Microbiota Changes in Individuals with Autism Spectrum | Lee et al (2017) TSA
Disorder Using Bacteria-derived Membrane Vesicles in Urine

27 Reduced Incidence of Prevotella and Other Fermenters in Intestinal Microflora | Kang et al (2013) TSA
of Autistic Children

28 Reduced microbiome alpha diversity in young patients with ADHD Prehn-Kristensen et al | TDAH

(2018)

29 Toxin profile of fecal Clostridium perfringens strains isolated from children | Goéra et al (2018) TSA
with autism spectrum disorders

30 Application of Novel PCR-Based Methods for Detection, Quantitation, and | Williams et al (2012) TSA
Phylogenetic Characterization of Sutterella Species in Intestinal Biopsy
Samples from Children with Autism and Gastrointestinal Disturbances
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Tableau B1

type de | nombre de patient TND type et nombre de contrble: | AGES (ans)
TND Fratrie (F) ou contrdles sains (CS)
étudié
# Auteurs
1 Qiao et al (2018) TSA 32 CS 27 7a14
2 | Kushak et al (2017) TSA 21 Cs19 TSA 14,43 (DS
1,07)/ cs
16,05 (DS
1,25)
3 Son et al (2015) TSA 59 F 44 7al4
4 Finegold et al (2017) TSA 33 CS13 2a9
5 Parracho et al (2005) | TSA 58 F12/CS10 TSA3ail6/F
2a10/CS3a
12
6 | Kangetal (2017) TSA 21 Cs 23 4317
7 Rose et al (2018) TSA 50 CS41 3al2
8 Wang et al (2012) TSA 23 F22/CS9 3a18
9 Martirosian et al | TSA 41 Ccs 10 32318
(2010)
10 | De Angelis et al | TSA 20 F 10 4310
(2013)
11 | Adams et al (2011) TSA 58 CS 39 2,5a18
12 | Tomova et al (2014) TSA 10 F9/CS10 TSA2a9//F
5a17//Cs2
all
13 | Finegold et al (2002) TSA 13 CcsS8 ??
16 | Pulikkan et al (2018) TSA 30 F24 3ale
17 | Williams et al (2011) TSA 15 CS7 3as5
18 | Wanget al (2013) TSA 23 F22/CS9 ??
19 | lovene et al (2016) TSA 47 CS33 TSA 6,0 (DS
2,8) // CS 7,3
(DS 3,1)
20 | Wanget al (2011) TSA 23 F22/CS9 ??
21 | Pusponegoro et al | TSA 225 CS 66 2a10
(2015)
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22 | Kantarcioglu et al | TSA 415 (+ 1555  étude | CS 403 CS2a18
(2015) rétrospective)
TSA1418
23 | Gondalia et al (2012) | TSA 51 F53 2a12
24 | Stratietal (2017) TSA 40 CS 40 TSA 11,1 (DS
6,8) //CS 9,2
(DS 7,9)
25 | Finegold et al (2010) | TSA 33 F7/CS8 2313
26 | Leeetal (2017) TSA 20 CS 28 TSA (22,4 DS
4,9) /CS 21,1
(DS 9,5)
27 | Kangetal (2013) TSA 20 CS 20 3alé
29 | Goéra et al (2018) TSA 29 CS 17/ PATIENTS OBESE 24 3,5318
30 | Williams et al (2012) | TSA 23 CS9 3310
# | Auteurs type de | nombre de | type et nombre de controle: | AGES (ans)
TND patient TND | Fratrie (F) ou contréles sains (CS)
étudié
14 | Aarts et al | TDAH 19 F21/CS39 TDAH: 19,5
(2017) (DS 2,5)
CS+F : 27,1 (DS
14,3)
15 | Jiang et al | TDAH 51 CS 32 6a10
(2018)
28 | Prehn- TDAH 14 CS17 TDAH 11,9
Kristensen et CS: 13,1
al (2018)
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Tableau C1
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1 X salive et plaques

dentaires

2 X biopsie

3 selles

4 X selles

5 FISH selles

6 X selles

7 X selles

8 selles

9 X selles

10 X X selles

11 X X selles

12 PCR non quantitative selles

13 X selles

16 X selles

17 X biopsie

18 selles

19 X X selles

20 selles

21 selles et urines

22 X selles

23 X selles

24 X X selles

25 X selles

26 X urine

27 X selles

29 X selles

30 X biopsie
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Tableau C1
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Techniques d'extraction

Régions variables ciblées

techniques de séquencage

Bases de données

#
1 OMEGA-soil DNA kit (|V3-v4 Illumina MiSeq Platform ORAL Micorbiota Database
OmegaBio-Tek, USA)
2 Mo Bio DNA Isolation kit | primary sequence of E.coli 454 pyrosequencing GreenGenes
(Mo Bio Laboratories, Inc,
Carlsbad, CA)
3 ZR Fecal DNA miniPre | vl-v2 et v1-v3 illumina MiSeq Platform Silva
(Zymo Research
Corporation, Irivine, CA)
6 Powersoil DNA extraction | v2-v3 454 pyrosequencing Greengenes
kit
7 Powersoil DNA isolation | v3-v4 Illumina MiSeq Platform Greengene
kit (Mobio)
10 FastDNA Pro Soil-Direct | v1-v3 bTEFAP (bacterial tag encoded | ????
Kit (MP Biomedicals, CA,, FLX amplicon pyrosequencing)
USA)
13 QlAamp DNA Mini kit | position 8 et 1485 de E.coli ABI 377 Sequencer (Applied | RDP et GenBank
(Qiagen) Biosystems)
16 QlAamp Stool Mini Kit | V3 Illumina MiSeq Platform Greengenes
(Qiagen, CA, USA)
17 ?7?? V2 454 Pyrosequencing Greengene et NCBI
23 QlAamp DNA stool mini | ??? 454 Pyrosequencing ?7?
kit, (Qiagen, Hilden,
Germany)
24 FastDNA SPIN Kit for|V3-V5etITS1 454 pyrosequencing UNITE Fungal ITS database
feces (MP Biomedicals, and Greengene and
Santa Ana, CA, USA) GenBank
25 QlAamp DNA stool mini | ??? bTEFAP RDP2
kit (Qiagen)
26 PowerSoil DNA Isolation | V3-V4 Illumina MiSeq Platform GreenGenes
kit (Mobio, USA)
27 QlAamp DNA Stool Mini | V2-V3 bTEFAP SSURef
Kit (Qiagen, CA)
30 77 v2 pyrosequencing RDP
# Techniques d'extraction | Régions variables ciblés techniques de séquencage Bases de données
14 DNeasy Blood and Tissue | V3-V4 454 pyrosequencing KEGG
Kit (Qiagen, Venlo, The
Netherlands)
15 QlAamp DNA Stool Mini [ V3-V4 Illumina MiSeq platform ?7??
Kit  (Qiagen; Hilden,
Germany)
28 FastDNATM SPIN KIT FOR | V1-V2 Illumina MiSeq Platform ?7??
SOIL (Qbiogene,

Carlsbad, CA, USA)
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Tableau E

Risque de biais faible

Risque de biais imprécis

Risque de biais important

méthode
diagnostique du

TND

sexe

BMI

journal
alimentaire

Antibiotique

Antifongique
pré ou
probiotique
Score de Hawker

Auteurs

Qiao et al (2018)

+

Kushak et al (2017)

+

Son et al (2015)

Finegold et al (2017)

Parracho et al (2005)

Kang et al (2017)

Rose et al (2018)

Wang et al (2012)

Ol |IN| OOV W|IN| R
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o
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N

Tomova et al (2014)

[E
w
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Pulikkan et al (2018)

[E
~N

Williams et al (2011)

+

=
oo

Wang et al (2013)

[EEN
Yo}

lovene et al (2016)

+ |+ |+

+ [+ |+ [~]|+ |+

N
o

Wang et al (2011)

N
=

Pusponegoro et al (2015)

+

N
N

Kantarcioglu et al (2015)

N
w

Gondalia et al (2012)

+ [+ |+ |+

N
N

Strati et al (2017)

N
%]

Finegold et al (2010)

+

N
(o)]

Lee et al (2017)

N
~N

Kang et al (2013)

N
Vo]

Gora et al (2018)

w
o

Williams et al (2012)

o+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+
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Au niveau des ordres, classes et familles:

Ordre/classes/familles | Diminution ou augmentation | Numéros d'études
Verrucomicrobiaceae augmentation 26
Sphingomonadaceae Diminution 26
Rhizobiaceae Diminution 26
Alcaligenaceae Diminution 15
Neisseriaceae Augmentation 28
Moraxellaceae Augmentation 15
Xanthomonadaceae Augmentation 15
Bacteroidaceae Augmentation 7 et 28
Prevotellaceae Augmentation 7
Diminution 16 et 22
Porphyromonadaceae | Diminution 28
Clostridiales Augmentation 17,13
Diminution 14

Streptococcaceae Augmentation 26
Peptostreptococcaceae | Augmentation 15
Peptococcaceae Augmentation 15
Clostridiaceae Augmentation 26
Ruminococcaceae Augmentation 7 et 17
Catabacteriaceae Diminution 28
Eubacteriaceae Augmentation 26
Lachnospiraceae Augmentation 7etl2
Veillonellaceae Diminution 27
Au niveau du genre:
Genre Augmentation ou Diminution | Numéro d'étude
Bifidobacterium A 14 et 16

D 11 et 20
Rhodococcus A 26
Corynebacterium | A 24
Actinomyces D 1
Collinsella A 24
Fusobacterium D 1
Akkermansia A 26
Sphingomonas D 26
Agrobacterium D 26
Sutterella A 18.30

D 15
Archomobacter D 26
Burkholderia A 2
Roseateles D 26
Neisseria D 2
Halomonas A 26
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Pseudomonas D 26
Haemophilus D 6
Alistipes D 24
Prevotella D 1.6.27
Alloprevotella D 1
Porphyromonas D 1
Parabacteroides D 24
Enterococcus D 11
Lactobacillus A 11.12.16.24
Streptococcus A 26
Dialister D 15.24
Selenomonas D 1
Clostridium A 9
Faecalibacterium | D 6.15
Lachnoclostridium | D 15
Dorea A 24
Coprococcus D 27
Mitsuokella A 16
Megasphaera A 16
Veillonella D 24
Ruminococcus A 13

Au niveau des especes:

Espéce Augmentation ou diminution | No d'étude
A.muciniphila D 20
Enterobacter.cloacae | D 11

E.coli D 2
Klesbiella.oxytoca D 11
B.fragilis A 20
S.haemophilus A 1
R.torques A 18
C.perfingens A 4
C.histolyticum A 5
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Bacilli/Firmibacter

]

Negativicutes

Lactobacillales

Selenomonadales

Clostridiales

Selenomonadales

Veillonellales

Enterococcaceae

Lactobacillaceae

Streptococcaceae

Selenomonadacea
e

Peptostreptococc
aceae

Peptococcaceae

Clostridiaceae

Ruminococcaceae

Catabacteriaceae

Eubacteriaceae

Lachnospiraceae

Selenomondaceae

Veillonellaceae

enterococcus

Lactobacillus

streptococcus

selenomonas

Clostridium

Ruminococcus

Faecalibacterium

Lachnoclostridium

Bryantella

Coprococcus

Mitsuokella

Megasphaera

Dialister

Veillonella

S.Haemophilus

C.Histolyticum

C.Perfingens

R.torques

F.prausnitz

C.eutactus
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Bacteroidetes

Bacteroidia

Bacteroidales

Bacteroidaceae

Rikenellaceae

Prevotellaceae

Porphyromonadaceae

Bacteroides

Alistipes

prevotella

alloprevotella

porphyromonas

Parabacteroides

B.fragilis

B.Vulgatus
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Actinobacteria

Micrococcales

Bifidobacteriales

Actinobacteria

Actinomycetales

Coriobacteriia e Coriobacteriales

Micrococcaceae

Bifidobacteriaceae

Nocardiaceae

Corynebacteriaceae

Actinomycetaceae

Corinobacteriaceae

Bifidobacterium

Rhodococcus

Corynebacterium

actinomyces

Collinsella
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Sphmgor:onadale Sphmgo:eonadace S
Alphaproteobacte

ria

Rhizobiales Gy Rhizobiaceae [ Agrobacterium

Sutterellaceae | Sutterella

Alcaligenaceae e Achromobacter

Bburkholderiacea :
] burkholderia
e
Betaproteobacteri
a

Comamonadaceae Roseateles

Neisseriales e Neisseriaceae neisseria

Proteobacteria

Deslufovibrio

Burkholderiales

Deltaproteobacter o Desulfovibrionace
ia e Desulfovibrionales e

Bilophila

Oceanospirillales Gy Halomonadaceae e Halomonas

Enterobacter

enterobacter
cloacae

Enterobacteriales Enterobaecterlacea Escherichia

Gammaproteobac

teria Moraxellaceae Klebsiella e Klebsiella oxytoca
Pseudomonodales

Pseudomonadace
ae

Pseudomonas

Xanthomonadales e Xanthomonadace
ae

Pasteurellaceae

Pasteurellales haemophilus G H.parainfluenzae
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Fusobacteria — Fusobacteriia — Fusobacteriales (e Fusobacteriaceae |y fusobacterium

Verrucomicrobiaceae

Verrucomicrobia gemmdd Verrucomicrobiae e Verrucomicrobiales

Akkermansiaceae | Akkermansia — A.muciniphila

Cyanobacteria

Streptophyta

Armatimonadetes
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SEVIL Marine. Troubles neurodéveloppementaux et microbiote: Quelles sont les
connaissances actuelles? Quel est le niveau de preuve d’une dysbiose dans les troubles
neurodéveloppementaux ? Quelles informations peut-on apporter aux familles en attente
de traitement pour leurs enfants ?

RESUME

Introduction. Certaines études ont suggéré que le microbiote pourrait jouer un réle clé dans les
troubles neurodéveloppementaux. Plus de 500 articles sont parus sur le sujet en 5 ans mais il n'existe
pas de revue systématique sur les données actuelles humaine. Notre objectif est de réaliser une
revue systématique de la littérature a la recherche de preuves soutenant I'existence d'une altération
(qualitative ou quantitative) du microbiote chez des patients de moins de 30 ans souffrant de
troubles neurodéveloppementaux. Matériel et méthode. Les recherches ont été effectuées dans 3
bases de données : MEDLINE, Scopus et PsycINFO. Nous avons retenu uniquement les études
originales en Francais ou en anglais, qui incluaient au moins 10 patients de moins de 30 ans ayant
recu un diagnostic de TND. La dysbiose était définie comme un changement dans la composition
guantitative et/ou qualitative du microbiote. Résultats Notre recherche a trouvé 507 études qui ont
été importées sur" www.covidence.com". Le double screening a retenu 30 articles correspondant a
nos critéres. Sur les 30 études incluses, 27 trouvent des différences significatives entre le microbiote
des patients ayant un TND et celui des témoins mais les résultats sont discordants. Il n'est pas
possible de compiler les données pour une méta-analyse car les méthodes utilisées ne sont pas
standardisées et different grandement d'une étude a I'autre. Les 30 études prises individuellement
ayant un faible niveau de preuve, il n'est pas possible de conclure sur I'existence d'une dysbiose dans
les TND. Discussion. Si les publications sur le sujet se multiplient, il s'agit pour l'instant
principalement de revues ou d'études pilotes présentant une faible validité interne et des méthodes
non standardisées. Il n'y a pour l'instant pas de faits solides soutenant I'existence d'une dysbiose
chez les patients ayant un TND.

MOTS CLES: Dysbiose, microbiote, troubles neurodéveloppementaux, trouble du spectre

autistique, Trouble déficitaire de I'attention avec hyperactivité
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