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FMF : Fiévre Méditerranéenne Familiale

Gene NOD2: Nucleotide oligomerization domain 2
GLP-1 et 2 : Glucagon-like peptide-1 et 2

Gpr: G Protein Réceptor

HIV: Human Immunodeficiency Virus

HLA: Human Leukocyte Antigen

HMP: Human Microbiome Project

HTLV: Human T-lymphotropic Virus

IHMC: International Human Microbiome Consortium
IL : Interleukine

INF: Interferon

INRA : Institut Scientifique de Recherche Agronomique
JNK: c-Jun NH2-terminal kinase

LP : lamina propria

Lpl: Lipoprotéine lipase

LPS: Lipopolysaccharide

LTh: Lymphocyte T Helper
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LTreg: Lymphocyte T regulator

MAP: Mycobacterium avium paratuberculosis

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MC: Maladie de Crohn

MetaHIT: Metagenomics of the Human Intestinal Tract
MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales
NF-kB: Nuclear Factor-kappa B

NIH: National Institute of Heath

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

pANCA: perinuclear Antineutrophilic Cytoplasmic Antibody
PCR: polymerase chain reaction

PEG : polyéthylene glycol

PR : Polyarthrite rhumatoide

PSA: Polysaccharide A

RCH : Rectocolite Hémorragique

SAA : Serum Amyloid A

SEP : Sclérose En Plaque

SII: Syndrome de I’Intestin Irritable

SNE : Systeme nerveux entérique

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

Souris NOD : Non Obese et Diabétique
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TGF-p2: Transforming Growth Factor-beta 2
THS: Traitement hormonal substitutif

TI: Tractus Intestinal

TLR: Toll Like Receptor

TMA: triméthylamine

TNBS: I’acide 2,4,6-trinitrobenzenesulphonique
TNF: Tumor Necrosis Factor

Z0-1: Zonula Occludens 1
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4 Introduction

Des la naissance, le corps humain est colonisé de I’extérieur (peau et muqueuses) mais aussi
de I’'intérieur (sphére ORL, tube digestif) par un ensemble de bactéries, parasites ou virus.
Historiquement, ces organismes ont d’abord ¢été considérés comme pathogenes et étudiés
comme tels. Cependant et assez récemment, 1’hypothése d’un rdle bénéfique des
microorganismes a été avancée. De plus, il s’est avéré que I’ensemble du génome humain
n’était pas capable de subvenir aux besoins de ’Homme et la voie la plus rapide pour un
organisme pour posséder d’autres facultés est d’acquérir les génes nécessaires a partir d’un
autre organisme. A I’inverse, des bactéries qui peuvent transférer leurs génes horizontalement,
les eucaryotes multicellulaires forment des associations symbiotiques avec d’autres
organismes qui apportent les genes nécessaires, permettant une extension rapide de leurs
capacités phénotypiques. Comme 1’a cité, dés le XVIléme siecle dans « Le Lion et le Rat »,

Jean de la Fontaine « On a souvent besoin de plus petit que soi ».

Au niveau du tractus intestinal, la communauté bactérienne est estimée a 10™ bactéries et est
composée de plus de 1000 especes différentes (Eckburg et al, 2005). Cette communauté
appelée anciennement flore (ou microflore) intestinale est dorénavant nommé microbiote. A
I’age adulte chez des sujets sains, ce microbiote est considéré comme équilibré, c’est
I’eubiose. Cependant 1’intérét porté au microbiote intestinal dans diverses maladies
intestinales ou extra-intestinales a fortement augmenté. Les progres des techniques
moléculaires ainsi que de la bio-informatique ont permis de decrire plus précisément cette

communauté bactérienne intestinale et ses variations, appelées dysbiose, dans des pathologies.

Cette thése bibliographique portera dans une premicre partie sur 1’évolution de la
composition du microbiote intestinal du nouveau-né jusqu’a 1’dge extréme de la vie, mais

aussi sur les fonctions biologiques que le microbiote apporte a son héte. Puis, dans une
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deuxiéme partie, il sera fait un point sur les récentes découvertes ou la dysbiose est mise en
cause dans la survenue de certaines pathologies métaboliques, auto-immunes, inflammatoires
ou cancéreuses. Deux pathologies seront plus particulierement étudiées, 1’obésité et les
maladies inflammatoires de ’intestin, la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique.
Enfin, les perspectives seront abordées rapidement dans une troisieme partie, perspectives a la
fois sur I’exploration du microbiote intestinal et les différents projets qui sont menés mais
aussi thérapeutiques, avec les prébiotiques, probiotiques, antibiotiques et la transplantation

fécale.
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5 Ecologie intestinale et méthodes d’étude

5.1 Historique :

5.1.1 Des méthodes traditionnelles... :
La recherche sur la flore bactérienne intestinale a été initiée & la fin du 19°™ siécle, mais ce
n’est que vers le début des années 1960 que I’intérét a grandi (Savage, 2001). Dés la fin des
années 70, il a été estimé que cette flore contenait 10 fois plus de cellules procaryotes (la
plupart bactérienne) que de cellules (eucaryotes) du corps humains (Savage, 1977). Les
premieres estimations de la composition de la flore microbienne ont été tirées des techniques
traditionnelles de bactériologie telles que la culture, la microscopie et 1’étude de la
fermentation des sucres des bactéries isolées de selles humains (Holdeman et al, 1972; Moore
et al, 1974; Moore et al, 1978; Finegold et al 1978). L’intérét de la composition de cette flore
¢tait alors 1’identification d’agents pathogenes responsables de diarrhées infectieuses
(Campylobacter, Salmonella, Shigella, Escherichia coli enterotoxinogéne...). Rapidement, il
est apparu que le microbiote (la communauté bactérienne) intestinal possédait d’autres rdles
tels que la protection des cellules épithéliales intestinales, la régulation du stockage des
graisses mais aussi une interaction avec le systéme immunitaire et donc potentiellement
responsable de pathologie humaine. Cette prise de conscience a été le point de départ de tres
nombreuses études durant ces 10 derniéres années. L’avénement des techniques moléculaires
a permis de faciliter mais aussi de compléter la composition cette flore, en effet une

proportion estimée a environ 80% de germes intestinaux étant non cultivables (Eckburg et al,

2005).
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5.1.2 ... A l’apparition des méthodes moléculaires
En effet, dés la fin des années 1980, Carl Woese révélé qu’une petite sous unité ribosomal
(ARN16s dans le cas des bactéries) contenait des régions de séquences nucléotidiques qui
sont hautement conservées et qu’elles sont entrecoupées de régions hypervariables (\Woese,
1987). Ces régions hypervariables contiennent la signature du groupe et de [’espéce
phylogénétique. Grace au développement de ces techniques, mais aussi a la prise de
conscience que la santé humaine dépendait de la flore qui se trouve a I’extérieur et a
I’intérieur du corps humain, 1’é¢tude de la microbiologie intestinale a connu une renaissance

dans la derniére décade.

Les premieres études moléculaires ont combiné la PCR (polymerase chain reaction) et une
méthode d’électrophorése en gel couplé avec un gradient dénaturant (DGGE, denaturing
gradient gel electrophoresis), ce qui a permis de comparer les microbiotes intestinaux
(Zoetendal et al, 1998). Puis, une technique d’hybridation (FISH, Fluorescent In Situ
Hybridation) a permis de détecter environ 32 especes différentes de bactéries intestinales
(Franks et al, 1998). Cette derniere technique possede une trés bonne spécificité mais il faut
connaitre dans un premier temps les s€quences que I’on veut observer pour pouvoir choisir les
amorces. Cette premiére évaluation de la flore a permis de constater que la famille des
Bacteroidetes et celle des Firmicutes (clostridium) constituaient pour plus de la moitié du
microbiote. Une autre approche a été d’observer directement les produits biochimiques du
métabolisme microbien par spectrométrie de masse (Wickoff et al, 2009). Cette méthode n’est

utilisée qu’en complément de techniques traditionnelles de séquencages.

La premiere tentative pour déchiffrer la diversité du microbiote intestinal revient & un groupe
de scientifique de I'université de Stanford qui a créé un programme d’analyse des produits de
séquencages (Eckburg et al, 2005). Cette analyse a été réalisée sur 13 355 seéquences de génes

de procaryotes du tissu muqueux et des selles de 3 adultes sains. Les résultats ont montré que
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sur 13 355 séquences, 11 831 appartenaient aux bactéries (395 especes phylogénétiquement
différents) et 1524 aux Archea (1 seule espéce : Methanobrevibacter smithii). Sur les 395
espéces bactériennes, 301 font parties de la famille des Firmicutes et 65 des Bacteroides. Ces
résultats ont été confirmés par une étude de cohorte (Quin et al, 2010) sur 124 échantillons de
selles humains qui a révélé la présence de 1000 a 1150 especes différentes dans le pool de

selles et au moins 160 especes differentes dans chaque selles.

5.1.3 De la phylogénétique a la métagénomique
Mais, il s’est avéré que 1’étude phylogénétique ne répondrait pas a toutes les questions. Apres
la découverte de la totalité du génome humain, Julian Davies indiquait que le décodage du
génome humain n’était pas suffisant pour comprendre la biologie humaine car la flore
microbienne affectait de facon importante la vie humaine (Davies, 2001). En effet, il prédit
que ces bactéries pourraient étre porteuses de 2 a 4 millions de genes non caractérisés
additionnés aux 30000 genes humains. Quelques mois plus tard, Relman and Folkow
appellent a réaliser un second projet sur le génome humain pour entreprendre une étude
métagénomique des communautés bactériennes de la bouche, du tractus intestinal, de
I’appareil reproducteur et de la peau (Relman, 2002). Dans un méme temps, Handlsman
invente le terme métagénome (Handelsman, 2001) et Joshua Lederberg (Lauréat du prix
Nobel) le terme de microbiome (Lederberg et McCray, 2001). Ces 2 termes désignent

I’ensemble du génome de tous les membres de la communauté bactérienne.
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5.1.4 Les projets en cours :
En novembre 2005, I’institut scientifique de recherche agronomique (INRA) tient un meeting
international a Paris pour discuter d’une large investigation sur le microbiome humain ce qui
amenera a la formation de I’International Human Microbiome Consortium (IHMC) (Peterson
et al, 2009). Ce projet de recherche est nommeé le « MetaHIT » (Metagenomics of the human

intestinal Tract, www.matahit.eu).

Apres le meeting de Paris, le NIH (National Institute of Heath) localisé aux Etats Unis ont
officiellement lancé le HMP (Human Microbiome Project) en 2007 pour étudier au minimum
4 microbiotes dont celui du tractus intestinal) (Turnbaugh et al, 2007 ; Peterson et al, 2009).
Le but de ’'HMP est de séquencer 1000 nouveaux génomes bactériens que ’on retrouve
communément dans le tractus intestinal humain et de séquencer la totalité du microbiome

humain chez 250 individus sains dans les 5 ans (2009 a 2014).

5.2 Communautés bactériennes intestinales chez ’homme

5.2.1 Etablissement du microbiote chez I’Homme
Le microbiote intestinal étant responsable sur de nombreux aspects de la santé humaine, il est

important de comprendre comment la composition de cette flore écologique s’établie.

5.2.1.1 De la naissance a I’équilibre

A la naissance, le tractus intestinal est stérile. Rapidement (quelques heures), les bactéries
commencent a apparaitre dans les selles. La colonisation bactérienne, pendant les premiers
jours de vie de I’enfant, dépend principalement de la flore de la mére (vaginale et fécale) et de

I’environnement. Cependant, la flore fécale maternelle apparait étre le déterminant essentiel
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des premiéres bactéries s’implantant chez 1’enfant, les nouveau-nés étant colonisés plutét par

des entérobactéries et des bifidobactéries que par des lactobacilles (Campeotto et al, 2007).

Malgré les différences observées entre les études, liées aussi bien aux techniques
bactériologiques mises en ceuvre qu’aux variations interindividuelles ou géographiques, un
schéma général d’implantation se dégage. L’environnement intestinal des nouveau-nés
montrant un potentiel oxydatif supérieur au pouvoir réducteur, le tractus intestinal (TI) est
colonisé en premier par une flore aérobie composée d’entérobactéries (principalement
Escherichia coli), d’entérocoques et de staphylocoques. Au fur et a mesure, la consommation
de ’oxygeéne par ces bactéries qui atteignent 10° & 10™ ufc (unités formant colonie)/g change
I’environnement du TI en un milieu réducteur permettant la croissance de bactéries anaérobies
strictes (Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides) (Bezirtzoglou, 1997). Le nouveau-né est
ensuite continuellement exposé a de nouvelles bactéries provenant de 1’environnement, de la
nourriture et des bactéries cutanées de 1’adulte. Vers I’age d’un mois, la flore intestinale
présente une majorité de bifidobactéries chez tous les enfants, ainsi que la présence d’E.coli et
B. fragilis, la présence de lactobacilles et de C. difficile est moins constante. Une flore
complexe et stable, proche de celle de 1’adulte, semble obtenue entre 1’age de 2 a 4 ans

(Campeotto et al, 2007).

5.2.1.2 Facteurs influengant I’installation du microbiote

Les éléments pouvant influencer la cinétique d’installation et la composition de ce microbiote
sont nombreux. Ces facteurs peuvent étre classés en 2 types, les facteurs géneétiques et les

facteurs environnementaux.

19

BONAITI
(CC BY-NC-ND 2.0)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campeotto%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bezirtzoglou%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campeotto%20F%22%5BAuthor%5D

5.2.1.2.1 Les facteurs génétiques :
La premiére publication qui a démontré 1’influence de la génétique sur le microbiote intestinal
a eté publiée par Toivanen et al en 2000. Cette étude a extrapolé la composition de la flore en
déterminant par chromatographie en phase gazeuse le profil en acide gras dans les selles de
souris congéniques elevées dans des conditions identiques et présentant ou non un méme
complexe majeur d’histo-compatibilité (CMH). Les résultats obtenus ont indiqué que le CMH
avait clairement une contribution sur la composition de la communauté microbienne,
cependant, I’auteur ajoute que d’autres génes seraient susceptibles de modifier le microbiote
(Toivanen et al, 2000). Plus récemment, une expérimentation sur des prélevements caecaux
sur souris consanguines a montré que les microbiotes intestinaux étaient plus semblables entre
ces animaux qu’entre ceux des animaux non consanguins. Cette étude réalisée en obtenant les
profils ceacaux par DGGE démontre le lien entre les génes et le microbiote. Par contre, deux
populations de souris consanguines mais éleveées chez deux vendeurs différents, ne
présentaient pas la méme flore, ce qui prouve que les facteurs environnementaux ont aussi un
réle important dans la composition du microbiote (Hufeldt et al, 2010). Une étude a grande
échelle (n=645) sur des selles de souris analysées par pyroséquencage a permis de confirmer
ces résultats. En effet, il a pu étre défini un noyau du microbiote composé de 64 groupes
taxonomiques différents qui varie quantitativement a travers la plupart des animaux dans la
population. Puis, ce noyau a été comparé avec 530 SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Il
en est ressorti que 18 locus de caractéres quantitatifs montrés un lien significatif avec

I’abondance de certains taxons bactériens (Benson et al, 2010).

Il est donc certain que la génétique quantitative apparait comme une approche fortement
prometteuse qui peut étre utilisée pour mieux comprendre l'influence génétique hote sur le
microbiote et découvrir des genes hotes supplémentaires contrélant la diversité microbienne

dans le tractus intestinal.
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5.2.1.2.2 Les facteurs environnementaux :
Une étude hollandaise a analysé par PCR en temps réel 1032 selles d’enfants agés de plus de
3 semaines et de moins de 6 semaines ce qui permis d’estimer la flore suivant des facteurs

précis (mode d’accouchement, régime alimentaire de la mére et de 1’enfant, antibiothérapie

(Penders et al, 2006).

5.2.1.2.2.1 Influence du mode d’accouchement :
Une étude du département de biologie de Puerto Rico a montré que de la composition du
méconium prélevé dans les premiéres 24 heures était déja trés différent entre un nouveau-né
accouché par césarienne ou par voie basse. Les enfants nés par voie basse présentaient une
flore proche de la flore vaginale de leurs méres (Lactobacillus, Prevotella) alors que les
enfants nés par césarienne présentaient une communauté bactérienne proche de celle de la

peau (Staphylococcus, Corynebacterium et Propionibacterium) (Domingoz-Bello et al, 2010).

Chez le nouveau-né 4gé d’un mois, la différence de composition est toujours importante,
I’accouchement par césarienne est associ¢é a une plus faible colonisation par des
bifidobactéries et Bacteroides fragilis et a une plus forte colonisation par des Clostridium

difficile (Penders et al ,2006 ; Biasucci et al, 2010).

5.2.1.2.2.2 Influence de la date du terme de la grossesse :
Chez les nouveau-nés prématurés, deux observations ont pu étre mises en évidence. D’une
part, un retard de colonisation important par rapport aux enfants arrivés a terme ainsi qu’un
nombre réduit d’especes bactériennes (Magne et al, 2005 ; Westerbeek et al, 2006). Si la flore
aérobie colonise assez rapidement le prématuré, la flore anaérobie (Bifidobacterium et
Bacteroides) est retardée. Ce retard d’implantation peut s’expliquer par le fait que les enfants
plus fréquemment nés par césarienne, sont rapidement séparés de leurs méres et placés dans

un environnement de soins intensifs trés aseptisé et fréquemment soumis a une
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antibioprophylaxie a large spectre. D’autre part, il a été observé une colonisation
considérablement plus importante en fréquence mais aussi en quantité de Clostridium difficile

(Penders et al, 2006).

Enfin, une étude sur D’entérocolite nécrosante, pathologie survenant chez 5-10% des
prématurés de moins de 1,5 kilogramme, montre une association entre la présence dans les
selles de certaines entérobactéries (Klebsiella, Citrobacter et Tatumella) et I’entérocolite.
Cette étude a été réalisée dans la phase précoce de I’entérocolite nécrosante (marqueurs
inflammatoires encore négatifs et clinique asymptomatique), ce qui pourrait étre une voie

pour prévenir cette pathologie (Carlisle et al, 2011).

5.2.1.2.2.3 Influence de I’environnement :
L’environnement joue un role important dans la colonisation intestinale. Certaines études ont
mis en évidence une colonisation par les bifidobactéries plus fréquentes et a un niveau plus
important chez les enfants nés dans les pays en voie de développement (Campeotto et al,
2007). Ces différences au niveau du microbiote sont vraisemblablement liées aux conditions

plus strictes d’hygiéne dans les pays industrialisés.

5.2.1.2.2.4 Influence du mode d’alimentation :
La flore qui s’implante chez le nouveau-né allaité est moins diversifiée que celle d’un
nouveau-né nourri au lait artificiel. La différence la plus notable est la colonisation dominante
avec le genre Bifidobacterium chez le nouveau-né allaité. Parallélement, I’implantation des
entérobactéries, mais surtout des Clostridium et des Bacteroides est retardée et/ou se fait a un
niveau moins élevé. En revanche, dés la fin de I’allaitement, ou I’instauration d’une
alimentation mixte, la flore prend rapidement un profil de flore de nouveau-né nourris au lait
artificiel. De nombreux travaux ont recherché les composants du lait responsables de cette

colonisation dominante du genre Bifidobacterium, mais ce n’est que tardivement que 1’on
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s’est intéressé aux oligosaccharides (3°™ constituants quantitativement du lait maternel). En
raison de leur structure, ils ne sont pas hydrolysés et donc non assimilés et peuvent jouer leurs

roles de facteurs bifidogenes (Coppa et al, 2004).

Enfin et étrangement, Clostridium difficile colonise plus fréqguemment et en plus grand
nombre les enfants nourris par du lait maternel (Penders et al ,2006), mais ce portage dans la

petite enfance reste dans la majorité des cas asymptomatique.

5.2.1.2.2.5 Influence de I’antibiothérapie :
L’administration orale d’antibiotiques (principalement 1’amoxicilline) mais aussi
d’antifongiques (le miconazole) a ’enfant pendant le premier mois de vie a montré une

diminution du nombre de Bifidobacterium et de Bacteroides fragilis (Penders et al ,2006).

De plus, I’antibiothérapie chez la femme per partum (surtout pour la prévention du risque
d’infection néonatale par le Streptocoque du groupe B) a montré une augmentation des

infections néo natales par des bactéries résistantes a I’antibiotique (Stoll et al, 2002).

5.2.1.2.3 Facteurs n’influengant pas la colonisation intestinale :
D’autres facteurs ont été étudiés, mais aucune corrélation n’a pu étre trouvée avec la
colonisation bactérienne dans la rupture des membranes amniotiques arrivant plus de 24
heures avant la délivrance, la saison de I’accouchement, la prise ou non d’antibiothérapie par
la mére pendant la grossesse (2 I’exception du traitement avant I’accouchement chez les
femmes porteuses de Streptococcus agalactiae) et la survenue d’une fiévre chez I’enfant. De

plus, I’age et le sexe de 1’enfant n’influencent pas le microbiote (Penders, 2006).
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5.2.2 Eubiose — Normobiose : composition du microbiote intestinal humain

5.2.2.1 Définitions

Le terme d’eubiose a été employé pour la premicre fois en 1966 et opposé a la dysbiose
(Zawodsky, 1966). Ces deux termes se rapportent a 1’équilibre du microbiote ; on parle
d’eubiose quand I’hote est sain et de dysbiose dans les situations pathologiques (Corthier et

Doré¢, 2010).

Le microbiote intestinal a été étudié majoritairement sur des prélevements de selles,
représentatif du contenu de la partie terminale du colon, cependant d’autres études ont analysé
des biopsies prélevéees tout au long du tractus intestinal. Aprés un rappel sur la spécificité
anatomique du TI, la composition microbiologique au niveau des selles sera abordée puis au

niveau du mucus et de la lumiére intestinal.

La diversité du microbiote intestinal humain commencant juste a étre révélée grace aux
techniques de séquencage a haut-débit, cette partie se veut étre une mise a jour des

connaissances mais de nombreux point restent a découvrir.

5.2.2.2 Spécificité anatomique du microbiote intestinal

Dans le tractus intestinal humain, la distribution spatiale du microbiote s’étend selon deux
axes, 1’'un longitudinal (de la cavité orale jusqu’au rectum) et 1’autre radial (de la lumicre

intestinale jusqu’a la couche du mucus en contact avec les cellules épithéliales).
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5.2.2.2.1 Axe longitudinal
La densité de bactéries augmente tout le long du tractus intestinal humain si on excepte la

cavité orale.

Au niveau de ’estomac, la densité bactérienne est de 10% cellules/mL. Cette densité reste
relativement faible tout le long du tractus intestinal proximal : 10** cellules/mL dans le

duodénum, 10*° cellules/ml dans le jéjunum et 10%® cellules/ml dans I’iléon.

Cette faible densité peut-étre expliquée par le faible pH gastrique, le flux luminal rapide qui
limite la croissance bactérienne, les acides biliaires qui sont sécrétés dans le duodénum et qui
possedent un fort pouvoir bactéricide et la sécrétion d’immunoglobulines de type A (IgA) qui
limitent la pénétration des bactéries dans le mucus et donc augmentent I’¢limination des
bactéries par péristaltisme. Enfin, de nombreux antimicrobiens synthétisés par les cellules

épithéliales exercent leurs actions sélectivement sur différentes bactéries.

A Tinverse, au niveau du tractus intestinal distal, les propriétés du colon permettent la
prolifération bactérienne (pH neutre, faible concentration d’acide biliaire, temps rétention plus
long...). La densité peut excéder 10™ cellules/mL. Cette population bactérienne n’est pas
capable de remonter jusqu’a I’iléon du fait de la présence de la valve ileocaecal qui limite le

reflux (Walter and Ley, 2011).

5.2.2.2.2 Axe radial
L’organisation radiale pourrait permettre la détermination d’especes résidentes étroitement
lices a la couche du mucus elle-méme étroitement liée aux cellules épithéliales intestinales,
alors que des especes transitoires sont localisées dans la lumiére intestinale et se retrouvent au
niveau des selles. L’anatomie du TI contient d’importantes variations locales qui peuvent
fournir des niches pour les espéces résidentes. Chez I’Homme, le petit intestin et le colon

proximal contiennent des plis circulaires ou semi-circulaires (plicae circularis ou plicae
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semilunaris) qui se projettent dans la lumiere intestinale et sont perpendiculaires au sens du
courant fécal. Leurs roles ne sont pas encore clairement connus (ralentir le transit intestinal)

mais ils présentent des niches écologiques (Nava et Stappenbeck, 2011).

5.2.2.3 Composition du microbiote humain a partir de I’étude des selles

La connaissance sur la composition et les fonctions du microbiome humain s’accroit de jour
en jour, mais les travaux sont basés sur de faibles cohortes et peu d’études ont été réalisées sur
les variations des microbiomes a travers le monde. Cependant, une étude récente sur les selles
de 22 sujets européens, 13 japonais et 2 américains tous sains a permis de déterminer les

phylums majoritaires pays et continents indépendants (Arumugam M et al, 2011).

La grande majorité de ces séquences appartiennent aux bactéries (92.76%), puis arrivent les
séquences des virus (5.8%), Archea (0.8%), eucaryotes (0.5%) et seulement 0,14% des

séquences ont été classées comme contamination humaine.

5.2.2.3.1 Flore bactérienne :
La composition phylogénétique des séquences a montrer que les phylums des Firmicutes et
des Bacteroidetes constituent la majorité (environ 40% pour chacun des phylums) du
microbiote intestinal humain (Figure 1), le troisieme phylum est celui des Actinobactéries qui
représente moins de 10% du microbiote. Cela confirme 1’étude réalisée par Qin et al en 2010
sur ’analyser Illumina Genome qui comprenait 124 échantillons de selles d’Hommes sains,

en surpoids, obeéses ou présentant une maladie inflammatoire de 1’intestin.
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Figure 1 : Profil phylogénétique du microbiome humain d’aprés Arumugam, 2011

4 Phylum des Firmicutes :

Les firmicutes sont des bactéries gram positives présentant un faible pourcentage de base
G+C (moins de 50%) et ils constituent 1'un des principaux phylums des bactéries. Leur
diversité est trées importante que ce soit sur leurs formes (coccoide, spiral€...), leurs
métabolismes (aérobie, anaérobie) ou leurs formes de résistances (présence ou absence de
spores). Ce phylum contient 3 classes : Bacilli, Clostridia et Mollicutes incluant 164 genres.
Au niveau des selles, les phylotypes les plus abondants sont représentés dans les 2 principaux

groupes des Clostridia, le groupe 1V et X1Va (Figure 2).

Le groupe IV (anciennement nommé groupe des Clostridium leptum) représente environ 20%
du microbiote. L’espéce prédominante est Faecalibacterium prausnitzii (precédemment classé
dans les Fusobacterium) qui posséde un large éventail d’enzymes pouvant métaboliser les

carbohydrates pour former du butyrate et du lactate (Duncan, 2007 ; Arumugam, 2011).
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Le groupe XIVa représente comme le IV environ 20% du microbiote intestinal et est composé
d’une collection disparate de genres et d’especes de bactéries. Les genres les plus abondants
retrouvés dans les selles sont: Roseburia et Ruminococcus ainsi que la famille des
Lachnospiraceae comprenant les genres (Eubacterium et Clostridium) d’aprés Arumugam,

2011. Anaerostipes et Coprococcus sont aussi retrouves mais en plus faible quantité.

Ruminococcus abus ATCCS 272107 (X85058)
53] Ruminococcus favefaciens ATCC 192087 (X85087)
Ruminococcus califdus ATCC 277607 (£85100)
Anaerotruncus colihominis CCUG 4605687 (AJ315980)
100 100 Ruminococcus bromi ATCC 272557 (XB505E)
Clostridiom lepdurn DSM 7537 (AJ305238) I
Eubacteriurm siraeurn ATCC 200887 (L34825)
100 Angarofilum perfosovorans DSM T1887T (X97ES2)
100 Subdoligrandium variabile CCUG 471067 (AJE18869)
| 1m|: Faecalbaclerium prausritzy DSM 17877 (AJ270489)
Fagcalibacterium prausaizi ATCC 277887 (a1413954)
Eubacterium efigens ATCC 277507 (L34420)
ﬂ: Anaerostipes caccae DSM 146627 (AJ2T0487)
Isolate S5C02 (AY305320)
maE Eubacteruwm hali ATCC 277517 (L34621)
Eubacterium haiii L2-T (AJ270490)
100 Coprococous sp. L2-50 (AJ2T0451)
Coprococcys eutacius ATCC 277597 (EF031543)
Roseburia inulinivorans DSM 168417 (AJ2T0473)
Eubacterium rammius ATCC 200907 (L34623)
Eurfyrivibrio ibrisolvens 16.4 (AJ250365)
Roseburia faecis DSM 168407 [AY305310)
Rosebwria hominis DSM 1683397 (AJZTD482)
Rosebuyria intestinalis DSM 146107 (AJ312385)
100y Eubacterium reclfale A1-86 (AJZ70475)
Eubactenum rectale ATCC 336567 (L34627)
Isolate GM2M (AY30D5315)
Dorea longicatena DSM 138147 (AJ132842)
— 7 Ruminococcus gnavus ATCOS 251487 (X04967)
100 Closfrigivrm mnexile DEM 17877 (X73443)
CoprococeUs comes ATCO 2TTH8T (EFD31542)
T Clostridivm hathewayi DSM 134737 (AJ311620)
Clostridium asparagiforme DSM 159817 (AJ582080)
Cilostridivm saccharsyficem DSM 25447 (Y18185)
Isolate ME2/1 (AY305209)
Ruminococcus hydrogenoirophicus DSM 105077 (KO5624)
Ruminocoeeus producfus ATCC 273407 (X04085)
103 Rumirrococcus futi DSM 145347 (AJ133124)
i — Rumminococcus obewmm ATCC 291747 (XB5101)
Isalate AZ-162 (DOSBEZ24)
Clogtridiurm arminobufpricum DSM 28347 (XTB161)
Clostridiurm formiacedicumnm DSM 327 (XTT836)
Clostridivm bartlettii CCUG 483407 (AY4386T 2)
100 Clostridium giycolicum DSM 12887 XTET50) Xl
Clostrdivm difficie DSM 112097 734500
Closiridiurm Mesebuwrense ATCC 257587 (M59107)
Clostrdium bifermentans ATCC 6387 (XT75906)
Eubacterium angustum ATCC 437377 (L34612)
Anaerofustis stercorihominis CCUG 477677 (AJ518871)
Eubacterium barkeri ATCOC 258487 (M23927) Xy
wop Eubacteriunt Wmaswm ATCC 84887 (M58120)
Eubactenium callander DSM 36627 (96961)

100

ALY

&1

Figure 2 : Arbre phylogénitique des groupes IX et XIVa du phylum des Firmicutes d’apreés
Duncan, 2007.
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+ Phylum des Bacteroidetes :

Anciennement nommé phylum des Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, il représente
comme le phylum des Firmicutes prés de 40% du microbiote intestinal. Ce phylum comporte
3 classes : Bacteroidetes, Flavobacteria, Sphingobacteria. Les espéces les plus représentées
sont Bacteroides uniformis, Bacteroides caccae et Bacteroides thetiaotaomicron (Qin J,
2010). Cette derniere bactérie est connue pour étre impliquée dans des fonctions bénéfiques
pour 1’hoéte, tel que I’absorption des nutriments, la maturation et la maintenance des cellules
épithéliales.
+ Phylum des Actinobacteria :

Les deux genres retrouvés en abondance dans les selles sont Bifidobacterium et Collinsella
(Arumugam, 2011). Ce phylum est composé d’organismes gram positif ayant un pourcentage
de base G+C éleve (plus de 55%). Il est composé de bactéries morphologiquement
différentes, des formes coccoides (Micrococcus), cocco-bacillaire (Arthrobacter) et des

formes pouvant présenté des hyphes (Noocardia). (Figure 3)
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Families Orders Class

Micromonosporaceae
Frankiaceae (Frankia)
Acidothermaceae
Sporichthyaceae
Geodermatophilaceae
-Microsphaeraceae

Pseudonocardiaceae
l Streptomycetaceae (Streptomyces)

Nocardiaceae (Nocardia)
Gordoniaceae

Mpycobacteriaceae (Mycobacterium)
Dietziaceae

Tsukamurellaceae
Corynebacteriaceae (Corynebacterium)

————— Intrasporanglaceae Actinomycetales
Dermabacteraceae

—l_(:Joneslaceae

Brevibacteriaceae

Dermatophilaceae

Micrococcaceae

Promicromonosporaceae
Cellulomonadaceae (Tropheryma)

Microbacteriaceae (Leifsonia)

-Actinomycetaceae

Propionibacteriaceae (Propionibacterium)
Nocardioidaceae

Actinobacteria

Streptosporangiaceae
Thermonosporaceae

Nocardiopsaceae (Thermobifida )
Glycomycetaceae .
Bifidobacteriaceae (Bifidobacterium) Bifidobacteriales
Acidimicrobiaceae Acidimicrobiales
q Coriobacteriaceae Coriobacteriales
Spaerobacteraceae Spaerobacterales
‘Rubrobacteraceae Rubrobacterales  _|
0.05

Figure 3 : Arbre phylogénétique basé sur 1500 nucléotides par ARNr 16S des Actinobactéries
d’aprés Ventura et al, 2007

+ Autres phylums :

D’autres phylums sont représentés mais en faible quantité, il s’agit du phylum
Verrucomicrobia avec comme espéces Akkermansia mucinophila (Derrien et al, 2004) et

Victivallis vadensis (Zoetendal et al, 2003), mais aussi des Proteobacteria (phylum des

entérobactéries) et Fusobacteria.
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5.2.2.3.2 Les Archaea :
Les Archea ont été découverts vers la fin des années 70 dans des environnements extrémes.
IIs sont assez similaires en taille et en forme aux bactéries et comme elles, ils appartiennent
aux procaryotes. Cependant, ils possedent des propriétés métaboliques et génétiques proches
des eucaryotes. De plus, les membranes des Archea sont composées de lipides d’éther de
glycérol alors que les bactéries et les eucaryotes sont composés principalement de lipides
d’ester de glycérol. Cette différence confére a la membrane une plus grande stabilité et donc

de pouvoir survivre a des conditions extrémes.

Dans une étude de 2011, I’extraction et la détection de ’ADN des Archea a été réalisée sur
650 selles humaines. Il a été détecté une grande prévalence de Methanobrevibacter smithii

(95,5%) et Methanobrevibacter stadtmanae (29,4%) dans I’intestin humain.

Ces procaryotes sont capables de produire du méthane dans des conditions d’anaérobie. Cette
production est importante pour prévenir I’accumulation d’acides et de produits de fin de

réaction dans ’intestin (Figure 4) (Dridi et al, 2011).
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Aliments :

Polysaccharides, lipides, protéines. ..

Hydrolyse (enzymes cellulolytiques.
hydrolytiques) et fermentation

Produits de fin de réaction :

Alcool, acide organique (butyrate, propionate. ..’

Hg =i COI

Archea -
Methanobrevibacter smithii
Methanobrevibacter stadtmanae

CH, et CO,

microbienne (Firmicutes. Bacteroidetes)

Absorption intestinale

Acétate

Figure 4 : Role des Archea au sein du microbiote intestinal
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5.2.2.3.3 Les eucaryotes :
L’étude complete du composant eucaryote dans le microbiote intestinal n’en est qu’a son
début, loin derricre 1’étude des bactéries. Les premiéres études ont été réalisées sur les
parasites présentant une pathogénicité certaine (Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis).
Chez 1’adulte sain, ils représentent environ 0,5% de la flore microbienne intestinale, les
champignons ainsi que le genre Blastocystis sont les eucaryotes dominants (et dans de
nombreux cas les seuls) (Nam et al, 2008 ; Ott et al, 2008 ; Scanlan and Marchesi, 2008).
D’autres sont plus rarement retrouvés tel que Pentatrichomonas et Entamoeba dispar. De
plus, la diversité intra-individuelle est faible (moins de dix phylotypes par individus) et les

communautés eucaryotes sont stables dans le temps (Parfrey et al, 2011). (Figure 5)
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—g Foraminifera

Polycystina

Acantharea

Haplosporidia, . .
Plasmodiophora Rhizaria

Euglyphida
Ce?o%‘r’nonadida
Thaumatomonads
Phaeodarea
Desmothoracids,

] Chlorarachniophytes

Diatoms .
Brown algae Stramenopiles
Blastocystis

— —

Dinoflagellates

=
= _ " Cryptosporidium . Alveolates
—_—— Apicomplexa
= Balantidium
——

Ciliates

[

Cryptomonads
Haptophytes

——— Red algae

= Green algae (including plants)
M Glaucocystophytes

Euglenozoa

Excavata

Heterolobosea

Jakobids

— Malawimonas
E Wcﬁ / .
ientamoeba Parabasalids

Preaxostyla

nteromonas :
Chilomastix Giardia Fornicata
Centroheliozoa
e Archamoeba

'.
— Hecnm Amoebozoa

Acanthamoebidae

Eumycetozoa

Flabellinea

Apusomonads
Animals

Opisthokonts

Choanoflagellates
Mesomycetozoa
Fungi
Microsporidia
Nuclggeiti)dae

Candida

Pneumocystis Enterocytozoon

Figure 5 : Arbre phylogénétique des eucaryotes. En rouge, les espéces pouvant se retrouver dans
P’intestin des vertébrés, en orange chez les invertébrés et les jaunes les espéces ne se retrouvant
jamais chez ’Homme. D’aprés Parfrey et al, 2010.
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5.2.2.3.4 Lesvirus
Aprés la communauté bactérienne, les virus sont considérés comme 1’espéce la plus
abondante au niveau intestinal. Pour I’instant, peu d’études ont été réalisées, la premicre en
2003 a montré la présence majoritaire de phages et de prophages (Breibart et al, 2003). On
estime le nombre de phages & 10* & 10" particules par microbiote qui sont répartis dans
environ une centaine d’espéces dont le taxon prédominant appartient a la famille des

Podoviridés (Angly et Tyson, 2011).

5.2.2.3.5 Notion de noyau du microbiome humain (core human microbiome)
Plusieurs auteurs ont cherché I’existence d’un noyau du microbiome humain. Dans la
publication la plus récente (Qin et al, 2010), 18 espéces bactériennes ont été détectées dans
chacun des 124 individus, 57 especes dans au moins 90% (Figure 6) et 75 dans au moins 50%.
Pour les 57 especes présentes chez plus de 90% des individus, le génome de chaque espece
couvrait au moins 1% de la totalité des génomes et comme attendu, les Bacteroidetes et les
Firmicutes étaient majoritaires. De méme, sur les 124 selles, 155 espéces dont la prévalence

était supérieure a 1% ont été caractérisées chez au moins un individu.

Dans une revue générale présentée en 2009 lors d’un symposium, les auteurs ont indiqué que
I’on pouvait identifier a 1’échelon du géne un noyau du microbiome, en dépit de larges
variations dans la distribution des communautés a 1’échelon du phylum (Turnbaugh et
Gordon, 2009). L’existence méme d’un noyau de microbiote et/ou de microbiome humain
ouvre des perspectives nouvelles d’applications nutritionnelles ou thérapeutiques pour

restaurer 1’eubiose et les principales fonctions du microbiote (Corthier et Doré, 2010).
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Bacteroides uniformis

Alistipes putredinis
Parabacteroides merdae

Dorea longicatena
Ruminococcus bromii L2-63
Bacteroides caccae

Clostridium sp. 552-1
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482
Eubacterium hallii
Ruminococcus torqgues L2-14
Unknown sp. S53 4
Ruminococcus sp. SR15
Faecalibacteriurm prausnitzii SL3 3
Ruminococcus factaris
Collinselia aerofaciens

Dorea formicigenerans
Bacteroides vuigatus ATCC 8482
Roseburia intestinalis M50 1
Bacteroides sp. 2_1_7
Eubacterium siraeum 70 3
Parabacteroides distasonis ATCC 8503
Bacteroides sp. 9_1_42FAA
Bacteroides ovatus

Bacteroides sp. 4_3_4TFAA
Bacteroides sp. 2_2_4
Eubacterium rectale M104 1
Bacteriodes xylanisolvens XB1A
Coprococcus comes SLT 1
Bacteroides sp. D1

Bacteroides sp. D4
Eubacterium ventriosum
Bacteroides dorei
Ruminococcus abeum A2-162
Subdoligranulum variabile
Bacteroides capillosus
Streptococcus thermophilus LMD=9
Clostridium leptum

Holdemania filiformis
Bacteroides stercoris
Coprococcus eutactus
Clostridium sp. M&2 1
Bacteroides eggerthii
Butyrivibrio crossotus
Bacteroides finegoldii
Farabacteroides johnsonii
Clostridium sp. L2-50
Clostridium nexile

Bacteroides pectinophilus
Anaerotruncus colihominis
Ruminococcus gnavus
Bacteroides intestinalis
Bacteroides fragilis 3_1_12
Clostridium asparagiforme
Enterococcus faecalis TX0104
Clostridium scindens

Bilautia hansenii

W

[N ' ] u_:El—I

-4 -3 -2

Relative abundance (log,,)

Figure 6 : Abondance relative des 57 génomes bactériens les plus fréquents rencontrés chez au
moins 90% des individus de la cohorte d’apreés Qin, 2010.
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5.2.2.4 Composition du microbiote bactérien suivant I’anatomie du tractus intestinal

5.2.2.4.1 Axe longitudinal :

La densité bactérienne augmente tout au long de I’appareil digestif, a I’exception de la cavité

buccale. Les bactéries retrouvées au niveau de la bouche sont nombreuses en quantité, mais

aussi en qualité avec différentes espéces telles que Streptococcus spp, Neisseria spp,

Veillonella, Prevotella, Fusobacterium. Cette densité diminue au niveau de 1’estomac (Figure

7) en grande partie & cause du pH gastrique. On retrouve en petite quantité des bactéries de la

flore buccale mais aussi quelques bactéries intestinales. Un cas particulier est la présence

d’Helicobacter pylori, témoin d’ulcération gastrique. Au niveau de I’intestin proximal

(j¢junum, duodénum et iléon), les trois phylums principaux de la flore du colon (Firmicutes,

Bacteroidetes et Actinobacteria) sont présents, accompagnés de bactéries buccales ainsi que

d’entérobactéries. Au niveau du colon, la flore est pratiquement identique a celle des selles

avec la présence majoritaire des 3 phylums (Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria) et en

petite proportion de plus de 1000 especes différentes (Marchesi, 2011 ; Walter et Ley, 2011).

ol am
CAL AT A

Figure 7 : Phylums majeurs tout le long du tractus gastro-intestinal d’aprés Marchesi, 2011
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5.2.2.4.2 Axe radial
Une seule étude chez la souris a €té entreprise. Des prélévements aux niveaux des plis
circulaires ou semi-circulaires du colon a 1’aide d’une technique de microdissection au laser
d’une part et de la lumiére intestinale d’autre part ont été réalisés et soumis a une technique de
pyrosequencage. Au niveau du mucus, les bactéries les plus abondantes sont les Firmicutes
(principalement Lachnospiraceae et Ruminococcaceae) puis les Bacteroidetes, les
Lactobacillaceae ne venant qu’en troisiéme position. Par contre au niveau luminal, les
Lactobacillaceae sont largement majoritaires, les Firmicutes sont beaucoup moins présents
(les Lachnospiraceae et les Ruminococcaceae ont totalement disparus). Par contre, les
Bacteroidetes sont plus représentés au niveau de la lumiére que dans le mucus épithélial
(Nava et Stappenbeck, 2011). Ces études devront étre élargies a ’Homme car méme s’il
existe des similitudes, la flore bactérienne n’est pas commune entre les deux especes en

particulier les Faecalibacterium qui ne sont pas retrouvés chez la souris.

5.2.2.5 Homéostasie du microbiote

La composition de la flore microbienne dominante semble constante pour un méme individu
dans le temps. De méme, les phylums majeurs sont présents chez tous les individus avec des
proportions qui varient entre individus mais le plus souvent restent dans les mémes
équivalents logarithmiques. Cette stabilité de communautés est supérieure au niveau du colon
comparativement a I’iléon. En revanche, en ce qui concerne les souches, la stabilité parait
moins claire et dépendra du sujet ce qui dissimulerait un taux important de renouvellement au
niveau des souches. A I'inverse des flores dominantes, la stabilité des phylums faiblement
représentes (tels que les Lactobacillus) est nettement moins grande dans le temps. Ainsi, la
possibilité pour les bactéries lactiques apportées par I’ingestion d’aliments fermentés de
survivre pendant le transit doit également étre envisagée, conduisant a leur passage transitoire

dominant dans I’intestin gréle et le colon.
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Le microorganisme qui colonise au début de la vie une niche donnée persistera et se
multipliera sans nécessiter de réinoculation. Pour un individu, des modifications du
microbiote pourraient venir soit de la colonisation par des microorganismes exogeénes, soit
d’une modulation des niveaux de population des bactéries commensales. Dans la plupart des
cas, elles seront essentiellement la conséquence de relais de dominance en réponse a des
facteurs modulant les niches écologiques. Cependant, il semble difficile d’induire des
altérations durables des populations dominantes établies. En effet, de nombreuses
observations illustrent la capacité du microbiote a résister aux modifications. Par exemple,
I’administration d’une souche allochtone, comme un probiotique, ou d’un substrat, comme un
prébiotique, ou encore d’un antibiotique modifie de fagon transitoire 1’équilibre de la flore
microbienne, mais le retour a 1’équilibre est trés rapide (de I'ordre de 2-3 jours) aprés 1’arrét
de I’administration. Cette facult¢ du microbiote a récupérer sa constitution est appelée :
résilience. Cette résilience suggére une adaptation du microbiote a I’intestin et méme au

génotype de 1’hote qui I’héberge.

5.2.3 Variations au cours de la vie et des conditions physiologiques
Malgré, la grande stabilité intra-individuelle du microbiote humain, certaines conditions

physiologiques peuvent le modifier a long terme.

5.2.3.1 Microbiote et ménopause

Chez la femme, la ménopause peut engendrer un déséquilibre de la flore vaginale avec une
dépléetion des Lactobacillus entrainant vaginoses et infections de 1’arbre urinaire. Encore peu
d’études ont été réalisées sur la flore intestinale, mais certaines maladies gastro-intestinales
ont tendance a débuter des les premieres années de la ménopause (Pardi et al, 2007). Une
¢tude suédoise a exploré la relation entre la flore lactique vaginale et rectale et I’imprégnation
hormonale chez 20 femmes saines en age de procréer et 20 femmes saines ménopausées. La
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découverte principale de cette étude était la présence accrue de Lactobacillus crispatus au
niveau la flore vaginale de femmes fertiles en comparaison a la flore de femmes post-
ménopausées, par contre au niveau rectal aucune différence n’a été observée (Gustafsson et
al, 2011). Une étude a aussi été réalisée sur la flore vaginale pour évaluer le bénéfice d’un
traitement hormonal substitutif (THS) associant cestrogéne et progestérone. Les Lactobacillus
ont été retrouvé dans 95 % des femmes dans les deux groupes, mais dans le groupe THS, les
Lactobacillus étaient plus souvent I’espéce dominante et de rares bactéries pathogénes ont été
retrouvees et en quantité peu importante. De plus, l'incidence de la vaginose bactérienne était
significativement plus basse dans le groupe THS que dans les femmes sans traitement (5,6%

contre 31%) (Heinemann C, Reid, 2005).

Cependant, il est difficile d’extrapoler les résultats trouvés sur la flore vaginale a la flore
intestinale. Mais, il apparait néanmoins probable qu’un lien existe entre 1’imprégnation

hormonale et le microbiote intestinale chez la femme.
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5.2.3.2 Microbiote et ages extrémes :

Comme nous ’avons vu précédemment la communauté du microbiote se stabilise vers 1’age
de 2 ans. De méme, certaines publications montrent une différence significative entre la flore
intestinale d’une personne agée saine et d’une personne jeune. De nombreux facteurs entrent
en jeu dans la modification de la flore, le changement du régime alimentaire, du style de vie,
la réduction du péristaltisme intestinal, I’augmentation de la perméabilité intestinale et la
présence d’une inflammation de bas grade chronique ainsi qu’une baisse de

I’immunocompétence (Biagi E et al, 2011).

Les 3 phylums principaux (Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria) sont conservés mais
leurs proportions varient. En effet le consortium ELDERMET (créé en 2007 pour établir le
role de la flore intestinale de personnes agées irlandaises sur la santé) a montré que les
Bacteroidetes présentaient plus de la moitié du microbiote (57%) chez les personnes agees
alors qu’ils ne constituaient que 41% dans la population jeune (Claessons et al, 2011) (Figure
8). Dans une autre étude, les Clostridium du groupe XIVa et du groupe IV diminuent avec
I’dge alors que les bactéries aérobies opportunistes augmentent: Staphylococcus,

Streptococcus, Enterobacteriaceae (Biagi et al, 2010).
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Figure 8 : Composition des phylums des microbiotes intestinaux des personnes agées (A) et
jeunes (B) d’aprés Claesson et al, 2011
5.2.4 Notion de microbiome
Au-dela de I’étude phylogénétique, qui a été largement explorée jusqu’a maintenant, se
trouvent le pool génétique combiné, les transcrits, les protéines et méme les métabolites des
membranes de la communauté bactérienne intestinale. Ils sont connus comme le métagénome,
le métatranscriptome, le métaprotéome et, ensemble, sous 1’appellation microbiome intestinal
humain. De fait, la grande majorité des bactéries intestinales dominantes n’ayant pas encore
été cultivée, le contenu génomique de cette communauté microbienne est encore
majoritairement inconnu. Le développement de technologies de séquencage a trés haut débit
contribue au développement de la métagénomique. En pratique, la communauté bactérienne
pourrait étre extraite des selles ou des biopsies, puis son ADN analysé pour déterminer sa
séquence. Le répertoire génétique complet des organismes dominants cultivables et non
cultivables pourrait étre obtenu et fournir des informations sur les potentiels fonctionnels de la

communauté complete (Doré et Corthier, 2010).
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Mais, la métagénomique nous permet aussi d’étudier la présence de fonctions dominantes
(figure 9) portées par plusieurs espéces faiblement représentées qui pourrait éclairer leurs
stratégies de survie dans D’intestin humain. Par exemple, malgré la faible abondance
d’Escherichia coli au niveau intestinal, elle contribue a plus de 90% de deux abondantes
protéines codant pour des pilis (FimA et papC). Ces pilis possedent des réles de fixation
spécifique au niveau des cellules épithéliales, mais aussi aident les bactéries a rester plus
longtemps au niveau du tractus intestinal. De plus, ils jouent un réle important dans le
transfert de plasmides entre bactéries, transfert nécessaire a des échanges de fonctions telles

que la résistance aux antibiotiques.

L’exploration métagénomique du microbiote intestinal humain est actuellement en cours
grace a des programmes tels que celui du MetaHIT et du Roadmap du NIH. Ces programmes

sont structurés au sein du IHMC (International Human Microbiome Project).
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Figure 9 : 30 fonctions les plus abondantes d'aprés Arumugam, 2011
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5.3 Fonctions du microbiote intestinal humain

Cette communauté microbienne dense et complexe hébergé par le c6lon humain,
essentiellement composée de bactéries anaérobies strictes, exerce de nombreuses fonctions

physiologiques qui ont des répercussions importantes sur 1’hote.

5.3.1 Fonctions métaboliques
Au niveau métabolique, le microbiote posséde deux roles essentiels d’une part la dégradation
et la fermentation des substrats alimentaires et d’autre part la régulation de I’extraction et du

stockage de I’énergie.

5.3.1.1 Dégradation et fermentation des polysaccharides

Le microbiote intestinal contribue a D’extraction des calories de polysaccharides non
digérables dans la partie supérieure du tube digestif par les enzymes encodées par le génome
humain. Ces substrats sont d’origines exogenes (fibres alimentaires) ou endogeénes (produits

par 1’hote).

Les substrats provenant de 1’alimentation se composent principalement d’hydrates de carbone
des céréales, des légumes et des fruits. Ils ont essentiellement composés d’amidon résistant,
de polysaccharides végétaux (paroi cellulaire) et de certains oligosaccharides et sucres comme
I’inuline, les gommes, les mucilages ou les fructo-oligosaccharides. La quantité totale varie

selon le régime alimentaire de 10 a 40 grammes par jour.

Quantitativement, le métabolisme des protéines est moins important que celui des
polysaccharides. En effet, on estime a 6 a 18 grammes/jour, la quantité de totale de produits
azotés arrivant au colon dont seulement 1 a 2 grammes venant de 1’iléon. Les principales
sources de protéines sont les substrats générés par 1’hdte (enzymes pancréatiques, sécrétions

biliaires, desquamation des cellules épithéliales, mucines, ...).
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5.3.1.1.1 Métabolisme des polysaccharides par le microbiote humain
Le métabolisme comprend 2 phénomeénes anaérobies, la dégradation par hydrolyse et la

fermentation par glycolyse (Figure 10).

La dégradation des polysaccharides met en jeu une série d’enzymes hydrolytiques qui permet
la formation de composés intermédiaires (type lactate, formate) et des fragments de
polysaccharides. Les principales espéces bactériennes pour lesquelles une activité
hydrolytique a été démontrée appartiennent aux genres Bacteroides, Bifidobacterium,
Ruminococcus et Roseburia ainsi qu’aux Clostridium, Eubacterium et Enterococcus. De plus,
une méme fonction hydrolytique peut-étre retrouvée dans différentes especes bactériennes,
par I’exemple 1’amidon peut-étre hydrolysé par des bactéries du genre Bacteroides mais aussi
par des Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia. Ces composés intermédiaires et ces
fragments de polysaccharides sont alors transformés en acide gras a chaines courtes (AGCC),
les principaux étant I’acétate, le butyrate et le propionate, et en gaz (CO,, H, et SO,) par
d’autres communautés bactériennes spécialisées (saccharolytiques, utilisatrices de lactates...).
La dégradation d’une structure aussi complexe exige ainsi la contribution de plusieurs espeéces

bactériennes dotées d’activités complémentaires (Bernalier-Donadille, 2010).

La majorité des espéces bactériennes utilisent la glycolyse pour convertir les hydrates de
carbone en pyruvate. Comme pour la voie de dégradation, les principaux métabolites de la

fermentation a partir du pyruvate sont les AGCC (I’acétate, le butyrate et le propionate).

La majorité des bactéries intestinales produisent de I’acétate, alors que le propionate est

produit par les Bacteroides et le butyrate principalement par les groupes Roseburia et
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Figure 10 : Dégradation et fermentation des polysaccharides par le microbiote humain

Enfin, les principaux AGCC sont rapidement absorbés par les cellules épithéliales, puis

métabolisés dans différents organes (épithélium intestinal, foie, muscle, cerveau...).
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5.3.1.1.2 Métabolisme des protéines
Dans un premier temps, I’hydrolyse des protéines par les enzymes protéolytiques (protéases)
aboutit a la libération dans le colon de peptides utilisables par la flore bactérienne, puis a des
acides aminés. L’activité protéolytique est supportée par un nombre important de bactéries
coliques (Bacteroides, Clostridium, Propionibacterium, Fusobacterium, Streptococcus et
Lactobacillus). Puis, la fermentation des acides aminés met en jeu des réactions d’oxydation
et de réduction qui vont aboutir a la formation d’acides gras a chailnes courtes (butyrate,
propionate et acétate), d’acides gras a chaines courtes ramifiés (isobutyrate, 2-méthylbutyrate
et isovalérate), de phénols, d’indole et d’ammoniac. Les phénols et I’indole sont ensuite
détoxifiés par la muqueuse colique, puis excrétés dans les urines. L’ammoniac suit 2 voies
distinctes, une partie est absorbée par 1’intestin puis transformée en urée par le foie pour étre
¢liminée dans les urines, ’autre partie est utilisée par les bactéries avec des hydrates de
carbones pour former des acides aminés pour la synthese de protéines bactériennes

(Cummings et Macfarlane, 1991).

5.3.1.2 Regulation et stockage

La premiere mise en évidence du rble du microbiote intestinal dans la régulation de
I’homéostasie de 1’énergie et de la graisse est venue d’une expérience sur des souris axéniques
(non colonisées par des microbes de I’environnement extérieur) qui présentaient une masse
graisseuse 40% moindre que les souris conventionnelles (normalement pourvues de
microorganismes). Cette diminution de masse graisseuse était aussi observée méme si 1’apport
calorique était augmenté de 29% chez les souris stériles (Béckhed et al, 2004). Dans une autre
étude, Béackhed et al alimentent avec un régime riche en hydrocarbure des souris stériles et
des souris conventionnelles. Aprés 8 semaines, les souris stériles présentent un poids et une

masse graisseuse moindre alors que I’étude des selles de chaque souris (stériles et

47

BONAITI
(CC BY-NC-ND 2.0)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cummings%20JH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Macfarlane%20GT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%A4ckhed%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%A4ckhed%20F%22%5BAuthor%5D

conventionnelles) montre une similitude du contenu énergétique. Cette derniére observation
suggere que la flore intestinale joue un réle important dans la régulation du stockage

énergétique (Béckhed et al, 2007).
Trois voies principales ont été décrites pour contréler ce mecanisme :

Le Fast-induced adipocyte Factor (Fiaf), produit par I’intestin, le foie et le tissu adipeux, aussi
appelé angiopoietin-like 4, est un inhibiteur de la lipoprotéine lipase (Lpl). La Lpl a pour réle
d’augmenter 1’assimilation des acides gras par les cellules et I’accumulation des graisses dans
les adipocytes. Nous avons déja vu précédemment, qu’une souris axénique présentait un taux
de graisse moins important que la souris conventionnelle & régime alimentaire égale, par
contre une souris axénique Fiaf” présente le méme degré de graisse qu’une souris
conventionnelle, ce qui suggére que le Fiaf est un médiateur de la régulation microbienne du
stockage de I’énergie (Backhed et al, 2004). Une étude récente (Aronsson et al, 2010), a
montré que Lactobacillus paracasei était capable de d’augmenter la sécrétion de Fiaf au
niveau des cellules épithéliales et donc de diminuer I’activité de la Lpl et le stockage des
graisse. De plus, le Fiaf apparait avoir un réle important dans la régulation centrale du
métabolisme énergétique par inhibition de I’activité de I’AMPK hypothalamique (r6le de

satiété et anorexigene) (Kim et al, 2010).

D’autre part, chez les souris axéniques présentant un phénotype mince, le niveau de
phosphorylation de I’AMP-activated protéine kinase (AMPK) dans les muscles et le foie est
élevé. Cette protéine est décrite comme une « jauge de carburant » qui controle le statut de

I’énergie cellulaire (Backhed et al, 2007).

Enfin, deux protéines G présentes sur les cellules épithéliales (Gpr4l et Gprd3) qui ont
comme ligands deux AGCC, I’acétate et le butyrate, influencent aussi le stockage d’énergie.
Une étude a montré que Gpr4l pourrait étre un régulateur par des effets qui sont dépendants

du microbiote du tractus intestinal et de leurs capacités métaboliques (Samuel BS et al, 2008).
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Gpr43, quant a elle, pourrait fournir une liaison entre le régime, le métabolisme bactérien
gastro-intestinal et les réponses immunitaires/inflammatoires et de plus pourrait probablement

aussi jouer un certain réle dans la carcinogenése du colon (Tilg et Kaser, 2011).

5.3.2 Prévention contre la colonisation d’agents infectieux
La résistance a la colonisation d’agents pathogeénes est une fonction parfaitement acceptée du
microbiote intestinal. En effet, les bactéries commensales préviennent la colonisation de
I’organisme par deux mécanismes distincts. D’une part, les bactéries pathogénes sont mal
adaptées pour entrer en compétition avec les bactéries commensales pour les nutriments, ce
qui diminue leur pouvoir de colonisation de la lumicre intestinale. D’autre part, certains
organismes symbiotiques stimulent le systéme immunitaire contre les pathogenes (Hooper et
MacPherson, 2010), c’est le cas lors d’infection a Salmonella enterica enterica serovar
typhymurium avec la stimulation des Toll-like receptor (TLRs) des cellules épithéliales
(Vaishnava et al, 2008). Ces récepteurs gouvernent la sécrétion d’antimicrobiens, les lectines
de type C, qui vont empécher la prolifération des pathogénes au niveau du mucus épithélial
(Hooper et MacPherson, 2010). D’autres antimicrobiens peuvent entrer en jeu avec ou sans
stimulation de récepteurs (a-défensives, cathelicidines) ainsi que les immunoglobulines de

type A pour sauvegarder I’homeéostasie bactérienne intestinale.

Les lymphocytes T intraépithéliaux (localisés au-dessous des « tight-jonctions ») qui
expriment majoritairement la glycoprotéine CD8 possédent aussi un role de protection en
produisant, lors d’infections ou de lésions intestinales, des cytokines pro inflammatoires et
des chémokines ce qui permet le recrutement de polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et
de cellules T. Ces lymphocytes T intraépithéliaux produisent aussi des médiateurs qui
stimulent la prolifération de cellules epithéliales et la restauration des fonctions de la barriere
épithéliales (Smith et Garrett, 2011). Des expériences sur des souris axeniques ont montre que

I’induction des chémokines, de cytokines pro inflammatoires (IL-1) ainsi que la sécrétion de
49

BONAITI
(CC BY-NC-ND 2.0)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tilg%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaser%20A%22%5BAuthor%5D

lectines étaient microbiote-dépendant. Par contre, la colonisation de ces souris par une seule
bactérie pathogene restaure la capacité des lymphocytes T intraépithéliaux a promouvoir la

défense de 1’hote (Ismail et al, 2009).

De méme, chez la souris non colonisé par un microbiote, le nombre de lymphocytes Thl est
fortement diminué au niveau local et au niveau systémique. Cette réduction du taux basal de
Th1 contribue a augmentation du risque d’infections par des bactéries pathogenes telles que
Shigella flexneri et Listeria monocytogenes (Round et Mazmanian, 2009). Les lymphocytes
Th17, identifiés comme des médiateurs majeurs dans le développement de maladies auto-
immunes et inflammatoires, jouent un réle important dans la défense de 1’hote contre les
bactéries extracellulaires et les parasites (Korn et al, 2009). La diminution des ces cellules
Th17 chez la souris axénique entraine un risque accru d’infections a Shigella flexneri et
Citrobacter rodentium (Ivanov et al, 2009 ; Sellge et al, 2010). A I’inverse des lymphocytes
T intraépithéliales, la colonisation avec un germe pathogeéne n’induit pas la restauration du
niveau des Th17, par contre la colonisation par des bactéries filamenteuses segmentées (SFB :
Segmented Filamentous Bacteria) méne a 1’augmentation des Th17 qui réduisent la croissance
et la capacité d’invasion de Citrobacter rodentium (lvanov et al, 2009). De plus, les souris
colonisées par les SFB présentent une augmentation de la protéine amyloide sérique (SAA :
Serum amyloid A), protéine qui induit la sécrétion d’IL-6 et IL-23 par les cellules
dendritiques, ces deux interleukines étant importantes pour le développement des cellules

Th17 (Korn et al, 2009).
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5.3.3 Maintien de I’intégrité et développement de la structure intestinale
Ces fonctions ont pour acteurs principales un produit d’hydrolyse du microbiote : le butyrate.
En effet, celui-ci posséde deux roles. Le premier est de renforcer la barriere du mucus
intestinal en induisant la sécrétion de mucines et de peptides antimicrobiens. Ce role de
maintien de I’intégrité de la structure intestinale est complété par différentes bactéries qui se
logent au niveau des « tights jonctions », ce qui forme une barriére entre la lumiére intestinale
et la lamina propria (LP). Deuxiemement, le butyrate régule la croissance et le

développement des cellules et de tissus.

5.3.4 Role dans I’immunité : Immunomodulation
Le tractus gastro-intestinal a besoin de coexister avec une importante densité bactérienne sans
induire une réponse immunitaire excessive au niveau local mais aussi au niveau systémique.
La prévention de cette réaction immunitaire excessive peut étre réalisée par la séparation
physique de bactéries et des cellules hétes, par les modifications des fragments antigéniques
du microbiote pour les rendre moins immunogénes, ou par la modulation des réactions

immunitaires localisées : la tolérance.

L’importance du microbiote intestinal dans le développement de la muqueuse intestinale et du
systeme immunitaire peut étre appréciée en étudiant les souris axéniques. En effet, les souris
dépourvues de microbiote présentent un nombre anormal de diverses cellules immunitaires
que ce soit au niveau des structures lymphoides locales ou systémiques. La rate et les
ganglions lymphatiques, chez ces animaux, présentent des malformations. De méme, on
retrouve une hypoplasie des plagques de Peyer, une réduction du nombre de follicules matures
ainsi qu’une diminution des cellules produisant des IgA. Ces anomalies touchent aussi le
niveau et profil des cytokines et alterent le degré de tolérance orale. (Sekirov et al, 2010 ;

Prakash S et al, 2011).
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Sous la couche de cellules épithéliales, se trouve la lamina propria qui est composée de 70-
80% de cellules immunitaires majoritairement de cellules T exprimant la glycoprotéine CDA4.
Chez des individus sains, 1’ensemble des lymphocytes helper (Thl, Th2 et Th17) sont
présents au niveau de la LP et coexistent dans un équilibre dynamique avec des cellules

régulatrices T CD4 (Lee et al, 2009).

Certaines bactéries commensales sont connues pour stimuler le systéme immunitaire
intestinal. Bifidobacterium infantis et Faecalibacterium prausnitzii ont montré une capacité a
induire la production de lymphocytes Treg Foxp3+ et d’interleukine 10 (IL10) dans I’intestin
(O’Mahony et al, 2008 ; Sokol et al, 2008). Mais, la bactérie la plus étudiée est sans conteste
Bacteroides fragilis. Via le polysaccharide A (PSA) de cette bactérie, la souris monocolonisée
par Bacteroides fragilis induit une expansion des lymphocytes Thl, une production de
cytokines et un rééquilibrage la balance Thl et Th2 qui était altérée chez la souris axénique
(Mazmanian et al, 2005). Cependant, Bacteroides fragilis colonise seulement 30-70% des
individus ou des souris, ce qui montre que cette bactérie n’est pas nécessaire et que d’autres
germes symbiotiques sont capables d’induire cet état d’équilibre. En revanche, la colonisation
de souris axéniques par B. fragilis augmente 1’expression de Foxp3 des cellules T régulatrices
et augmente la sécrétion d’IL10 au niveau du colon, cette ¢élévation de lymphocytes T
régulateurs est entierement dépendant du PSA (Round et Mazmanian, 2010). De méme,
I’administration de PSA, induisant I’expression de T régulateurs Foxp3+, est capable de
soulager cliniquement un modele expérimental d’inflammation du colon apres le début des

symptdmes, indiquant une utilisation therapeutique potentielle (Mazmanian et al, 2008).

Recemment, le genre Clostridium a aussi montré une capacité a induire la formation de
lymphocytes T régulateurs. En effet, Atarashi et al ont montré que chez les souris axéniques
possédant un nombre réduit de cellules T régulatrices Foxp3+ au niveau de la lamina propria,

la colonisation par un ensemble de 46 especes de Clostridium restaurait le nombre de
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lymphocytes T régulateurs au méme niveau que chez les souris conventionnellement
colonisées. De plus, il existait une corrélation spatiale entre la distribution des Treg et la
population de Clostridium tout au long de I’intestin avec une densité maximale au niveau du
colon proximal (Atarashi et al, 2011). Les Clostridium possédant la capacité de développer les
Tregs et de protéger de I’inflammation colique via ces Tregs font partie de deux clusters :
Clostridium clusters IV et clusters XIVa. Ces deux clusters sont d’ailleurs retrouvés en
moindre abondance au niveau du microbiote chez les individus porteurs de maladies

inflammatoires de I’intestin (Frank et al, 2007).

Bacteroides fragilis et Clostridium spp induisent I’expression de Foxp3 par des mécanismes
indépendants. En effet, Bacteroides fragilis, via le PSA, peut activer directement les cellules
T CD4+ en induisant la production de TGF-2, qui conduisent a la différenciation des Treg
(Round et Mazmanian, 2010). A 1’opposé, les espéces de Clostridium influencent la
différenciation via la production de TGF-B1 par les cellules épithéliales (Atarashi et al, 2011).
Il existe aussi des différences au niveau du signal permettant la différenciation des Tregs entre
les 2 bactéries. Les Tregs isolés de souris déficientes en TLR2 ne se développent pas sous
I’effet du PSA de Bacteroides fragilis et sécrétent un faible taux d’IL-10, ce qui montre
I’exigence du TLR2 pour promouvoir le signal. Par contre, I’effet des Clostridium est

indépendant des récepteurs associes a la reconnaissance de bactéries.
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5.3.5 Interconnections des fonctions
Les fonctions du microbiote, comme nous avons pu le voir, ne sont pas indépendantes mais

imbriquées les unes a I’intérieur des autres (Figure 11).

Figure 11 : Interconnections des fonctions du microbiote intestinal
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6 Dysbioses et pathologies

6.1 Dysbiose et pathologies métaboliques

6.1.1 Obésité
L’obésité est définie comme un excés de poids qui est associée a de possibles conséquences sur
la santé humaine comme un risque important de diabétes, de maladies coronariennes, de
cancers ou de maladies dégénératives. Ces conséquences augmentent le risque de mortalité
(Figure 12). Chez ’adulte, I’obésité et le surpoids sont définis par I’index de masse corporelle
(BMI : Body Mass Index), qui est le ratio du poids en kilogramme par le carré de la taille en
métre carré. Le surpoids est défini par un BMI entre 25,0 et 29,9 kg/m? et 1’obésité par un
BMI supérieur & 30,0 kg/m? (Bessesen, 2008). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
estime que plus de 1,7 milliards d’individus dans le monde sont en surpoids et 310 millions
sont obeses. Le taux d’obésité a triplé depuis 20 ans dans les pays en voie de développement

avec notamment 10% des enfants en surpoids ou obeses.
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Figure 12 : Relation entre le BMI et la mortalité chez I'homme et la femme de 50 ans sains et
non-fumeurs d'aprés Adams et al, 2006
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6.1.1.1 Le microbiote intestinal dans 1’obésité

La mise en évidence d’une altération possible de la flore dans 1’obésité a initialement été
observée chez des souris ob/ob, rendues génétiquement obéses par déficit en leptine (Ley et
al, 2005). Le phylum des Bacteroidetes s’est trouvé réduit de 50% chez les souris ob/ob alors
que le phylum des Firmicutes a augmenté parallélement. L’étude de la relation entre le régime
alimentaire, le microbiote intestinal et ’homéostasie menant a 1’extraction d’énergie a été
étudiée sur des modeles de souris rendues obéses en leurs soumettant un régime riche en sucre
et en graisse (Turnbaugh et al, 2008). Cette étude a confirmé une partie des résultats de Ley et
al, en effet le phylum des Firmicutes est apparu relativement plus abondant chez les souris
alimentées avec le régime riche que les souris ayant une alimentation normale ainsi qu’un
enrichissement des génes servant a 1’extraction et au stockage de 1’énergie. Par contre, les
changements au niveau de la composition du microbiote et de ses propriétés fonctionnelles
sont totalement réversibles au retour d’un régime standard. Pour apporter une preuve
supplémentaire que la flore intestinale joue un rdle dans 1’obésité, la flore intestinale
provenant du caecum de souris maigres et obeses a été transplantée chez des souris axéniques
(Turnbaugh et al, 2008). Aprés 2 semaines, les souris portant le microbiote « obése » étaient
capables d’extraire plus de calories et présentaient un poids significativement plus important

que les souris portant le microbiote « maigre » a régime alimentaire identique.

Chez I’homme, les résultats obtenus sont plus contradictoires. Les premieres études ont
confirmé les résultats trouvés dans les modéles animaux, comme dans une étude chez 12
sujets obeses (Ley et al, 2006) qui a montré une augmentation du ratio
Firmicutes/Bacteroidetes au niveau de la partie distale du colon. Les auteurs ont aussi observé
qu’aprés une perte de poids (suite & un régime faible en calorie instauré sur 52 semaines) ce
ratio diminuait pour s’approcher de celui des individus minces. Une étude ultérieure

(Turnbaugh et al, 2009) sur 154 individus a confirmé la réduction des Bacteroidetes avec par
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contre une augmentation du phylum des Actinobacteria et une diversité moindre du
microbiote intestinal. A I’inverse plusieurs études n’ont pas confirmé (Schwiertz et al, 2010)
et méme trouvé une diminution du ratio Firmicutes/Bacteroidetes (Duncan et al, 2008). Les
différentes méthodologies utilisées pour analyser le microbiote pourraient expliquer les
contradictions entre les résultats des diverses équipes. Récemment, trois marqueurs définis
comme des «entérotypes » ont été identifiés chez les individus de différents pays et
continents. Ces entérotypes sont identifiés par la variation du niveau des trois genres :
Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus. Il s’est avéré que ces entérotypes ne sont pas
corrélés au BMI (ni a ’age, apparenté ou nationalité) et aucune corrélation n’a été observé

entre le poids et le ratio Firmicutes/Bacteroidetes (Arumugam et al, 2011).

Cependant, I’hypothése d’une modulation plus précise de la communauté bactérienne, genres
voir espeéces dépendant et non phylum dépendant dans 1’obésité, est proposée par plusieurs
¢tudes. Une analyse métagénomique sur des selles d’humains transplantées sur des souris
axéniques a été entrepris en 2009 (Turnbaugh et al, 2009). Ces souris étaient séparées en deux
groupes, 1’un étant alimenté par un régime maigre et I’autre par un régime riche en graisse et
en sucre (type occidental). Cette étude a permis de démontrer qu'un microbiote intestinal
humain peut-étre transféré a une souris axénique avec une remarquable conservation de
structure et de diversité méme si les selles étaient au départ congelées. De plus, le microbiote
humanisé de ces souris posséde des variations caractéristiques et reproductibles dans sa
composition tout au long du tractus intestinal. Enfin, la configuration du microbiote, son
microbiome et son meta-transcriptome changent d'une fagon rapide, spectaculaire et
reproductible apres le changement d’un régime faible en polysaccharide en un régime de type
occidental. Au niveau du microbiote, il a été observé une augmentation relative de la
représentation de la classe des Erysipelotrichi (classe IV du phylum des Firmicutes).

L’analyse phylogénétique a indiqué que cette augmentation de ces bactéries été plus
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étroitement liée a Clostridium innocuum, Eubacterium dolichum et Catenibacterium
mitsuokai (tous ces Erysipelotrichi avaient été précédemment isolés du tractus intestinal
humain). Ce résultat a été confirmé par une étude récente (Fleissner et al, 2010), ce qui a tend
a montré que cette classe de Firmicutes jouent un réle important dans 1’obésité. Cependant,
les interactions entre ces bactéries et les mécanismes d’extraction et de stockage d’énergie
restent a prouver. D’autre part, plusieurs publications ont montré que le genre
Bifidobacterium était sous représenté chez des patientes enceintes en surpoids (Santacruz et
al, 2010), mais aussi chez des enfants en surpoids (Kalliomaki et al, 2008). Dans cette
derniere publication, les selles des enfants, étudiées a 3, 6, 12, 18 et 24 mois ainsi qu’a 4 et 7
ans, ont montré que la présence de Staphylococcus aureus dans les premiers mois de la vie
était accrue chez les enfants développant une obésité plusieurs années apres. Les auteurs ont
proposé que Staphylococcus aureus pourrait étre un acteur prépondérant dans la réaction
inflammatoire de bas grade en contribuant au développement de 1’obésité. Enfin et plus
surprenant, une publication a décrit une augmentation des Lactobacilli dans la population
obese (Armougom et al, 2009). Ce résultat est paradoxal car la perte de poids du a un régime
hypocalorique et a I’activité physique chez les adolescents en surpoids augmente les
Lactobacilli (Santacruz et al, 2009). De plus, ’administration de probiotiques composés
exclusivement d’espéces de Lactobacilli diminue les troubles métaboliques menant a
’obésité.

Ces données suggerent que des changements spécifiques dans le microbiote intestinal
caractérisent 1’état d’obésité. Cependant, il est impossible de conclure au vu des publications
récentes qu’une bactérie ou une espece soit responsable d’une maladie aussi complexe que

I’obésité (Delzenne et al, 2011).
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6.1.1.2 Mécanismes

Derriere un apport trop important du régime alimentaire, plusieurs mécanismes liant la flore
intestinale a I’obésité ont été proposés, incluant mécanismes d’inflammation de bas grade,
altération des mécanismes métaboliques, dysrégulation du systeme nerveux endocrine et

augmentation du systéme endocannabinoide.

6.1.1.2.1 Mécanismes d’inflammation de bas grade
11 est maintenant bien établi que dans I’obésité, un état inflammatoire de bas grade est localisé
au niveau des tissus adipeux. Cependant, le microbiote peut aussi étre une source

d’inflammation potentielle.

Un premier travail en 2006 (Shi et al, 2006) a montré que les bactéries intestinales peuvent
initier un état d’obésité et d’insulino-résistance suite a 1’activité des lipopolysaccharides
(LPS), un composant de la paroi des cellules des bactéries gram négatives, qui peut
déclencher un processus inflammatoire en se liant aux CD14 des récepteurs Toll-like de type
4 (TLR-4) a la surface des cellules immunitaires innées. Ce mécanisme a été confirmé dans la
méme étude sur des souris présentant une délétion en TLR4 et qui ne présentaient pas malgré
un régime riche en graisse une insulino résistance et un gain de poids. De méme, Cani et al
(Cani et al, 2007) ont démontré qu’apres 4 semaines d’alimentation riche en graisse, les souris
obeéses présentaient une altération de la flore intestinale, mais aussi un taux de LPS
plasmatique augmenté de 2 a 3 fois comparé a la normale. Il appela cet état 1’ « endotoxinémie
métabolique » pour le différencier de celui observé lors de choc septique ou le taux est
beaucoup plus élevé. Puis, il a procédé a des injections de LPS sous-cutané ce qui entraina les
mémes anomalies métaboliques induit par un régime riche en graisse. Enfin, des souris
déficientes en TLR4 (CD14KO) se sont montrées résistantes aux effets du régime alimentaire

mais aussi aux injections de LPS. Ces méme souris présentaient aussi une hypersensibilité a
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I’insuline méme lors de régime pauvre en graisse, ce qui suggere que les TLR4 pourraient
moduler la sensibilité de ’activité de I’insuline dans des conditions physiologiques. Dans une
autre étude (Cani et al, 2008), le changement de la composition de la flore intestinale induit
par un traitement antibiotique réduit I’endotoxinémie métabolique et le contenu caecal en LPS

chez la souris obése ob/ob et chez la souris nourrit par un régime riche en graisse.

L’alimentation par un régime riche en graisse induit une augmentation significative post
prandiale du taux de LPS qui est accompagné d’une augmentation de I’expression des TLR-4
sur les cellules mononuclées et du facteur nucléaire kappa B (NF-xB) (Anderson PD et al,
2007). Cette activation des TLR4 induit la sécrétion d’IL-6, de et de TNF-a, prouvant ainsi le

r6le du LPS dans la ’inflammation.

Dans une étude récente, un autre Toll-like récepteur a été mis en cause dans la régulation de
I’inflammation par le microbiote, le TLR5 (Vijay-Kumar et al, 2010). Des souris
génétiquement déficientes en TLR5 (TLR5-/-) présentent une flore intestinale altérée, une
obésité ainsi qu’un syndrome métabolique avec hyperlipidémie, hypertension et résistance a
I’insuline. En comparaison des souris génétiquement obeses qui présentaient une inversion du
ratio Bacteroides/Firmicutes, les souris TLR5-/- montraient une altération sur une centaine de
phylotypes différents. Une relation directe a été démontrée entre le microbiote altéré et
’obésité en transplantant une flore intestinale de souris TLRS- /- chez des souris axéniques.
Ces derniéres présentaient un gain de poids et une hyperphagie en comparaison aux souris

controles.

Ces résultats soutiennent la thése émergente que le microbiote intestinal contribue a 1’obésité
et suggere que le dysfonctionnement du systeme immunitaire pourrait promouvoir le

développement de troubles en relation avec I’obésité (Lakhan et Kirchgessne, 2011).
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6.1.1.2.2 Meécanismes métaboliques sur la régulation des graisses
Ces mécanismes peuvent étre soit directement liés a 1’altération de la composition de la flore

bactérienne (via le Fiaf) soit indirectement par les métabolites générés (via la Gpr4l).

En effet, la diminution de la sécrétion du Fast-induced factor adipocyte Factor (Fiaf),
inhibiteur de la lipoprotéine lipase, pourrait entrainer une augmentation d’activité de la Lpl et
donc amener un stockage des graisses plus important au niveau des tissus, du foie et du

cerveau.

De méme, une altération du microbiote intestinal, et donc des métabolites produits, pourrait
étre a I’origine d’une stimulation moins importante de la protéine G, Gpr41l. La stimulation du
Gpr41 par I’acétate et le propionate pourrait induire la sécrétion locale du peptide YY (Pyy),
hormone entéroendocrine, responsable de D’inhibition de la motilit¢ intestinale et de
I’accélération du transit (Samuel BS et al, 2008). Cette diminution de Pyy serait donc a
I’origine d’une augmentation d’absorption des graisses par augmentation de la motilité

intestinale et baisse de la vitesse du transit.

Ces expériences n’étant conduites que sur des modeles de souris, il est difficile de I’extrapoler
chez ’homme. De plus, le role de la flore intestinale a bien été prouvé, mais pas de lien précis

avec une espece ou famille de bactéries n’a été décrit.

6.1.1.2.3 ROole du systéme nerveux enterique.
Le systéme nerveux entérique (SNE), sous des conditions physiologiques et pathologiques,
régule les fonctions intestinales et coordonne les activités du tractus intestinal. Le SNE est de
plus en plus reconnu comme un gardien de la régulation de I’intégrit¢é de la barriére
épithéliale, on lui attribue aussi un role potentiel dans I’immunomodulation. La présence

d’une inflammation due a une dysbiose pourrait provoquer des changements persistants dans
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le SNE est étre responsable de troubles de motilité, hypersensibilité et dysfonctions (Lakhan

et Kirchgessne, 2011).

6.1.1.2.4 Augmentation du systéme endocannabinoide
Le systeme endocannabinoide (eCB) est composé de lipides endogénes qui activent
specifiquement des récepteurs couplés a des protéines G appelés Cannabinoid Receptor 1 et 2.
Différents articles ont corrélé 1’obésité avec un emballement du systéme eCB qui a pour effet
d’augmenter la concentration plasmatique et dans le tissu adipeux d’endocannabinoides ainsi
que d’altérer I’expression du récepteur cannabinoide 1 (CB1 mRNA). De plus, plusieurs
études ont suggéré une relation étroite entre taux de LPS et systeme endocannabinoide que ce
soit in vivo ou in vitro. Deux études récentes (Muccioli et al, 2010 ; Geurts et al, 2011) ont
prouvé que I’altération de la flore intestinale modulait 1’expression du récepteur cannabinoide
1 et que ce dernier jouait un role dans la perméabilité intestinale. Cependant le role d’une

bactérie spécifique n’a pas été encore déterminé.

6.1.1.3 Conclusions :

Il parait évident a la vue des résultats observés chez les souris axéniques auxquels on
transplante un microbiote de souris obeses que la flore bactérienne intestinale joue un role
dans I’obésité. De plus, un régime riche en graisses et en sucres, en plus d’apporter des
calories génere et entretient une dysbiose qui a pour effet de potentialiser 1’extraction et le
stockage de graisses. Cependant, des études complémentaires devront étre réalisées pour
définir les bactéries responsables ainsi que la cinétique d’apparition et les facteurs
déclenchant de cette dysbiose. De plus, les mécanismes devront étre précisés et plus

particulierement les interactions entre les bactéries et le 1’hote.
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6.1.2 Diabete de type Il
La flore bactérienne dans le diabete non insulino-dépendant (DNID) a été moins étudié. De
plus, le DNID est souvent associ¢ a 1’obésité ce qui rend difficile d’interpréter si la dysbiose a
pour origine 1’obésité ou le diabéte. Le lien entre 1’obésité et la résistance a I’insuline a
d’ailleurs été observé sur des souris axéniques, en effet la décroissance du poids est associée a

I’augmentation de la sensibilité a I’insuline (Backhed et al, 2006 ; Backhed et al, 2007).

Cependant, Cani et al (Cani et al, 2007) a suggéré que le diabéte non insulino-dépendant
pourrait étre associé a une abondance de bactéries gram négatives (tels que les Bacteroidetes)
et que la présence de Bifidobacterium spp était négativement corrélée au processus
inflammatoire. A I’opposé, dans une autre étude (Wu et al, 2009), le séquencage de selles
d’individus sains et de sujets atteints de diabétiques de type 2 a montré que I’espéce
Bacteroides vulgatus et le genre Bifidobacterium étaient moins représentés dans la population
diabétique. La publication la plus récente, sur 36 adultes porteurs d’'un DNID, a montré
comme dans 1’obésité que le phylum des Firmicutes (notamment la classe des Clostridia) était
moins représenté que chez le sujet sain. De plus, le ratio Bacteroidetes/Firmicutes ainsi que le
ratio Bacteroides-Prevotella/Clostridium coccoides-Eubacterium rectale étaient corrélés
positivement et significativement avec la concentration de glucose dans le sang mais pas avec
le BMI. Similairement, la classe des Proteobacteria était aussi augmentée chez les sujets

diabétiques et positivement corrélée avec la glycémie (Larsen et al, 2010).

Au niveau mécanisme d’action, Dumas et al, ont démontré que le microbiote intestinal
pourrait affecter la résistance a 1’insuline et la stéatose en régulant le métabolisme de la
choline (Dumas et al, 2006). Le métabolisme de la choline en méthylamine est réalisé
entiecrement par le microbiote, puis le triméthylamine (TMA) est absorbé par I’intestin et
transporté au foie ou il est éliminé par metabolisme hépatique. Le mécanisme proposé pour

I’augmentation de la résistance a l’insuline et la stéatose pourrait étre I’élévation du
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métabolisme de la choline en TMA, ce qui a pour effet de diminuer la biodisponibilité de la
choline, qui est un précurseur de la phosphatidylcholine et pourrait causer I’accumulation des
triglycérides au niveau hépatique (Jiang et al, 2005). L’inflammation métabolique causée par
le niveau ¢levé d’endotoxines, ou la régulation d’hormones par le microbiote peuvent étre des
voies additionnelles par lesquelles la flore microbienne affecte le métabolisme du glucose

chez I’homme (Béckhed, 2010)

6.1.3 Diabete de type |
Le diabéte de type I, diabéte insulino-dépendant (DID) est une maladie auto-immune médiée
par les cellules T entrainant la destruction des cellules béta du pancréas responsables de la
sécrétion d’insuline. Le DID parmi les enfants et les adolescents a, pour des raisons
inconnues, augmenté dans les pays occidentaux durant la derniére décade. De maniére
surprenante, certains articles ont associé altération de la flore intestinale et progression du
DID. Comme dans 1’obésité, la décroissance du phylum des Bacteroidetes pourrait jouer un
role dans la pathogénicité et ces changements de la flore sont détectables avant le début
clinique de la maladie (Brugman et al, 2006). Récemment, 1’interaction entre le microbiote et
le systtme immunitaire inné a montré que le microbiote pouvait étre considéré comme un
facteur prédisposant au DID (Wen et al, 2008). Dans leurs premicres séries d’expériences, les
auteurs ont trouvé que les souris NOD (génétiquement non obese et diabétique) et déficientes
en MyD88 (composant clé pour la reconnaissance des stimuli bactériens par les Toll Like
Recepteurs, du systeme immunitaire) ne présentaient pas de diabéte. Curieusement, cet effet
est dépendant d’une flore bactérienne normale. En effet, des souris NOD, déficientes en
MyD88 et axéniques développent un diabéte de méme intensité que les souris NOD non
déficientes en MyD88. Dans une deuxiéme série, les auteurs ont demontré que les souris
NOD déficientes en MyD88 altéraient leurs microbiotes en comparaison aux souris NOD non
déficientes, et qu’en transférant cette flore altérée dans des souris NOD axéniques, le diabete
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¢tait atténué. Ces études suggerent fortement que les variations d’un microbiote individuel
pourraient affecter le développement d’un DID. En 2011, une premié¢re étude métagénomique
pour comparer des selles d’enfants touchés par le DID (malades), d’enfants sains (controles) a
été réalisée (Brown et al, 2011). Les principales différences sont rencontrées avec le genre
Bacteroides, augmenté chez les diabétiques alors que le genre Prevotella était fortement
diminué chez ces derniers (figure 13). La diminution des Bacteroides chez les sujets sains
comparés aux malades est entierement compensée par les Prevotella et les bactéries
productrices de butyrate (figure 14) telles qu’Eubacterium, Fusobacterium, Anaerostipes,
Roseburia, Subdoligranulum et Faecalibacterium. Or, il est accepté que le butyrate posséde
un réle anti-inflammatoire, induit la synthése de mucines, diminue la translocation
bactérienne au niveau des cellules épithéliales et améliore la barriere intestinale en
augmentant 1’assemblage des « tight junction ». De plus, les mucines sont des glycoprotéines
synthétisées par 1’hote pour maintenir I'intégrit¢é de 1’épithélium intestinal. Les auteurs
avancent que la diminution du butyrate au niveau intestinal chez les malades entrainerait une
augmentation de la perméabilité de la barriere intestinale et donc du transfert de bactéries et
d’antigénes qui pourraient contribuer au développement d’une réaction auto-immune et donc
I’établissement d’un diabéte insulino-dépendant. Enfin, Prevotella et Akkermansia, connues
pour dégrader les mucines, sont pratiquement absents chez les sujets porteurs de DID (faible
producteurs de mucines). Leurs présences dans I’intestin pourraient témoigner du contenu en

mucines et peut-étre contribuer a un diagnostic sur la perméabilité de 1’épithélium.
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Figure 13 : Proportion moyenne des 11 genres bactériens les plus abondants entre les sujets
diabétiques et sains d’apreés Brown et al, 2011.
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Figure 14 : Proportion moyenne de 4 groupes de fonctions entre diabétiques et sains d'apres
Brown et al, 2011
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6.2 Dysbiose et maladies intestinales

6.2.1 Maladies inflammatoires chroniques intestinales :
La pathogénie des maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin (MICI), qui regroupe la
maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH), n’est toujours pas
completement élucidée. Comme dans la majeure partie des maladies immunitaires, un
ensemble de facteurs est avancé tels que la prédisposition génétiqgue (NOD2, IL-23R,
ATGI16L1 et IRGM), I’activation inappropriée du systéme immunitaire muqueux intestinal et
I’altération du microbiote intestinal, stimuli du systéme immunitaire. Par ailleurs, la plupart
des génes actuellement reconnus comme impliqués dans la pathogénie des MICI sont liés aux
interactions entre les bactéries et le systtme immunitaire. L’hypothése impliquant un déficit
en défensines dans la survenue de la maladie de Crohn renforce le réle prépondérant de la
barriere intestinale dans 1’homéostasie intestinale (Seksik, 2010). Enfin, I’augmentation de
I’incidence des MICI dans les pays industrialisés souligne le rdle des facteurs
environnementaux et plus particuliérement le régime alimentaire et [’utilisation des

antibiotiques.

Les patients atteints de MICI (particulierement ceux porteurs de MC) possédent des anticorps
(IgG) dirigés contre des antigenes de bactéries commensales de I’intestin. Certains patients
porteurs de MC ont des anticorps contre une protéine de membrane externe d’E. coli (anti-
Omp) mais aussi des anti-12 (antigene issu de Pseudomanas fluorescens) et surtout des
anticorps contre Saccharomyces cerevisiae (ASCA) qui sont présents dans 50-60 % des MC.
Chez les individus atteints de rectocolite hémorragique, les pANCA (perinuclear
Antineutrophilic Cytoplasmic Antibody) reconnaissent un épitope bactérien commensal du

cblon (Bacteroides caccae et E. coli) et sont retrouvés dans 60 a 90 % des RCH. La présence
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d’anticorps contre Bacteroides vulgatus a aussi été décrite (Seksik, 2010 ; Chassaing et

Darfeuille-Michaud, 2011).

Deux stratégies complémentaires ont été poursuivies jusqu’a ce jour pour trouver la cause des

MICI : 1) une recherche de micro-organismes pathogenes 2) une dysbiose.

6.2.1.1 Bactéries entéropathogenes et MICI

Plusieurs micro-organismes candidats ont été étudiés au cours des MICI et plus précisement
deux bactéries, Escherichia coli adhérent-invasif (AIEC) et Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP) qui font I’objet de recherche intensive concernant essentiellement la

maladie de Crohn (Seksik, 2010).

Les Escherichia coli associés au mucus intestinal (AIEC) chez les porteurs de Crohn sont
fortement adhérents aux cellules épithéliales intestinales et possédent des propriétés invasives.
Ces souches ont été isolées chez 36,4 % de patients atteints de Crohn contre seulement 6 %
chez les sujets sains. La plus grande prévalence des AIEC dans la MC pourrait étre associée a
une incapacité de la muqueuse intestinale a controler cette infection, incapacité qui pourrait
étre due a une diminution de sécrétions de peptides antimicrobiens, a une déficience en
autophagie (mutations des génes NOD2, ATG16L1 ou IRGM) ou une expression
anormalement élevée au niveau iléal des molécules d’adhésion de I’antigéne carcino-
embryonaire (CEACAMG : Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6). La
plupart des souches d’ AIEC trouvées chez les sujets porteurs de MC expriment un pili de type
1 variant qui augmente I’interaction entre la bactérie et les cellules épithéliales iléales. La
présence d’ AIEC ainsi que leurs pouvoirs d’induire des cytokines pro-inflammatoires peuvent
mener a une amplification de la boucle colonisation-inflammation. En effet, dans la phase
précoce du développement de la maladie de Crohn, les souches AIEC adhérent a la muqueuse

iléale saine par les pili de type 1 reconnue par les CEACAMG6 exprimés anormalement par les
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cellules intestinales. Les AIEC ont la capacité de pénétrer dans les cellules épithéliales et
d’altérer la barriere intestinale pour atteindre la lamina propria. A ce niveau, les AIEC
peuvent induire la sécrétion d’IL-8 et CCL-20 par interaction entre les flagellines et les TLR5
des cellules épithéliales intestinales, menant au recrutement de polynucléaires neutrophiles et
cellules dendritiques. Apres phagocytose par les macrophages, les AIEC intracellulaires se
répliquent dans une vacuole, induisant une production de TNF-a et IL-12, qui activent les
cellules Th1 produisant de I’'I[FN-y. Au niveau de cette muqueuse inflammatoire, 1’expression
du CEACAMEG est augmentée en réponse a la stimulation du TNF-a et de 1’IFN-y mais aussi
par stimulation des CEACAMG6 par les AIEC, créant une boucle de colonisation et
d’inflammation ce qui meéne a la chronicité de la maladie et a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires 1L-6, 1L-12, IL-23 et IL-17 (Chassaing et Darfeuille-Michaud, 2011). Les
derniéres publications datant de 2011 ont corroboré la présence des Escherichia coli adhérent-
invasif chez les porteurs de Crohn versus contrbles (Raso et al, 2011), par contre aucune
mutation n’a été décelée au niveau des CEACAMG6 qui aurait pu expliquer la surexpression

dans la maladie (Glas et al, 2011).

Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) est également suspecté d’avoir un role dans la
pathogénese de la maladie de Crohn. MAP a été isolé dans plusieurs types d’échantillons
(biopsies intestinales et au sein de granulomes) et plus fréquemment chez les patients atteints
de MC. Suite a cette découverte, une étude randomisée (Selby et al, 2007), en double aveugle
et contre placebo, a évalué I’efficacit¢ d’un traitement antibiotique combiné sur deux ans
(clarythromycine, rifabutine et clofazimine) dans le maintien de la rémission clinique apres
sevrage de corticoides. Les auteurs ont conclu que leurs résultats n’étaient pas en faveur du
réle de MAP dans la MC. Néanmoins, leur statut vis-a-vis du MAP n’a pas été étudié avant

I’inclusion dans I’essai. Selsik propose qu’il existerait un sous-groupe de maladie de Crohn
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induit par MAP, et donc qu’un traitement antibiotique antituberculeux ne serait adressé¢ qu’a

ce sous-groupe (Seksik, 2010).

D’autres bactéries ont été aussi incriminées dans la survenue de la maladie de Crohn, on peut
citer Yersinia enterolitica (prévalence des anticorps augmentée dans la MC), Campylobacter

et Salmonella (Saebo et al, 2005 ; Gradel et al, 2009 ; Jess et al, 2011).

6.2.1.2 Le microbiote intestinal dans la MICI

Depuis 2005, une multitude d’études ont été réalisée sur la différence de composition de la
flore microbienne intestinale chez le sujet porteur de maladie inflammatoire chronique de
I’intestin et les individus sains (Tableau I). Ces expérimentations ont été réalisées soit sur des
selles soit sur des biopsies de la muqueuse iléale. La plupart des résultats ont montré la
réduction de diversité de la flore bactérienne et plus particulierement des trois phylums

principaux du microbiote intestinale (Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria).

Les premiéres analyses dans les années 2005 et 2006 ont montré une diminution quantitative
des Firmicutes et notamment du groupe des Clostridium leptum (clusters 1V). Ces résultats
ont été corrélés avec les dernieres publications ou I’emploi de nouvelles techniques
moléculaires telles que le pyroséquencage ou le séquencage a haut-débit, a préciser 1’espéce
en cause, Faecalibacterium prausnitzii. Au vu du nombre important d’articles relatant le
déficit en Faecalibacterium prausnitzii au niveau des biopsies iléales ou au niveau des selles,
il apparait évident que I’absence de cette souche joue un rdle dans la rupture de I’homéostasie
immunitaire. Par ailleurs, Sokol et al ont montré dans un modéle in-vitro que la stimulation de
cellules mononuclées du sang par F. prausnitzii menait a une diminution de la sécrétion d’IL-
12 et d’INF-y et a une augmentation de sécrétion d’IL-10. Dans ce méme article, une
administration orale de F. prausnitzii vivants a des souris ayant une inflammation colique

induite par I’acide 2.4,6-trinitrobenzenesulphonique (TNBS), a montré une diminution de
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I’inflammation locale et une correction de la dysbiose généré par cette inflammation. Enfin,
F. prausnitzii posséde des effets anti-inflammatoires (in-vivo et in-vitro) en sécrétant des
métabolites qui bloquent I’activation des NF-kappaB et la production d’IL-8 (Sokol et al,

2008).

Autre constante, la décroissance des Bifidobacterium retrouvée dans 3 publications et souvent
associée a la décroissance de F. prausnitzii, mais aussi I’augmentation des bactéries aérobies,
notamment les entérobactéries, et les bactéries anaérobies facultatives, représentées par le
genre Enterococcus. La présence importante du genre Enterobacteriaceae peut s’expliquer
par le pouvoir pro-inflammatoire des bactéries gram négatives (LPS-dépendant) déja
expliquer dans I’obésité mais aussi par la présence de ces souches Escherichia coli adhérent-

invasif au niveau de la muqueuse épithéliale intestinale.

L’augmentation des Ruminococcus et notamment R. gnavus et R. torques peut s’expliquer par
leurs propriétés mucolytiques. En effet, il a été démontré que la présence de bactéries
pénétrant a ’intérieur de la couche de mucus est de 30 % chez le patient atteint de MICI alors
qu’elle n’est que de 3 % chez I’individu sain. Les bactéries pourraient donc avoir un contact
plus étroit avec les cellules épithéliales et potentialiser 1’inflammation locale (Chassaing et

Darfeuille-Michaud, 2011).
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Technique /

Dysbiose associée a la MICI : échantillon MICI Bibliographies
Réduction de la diversité du phylum des Firmicutes en particulier FISH MC Manichanh et al,
Clostridium leptum Selles 2005
Réduction dans MC : Clostridium leptum FISH MC et
) ) . ) Selles RCH Sokol et al, 2006
Réduction dans RCH : Clostridium coccoides
Augmentation des bactéries aérobies et anaérobies facultatives associées au
mucus chez MC _PCR MC Conte et al, 2006
Biopsies (enfant)
Diminution de Bacteroides vulgatus chez MC
Quantité de bactéries plus importantes dans RCH que dans MC PCR-DGGE MC et -
Bioosies RCH Bibiloni et al, 2006
Plus grande diversité du phylum des Bacteroidetes dans la MC P
Augmentation des Proteobacteria et Bacteroidetes Séquencage haut-
débit MC Gophna et al, 2006
Diminution des Clostridium Biopsies
. s P PCR-DGGE
Diversité moins importante dans les principaux phylums dans la MC Biopsies MC Scanlan et al, 2007
Augmentation des Ruminococcus et Escherichia coli PCR-DGGE e Martinez-Medina et
Diminution des Faecalibacterium SRS el 20
Augmentation de Bacteroides ovatus et B. vulgatus PCR-RFLP
Selles (enfants MC Dicksved et al, 2008
Diminution de B. uniformis jumeaux)
. . " N n PCR-DGGE
Augmentation des champignons en comparaison a RCH et sains Selles MC Ott et al, 2008
Réduction de Faecalibacterium prausnitzii Sg}i%:rggsge MC Sokol et al, 2008
Augmentation des Bacteroides et Enterobacteriales
PCR-RFLP MC Andoh et al, 2009
Réduction des Clostridium cluster 1V, XI et XIVa
. - FISH MC et
Augmentation de bactéries TM7 dans la MC et la RCH S Ott et al, 2009
Biospies RCH
Réduction de Faecalibacterium prausnitzii .
i MC Willing et al, 2009
Augmentation des Escherichia coli P
Réduction de Faecalibacterium prausnitzii Secggelvegsage MC Sokol et al, 2009
Réduction de Faecalibacterium prausnitzii et Bifidobacterium a
HeR ter(T;E?arneSI Sl MC Schwiertz et al, 2010
Augmentation des Escherichia coli
Le noyau du microbiome muqueux est différent entre les patients porteurs de Pyroséquencage MC et -
MICI et les individus sains. Biopsies sy (SeEietl, 2T
Augmentation des Enterobacteriaceae et Ruminococcus gnavus Pyroséquencage
Y Sgllesg g MC Willing et al, 2010
Réduction des Faecalibacterium et Roseburia
Augmentation des Escherichia coli et Enterococcus faecium
PCR temps réel
Réduction des Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus bromii, Selles e hifame el 20
Oscillibacter valericigenes, Bifidobacterium bifidum, et Eubacterium rectale
Diminution Eubacterium rectale, Bacteroides fragilis group, B. vulgatus,
Ruminococcus albus, R. callidus, R. bromii, et Faecalibacterium prausnitzii Microarra
Selles Y MC Kang et al, 2011
Augmentation Enterococcus sp., Clostridium difficile, Escherichia coli,
Shigella flexneri, et Listeria sp
Diminution de Dialister invisus, Faecalibacterium prausnitzii,
Bifidobacterium adolescentis et une espéce non charactérisé de Clostridium
du groupe XIVa PCR-DGGE MC Joossens et al, 2011
Diminution de Ruminococcus gnavus
Diversité microbienne diminuée chez la MC
SE— S Séquencage haut
Diminution des Firmicutes dans les MICI deébit l\lg(éfit Walker et al, 2011
Augmentation des Bacteroides dans les MICI, Enterobacteriaceae dans la
MC
Diminution des Clostridium dans la MC et RCH MC et
PCR-RFLP RH Andoh et al, 2011

Augmentation des Bacteroides dans la MC

Tableau I : Principales publications sur la dysbiose et les maladies inflammatoires de I'intestin
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6.2.1.3 Facteurs affectant le microbiote intestinal

Dans la maladie de Crohn, I’augmentation de la perméabilité de la barriére intestinale pourrait
promouvoir la translocation de bactéries a travers la muqueuse intestinale. Ce
dysfonctionnement observé chez des patients porteurs de maladie de Crohn active est le
résultat d’up-régulation de claudine 2 (qui forment des pores) et une down-régulation des
claudine 5 et 8 (qui scellent la barriere) ce qui mene a une discontinuité des « tight-jonctions »

(Zeissig et al, 2007).

L’altération des fonctions des défensines, peptides antimicrobiens, peut expliquer aussi
I’augmentation de la flore au niveau de la muqueuse intestinale. En effet, la MC localisée au
niveau iléale est associée a une décroissance d’expression de o-défensines alors que la MC
localisée au niveau colique est associée a la décroissance d’expression de P-défensines

(Aldhous et al, 2009 ; Nuding et al, 2007 ; Wehkamp et al, 2005).

L’augmentation de bactéries gram négatives (tableau I) au niveau de la muqueuse intestinale
est un marqueur de la diminution de la sécrétion d’IgA, immunoglobuline responsable de

défense de 1’hote contre les agents pathogénes.

Enfin, les études génétiques ont identifié deux mutations importantes au niveau des génes
NOD2 (Nucleotide oligomerization domain 2) et ATG16L1 (autophagy related protein 16-
like 1). Ces mutations entraineraient une modification de sécrétions de peptides
antimicrobiens ainsi qu’une diminution de 1’autophagie responsable de I’élimination des

agents pathogeénes (Chassaing et Darfeuille-Michaud, 2011).

Tous ces mécanismes vont dans le sens d’une augmentation de la population bactérienne au
niveau de la muqueuse intestinale et d’une augmentation de la pénétration de ces germes ce
qui mene a une dérégulation de I’homéostasie immunitaire entrainant une inflammation

locale. De plus, la composition de la flore est aussi altérée (Tableau I) avec la présence de
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bactéries gram négatives et notamment d’E. coli. Ces souches porteuses de LPS sont aussi

responsables de secrétions de métabolites pro-inflammatoires.

En résumé, la survenue des maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin est un ensemble
de facteurs geénétiques et environnementaux (Figure 15) qui entrainent une dysbiose

quantitative et qualitative responsable de I’inflammation locale.

\ tafion de la permaabilité Facteurs génétiques :
B NoD2

Translocation bactérienne 7 de la population bactérienne

Figure 15 : Facteurs influencant le déclenchement par le microbiote intestinal
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6.2.2 Syndrome de I’intestin irritable
Le syndrome de I’intestin irritable (SII) est un trouble gastro-intestinal fonctionnel qui est
caractérisé par un inconfort ou une douleur chronique abdominal avec des épisodes de
constipation ou de diarrhée, sans anomalie organique. Le SII n’est pas une maladie grave mais
connait une prévalence importante de 1’ordre de 10-15% chez 1’adulte. Traditionnellement,
une altération de I’axe systéme nerveux central-systeme nerveux intestinal a été acceptée
comme un des principaux mécanismes du SllI, associée avec un dysfonctionnement du
systtme nerveux autonome du tractus intestinal. Mais récemment, des mécanismes
additionnels potentiels ont émergé comme [’altération du microbiote intestinal et une
inflammation de bas grade (Lee et Bak, 2011). Cette altération de la flore est encore

controversée et plusieurs hypothéses ont été mises en avant.

Il a été décrit que la majorité des patients souffrant de SII ont été atteint d’infections aigues
intestinales dues aux espéces Salmonella et Shigella et a Campylobacter jejuni (McKendrick
et Read, 1994 ; Thornley et al, 2001 ; Ji et al, 2005 ; Spiller, 2007). Ces études montreraient
que le point de départ de la maladie est en faveur d’une rupture d’homéostasie immunitaire et

d’une augmentation de I’inflammation locale.

D’autres études ont montré que I’altération de cette flore était de nature quantitative et non
lice a la présence de germes pathogénes. Cependant les études sont difficilement corrélables
entre elles du fait de la technique utilisée (test respiratoire a 1’hydrogene) (Lin, 2004 ; Lee et
Pimentel, 2006). Dans la majorité des cas, le microbiote de SlI est quantitativement plus
important que chez le sujet sain. Par contre, une étude récente basée sur la culture bactérienne
d’une aspiration jéjunale n’a pas montré de différences entre individus atteints de SlI et sains
(Posserud et al, 2007). Des études avec les nouvelles techniques moléculaires devront étre

réalisées pour conclure sur I’hypothése de la prolifération bactérienne au niveau intestinal.
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L’altération qualitative de la flore bactérienne a été aussi observée chez le sujet porteur de
syndrome de I’intestin irritable. Les derni¢res publications, toutes utilisant des techniques
moléculaires, ont montré une diminution constante de 1’espéce Bifidobacterium que ce soit
chez le SlI avec diarrhée ou avec constipation (Malinen et al, 2005 ; Kerckhoffs et al, 2009).
Une étude récente, en plus de la diminution des Bifidobacterium, a décrit une augmentation
des Proteobacteria et des Firmicutes ainsi qu’une diminution des Bacteroides et

Acinetobacter (Krogius-Kurikka et al, 2009).

Au niveau immunologique, les Toll-like récepteurs 4 et 5 sont surreprésentés au niveau de la
muqueuse du colon chez les patients atteints de SII. De plus, les niveaux d’anticorps anti-

flagelline et anti-pdéfensine2 sont plus élevés (Lee et Bak, 2011).

Enfin, beaucoup d'études ont indiqué que les probiotiques pourraient jouer des roles
importants dans le maintien de I’homéostasie intestinale par modulation de I'immunité et
augmentation des fonctions de la barriere épithéliale. De méme, des études cliniques et des
méta-analyses ont montré que certains traitements a base de probiotiques ont des effets

bénéfiques sur certains patients sélectionnés (Lee et Bak, 2011).

6.2.3 Maladie cceliaque
La maladie cceliaque est un trouble inflammatoire intestinal chronique déclenché par
I'ingestion de protéines de gluten. La phase active de la maladie est caractérisée par un état
pro-inflammatoire résultant d'une réaction immunitaire anormale au gluten, avec perméabilité
épithéliale accrue et qui peut favoriser le passage d'antigénes de la lumiére intestinale a la
sous-muqueuse. Chez des patients porteurs de maladie coeliaque, les gliadines peuvent activer
soit une réaction immunitaire adaptative dominée par des cytokines pro-inflammatoires Thl
(par exemple IFN-y) au niveau de la muqueuse ou une réaction immunitaire innée obtenue par

médiation par IL-15, les deux phénomenes entrainant la mort des cellules epithéliales. Les
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gliadines activent aussi la voie de la zonuline menant a une augmentation de la perméabilité
intestinale (Drago et al, 2006). L'étiologie de la maladie cceliaque est multifactorielle,
impliquant génétique et facteurs exogénes. Ce désordre est fortement associé au systeme HLA
(Human Leukocyte Antigen). Approximativement 95 % des patients héritent du codage des
alleles pour le HLA-DQ2 et HLA-DQ8, mais seulement un petit pourcentage développe la
MC (Mearin et al, 2005). Par contre les facteurs environnementaux entrainant I’intolérance au
gluten sont encore inconnus. Cependant, la flore intestinale pourrait jouer un rdle. Les
immunoglobulines A (IgA) sont la premiére ligne de défense dans le mucus épithélial contre
les antigénes étrangers, or un dysfonctionnement de la sécrétion d’IgA par les plaques de
Peyer pourraient créer un risque de développement de la maladie cceliaque (Mulder et al,

2006).

6.2.3.1 Le microbiote intestinal dans la maladie cceliaque :

Depuis 2008, beaucoup d’études ont été réalisées (tableau 3), la majorité a confirmé la
réduction du genre Bifidobacterium et Lactobacillus. De méme, I’augmentation de la
proportion relative de bactéries a gram négatives, potentiellement inflammatoires a cause de
la présence de lipopolysaccharide, est une constante dans la plupart des études. De plus, une
étude intéressante (Sanchez et al, 2008) a démontré des changements dans la diversité de
composition du microbiote du genre Enterobacteriaceae et une augmentation des genes de
virulence des clones isolés de patients porteurs de la maladie cceliaque comparé a ceux de
contrdles sains de I’espéce Escherichia coli. Ainsi, les résultats soutiennent I'nypothése que la
dysbiose peut constituer un facteur de virulence contribuant a la pathogeénie et I'expression de
la maladie cceliaque. De nouvelles études devront étre effectuées pour corréler les genes de
virulence des clones d’E. coli avec leurs roles pathogenes spécifiques dans cette maladie.
Enfin une publication récente (Di Cagno et al, 2011), a montré qu’un régime sans gluten

depuis au moins 2 ans ne restaurait pas complétement le microbiote intestinal et par
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conséquence le métabolome. Cet article a de plus confirmé la diminution des Bifidobacterium
et Lactobacillus et 1’augmentation des Enterobacteriaceae mais aussi décrit plusieurs
métabolites, tels que I’acétate d’éthyl, ’acétate d’octhyle, des acides gras a chaines courtes et
la glutamine, pouvant signer la présence de la maladie. La réduction dans I’apport de
polysaccharides associée avec le régime sans gluten pourrait expliquer le changement observé

dans le microbiote (Sanz, 2010).

Etude chez :
Bactéries associées a la maladie cceliaque : H : Homme Modele : Bibliographies
A : Animaux
Augmentation des bactéries gram négatives
, . o . - MC non
Réduction des Bifidobacterium, Clostridium H L De Palma et al, 2010
. . . traités/sains

histolyticum, C. lituseburense et
Faecalibacterium prausnitzii
Augmentation des Bacteroides,
Staphylococcus, Salmonella, Shighella et
Klebsiella MC non .

H traités/sains Di Cagno et al, 2011
Réduction des Lactobacillus, Enterococcus
and Bifidobacteria

ees MC non AL

Aucune différence H traités/sains Kalliomaki et al, 2011
Augmentation des Bacteroides vulgatus et MC non -
Escherichia coli 0 traités/sains Schippa et al, 2010
Augmentation des Clostridium, Prevotella, H Biopsies + / Ou et al, 2009
and Actinomyces Biopsies -
Augmentation des Bacteroides, Clostridium,
Staphylococcus, Bacteroides-Prevotella,
Clostridium histolyticum, Eubacterium
rectale, Atopobium, et bactéries sulfate- H Selles MC/sains Collado et al, 2007
réducteur
Reduction des Bifidobacterium
Présence spécifique chez MC de
Lactobacillus curvatus, Leuconostoc
mesenteroides et Leuconostoc carnosum H Selles MC/sains Sanz et al, 2007

Reduction des Bifidobacterium

Reéduction du rapport Lactobacillus-

Bifidobacterium sur Bacteroides-E. coli Duodenum MC

H active/MC Nadal et al, 2007

Augmentation des bactéries gram négatives ITEGIEEES

Prévalence importante d’E. coli avec facteurs E coli isolés de
de virulence : P fimbriae (papC), capsule K5 H selles de MC/sains Sanchez et al, 2008
(sfaD/E) et hemolysine (hlyA)

Augmentation dans les selles et les biopsies

de Bacteroides, Clostridium leptum, E coli et Selles et biopsies de

Staphylococcus H MC active/MC Collado et al, 2008
inactive/sains

Reduction des Bifidobacterium

Tableau Il : Principales publications récentes sur I'exploration du microbiote intestinale dans la
maladie ceeliaque.
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6.2.3.2 Interactions avec le systeme immunitaire et perspectives

La production de cytokines par les cellules mononuclées du sang périphériques stimulées par
des échantillons fécaux d’individus sains avant et aprés un régime sans gluten a été évaluée
pour établir une possible relation entre les stimuli des bactéries intestinales et le systeme
immunitaire (De palma et al, 2009). Cette secrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNFa,
IFNy et IL-8) et anti-inflammatoires (IL-10) est diminuée aprés le régime en gluten ainsi que
la décroissance des Bifidobacterium et des Lactobacillus et I’augmentation des

Enterobacteriaceae.

Ces premiéres études devront étre confirmées sur des effectifs plus importants mais aussi sur
des expériences in vivo. Mais, les resultats préliminaires montrent que le régime sans gluten
« améliore » la dysbiose mais ne la traite pas complétement, ainsi I’hypothése de la mise en
place de probiotiques et/ou de prébiotiques pour éliminer cette dysbiose devra étre confirmée

sur des essais dans la population cible.

79

BONAITI
(CC BY-NC-ND 2.0)



6.3 Dysbiose et allergies

L’¢étiologie de I’allergie est encore inconnue mais 1’augmentation de I’incidence des maladies
allergiques dans les 20-30 dernieres années ainsi que le taux plus important de ces maladies
rencontrées dans les pays industrialises montrent que des facteurs environnementaux sont en
causes. Ces observations ont mené les chercheurs a proposer 1’hypothése de I’hygieéne de vie
et en particulier la modification de la flore intestinale comme facteur déclenchant de 1’allergie
et de I’asthme. Les études épidémiologiques et cliniques ont montré 1) une corrélation
positive entre 1’augmentation du risque d’asthme et d’allergie et [’augmentation de
I’utilisation des antibiotiques dans les pays industrialisés, 2) des corrélations entre 1’altération
de la flore fécale et les maladies atopiques (Tableau Il1) et 3) le succeés des probiotiques et le
changement d’habitudes alimentaire dans la prévention et la réduction de 1’allergie
(Huffnagle, 2010). Les études sur la composition du microbiote intestinal ont débuté en 2003,
mais dés 1999, Kirjavainen et Gibson soulignent le role essentiel de la microflore intestinale
dans le développement du systéme immunitaire et indique qu'une relation proche existe entre
la sensibilisation allergique et le développement de la microflore intestinale dans la petite

enfance (Kirjavainen et Gibson, 1999).

Dans la plupart des publications (Tableau III), les patients atteints d’allergie montrent une
décroissance du genre Bifidobacterium ainsi qu’une flore moins diversifiée que chez les sujets
sains. Le genre Clostridium, par contre, semble augmenté dans plusieurs études. Enfin, deux
études montrent des résultats concordants que ce soit pour la réduction du genre
Bifidobacterium ou des espéces Lactobacillus rhamnosus, casei et paracasei (Sjogren et al,
2008 ; Johansson et al, 2011). Ces trois Lactobacilles sont connus pour leurs r6les bénéfiques

sur I’inflammation.
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Etude chez :

Dysbiose dans I’allergie I-Ilz gzrg:te Type d’allergie : Bibliographies
A : Animaux
Diminution:
Bifidobacterium
E Dermatite atopique Watanabe et al, 2003
Augmentation :
Staphylococcus spp
Diminution:
Bifidobacterium
E (5ans) Sans précision Sepp et al, 2005
Augmentation :
Clostridium
Diminution:
Bifidobacterium
E (3ans) Eczéma Mabh et al, 2006
Augmentation :
Enterococcus
Aucune différene E (2-4 ans) Eczéma Kendler et al, 2006
Augmentation : Eczéma
Escherichia coli E (1 mois) Dermatite atopique Penders et al, 2006
Clostridium difficile
'é‘:gtg]r%%a;:;gé E (1-2 mios) Sans précision Songjinda et al, 2007
Diminution :
Eliife et Vi SuielEsEan E (5ans) Sans precision Stsepetova et al, 2007
Flore moins diversifiée
Flore moins diversifiée E (18 mois) Eczéma Wang et al, 2007
AUGTENENIT = E Asthme Vael et al, 2008
Bacteroides fragilis
Diminution:
Bifidobacterium
E (2 ans) Sans précision Suzuki et al, 2008
Augmentation :
Bacteroides
Flore moins diversifiée
g;ggggg;g'ﬂum E (5ans) Sans précision Sjogren et al, 2008
Lactobacilli (L. casei, L.
paracasei, L. rhamnosus)
[B)ilfriT]dlgch)J;I;grium E Sans preécision Van Zwol et al, 2010
Augmentation : E Allergie aux protéines de Thompson-Chagoyan et al,
Clostridium et Atopobium lait de vache 2011
Flore moins diversifiée E (6 ans) Sens_lblllsatlpn,_ rhm'Fe. Bisgaard et al, 2011
allergique et éosinophilie
Diminution : s
Lactobacilli (L. casei, L. E Selles d’enfants ayant Johansson et al, 2011

paracasei, L. rhamnosus)

des parents allergiques

Tableau Il11: Principales publications sur la dysbiose dans I'allergie et I'asthme
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Par ailleurs, il a été aussi démontré que la colonisation de souris par Candida albicans suite a
un traitement par des antibiotiques a larges spectres peut promouvoir le développement de
maladie allergie respiratoire. Cette réponse est maximale chez les souris qui ont recu un
traitement antibiotique et une prise orale de Candida albicans (Noverr et al, 2005 ; Noverr et

al, 2004).

D’autre part, comme nous 1’avons plus tot, le mode d’accouchement et 1’alimentation sont des
facteurs influengant la colonisation du microbiote intestinal chez le nouveau-né. D’aprés van
Nimwegen et al, I’accouchement par césarienne et une alimentation non maternelle pourraient
amener un risque plus important a I’enfant de déclarer une allergie et ce risque serait corrélé a

la présence de Clostridium difficile (van Nimwegen et al, 2011).

6.4 Dysbiose et pathologies rhumatismales

La premiére description du possible role de la flore bactérienne dans la pathologie arthritique
a été publiée dés la fin des années 1970. Des rats axéniques ont développé une inflammation
sévere avec une incidence de 100% aprés une injection soit de protéines de Mycobacterium
bovis ou de peptidoglycane de Staphylococcus epidermidis. Chez les rats contréles,
normalement colonisés, I’atteinte était peu importante et était présente que chez 20% des rats
avec I’injection de Mycobacterium bovis et absente chez les rats avec I’injection de
peptidoglycane de Staphylococcus epidermidis (Kohashi et al, 1979). Cette découverte
suggere que, bien qu'un microbiote ne soit pas nécessaire pour le développement d'arthrite, sa
présence a un effet atténuateur potentiel par la modulation de la réaction immunitaire. Une
observation importante impliquant la flore commensale du tractus intestinal dans un modele
différent d’arthrite a été faite par Taurog et al en 1994, quand ils ont montré que des rats
transgéniques HLA-B27 (un modéle spontané de spondylo-arthropathie) axéniques ne

développaient pas de troubles inflammatoires intestinaux ou articulaires, tandis que les lésions
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inflammatoires de la peau et des organes génitaux étaient inchangées (Taurog et al, 2007). Un
autre exemple avec des résultats similaires a été reporté dans un modele d’arthrite induit par
une injection d’antigénes de paroi de cellules streptococcique (van den Broek et al, 1994).
Dans ce modele, les animaux conventionnellement colonisés demeurent résistants a
I'inflammation, tandis que les rats axéniques deviennent susceptibles a la maladie arthritique,
principalement par la perte de tolérance des cellules T. Ces découvertes soutiennent le
concept que l'inflammation articulaire et le tractus intestinal sont interconnectés a travers le

role joué par le microbiote sur I’homéostasie du systéme immunitaire.

L’utilisation de souris gnotobiotiques a amélioré la compréhension du role de la flore
microbienne sur les caractéristiques inflammatoire de 1’arthrite. En effet, Abdollahi-Roodsaz
et al ont montré sur des souris déficientes en récepteur antagoniste IL-1 (IL1rn-/-), présentant
spontanément une arthrite par stimulation excessive par IL-1, qu’elles ne développaient pas de
maladie quand elles étaient élevées stérilement. Cependant, la mono-colonisation de souris
IL1rn-/- avec Lactobacillus bifidus a abouti a un début de maladie aussi rapide et de sévérité
comparable que celle observée chez des souris conventionnellement colonisées. De plus, les
auteurs ont montré que des souris doubles déficientes TLR2-/- et Il1rn-/- révélaient une
arthrite plus sévere, caractérisée par une réduction des fonctions suppressives de lymphocytes
T régulateurs (Treg) et par une augmentation de sécrétion d’IFNy. Quant aux souris TLR4-/-
et IL1rn-/-, elles ont été, au contraire, protégées contre l'arthrite sévére et présentaient une
diminution de cellules Th17 et une capacité réduite de production d’IL-17 (Abdollahi-

Roodsaz et al, 2008).

A la vue de ces données preliminaires, nous pouvons spéculer que des patients atteints de
pathologies rhumatismales sont porteurs d’une dysbiose qui peut déclencher une réaction
auto-immune chez des individus porteurs de facteurs génétiques prédisposant. Cependant, des

études complémentaires doivent étre réalisées pour définir les entérotypes protecteurs des
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entérotypes inducteurs, prévenir la maladie et améliorer le traitement réduit pour I’instant a
I’utilisation de la sulfasalazine, de I’hydroxychloroquine et du méthotrexate (Scher et
Abramson, 2011). Des premiéres études ont d’ailleurs montré que 1’utilisation de tétracycline

améliore les symptdmes en début de maladie (Tilley et al, 1995 ; O'Dell et al, 2006).

Enfin et bien qu’il n’y ait pas de rapport avec la dysbiose intestinale, il est intéressant de
remarquer les similitudes entre la polyarthrite rhumatoide et la parodontite qui ont été mises
en évidence dans de nombreuses publications depuis 1982. En effet, les deux maladies
présentent des troubles chroniques inflammatoires destructifs caractérisés par une
dérégulation de la réponse immunitaire. De plus, Porphyromonas gingivalis, bactérie
fréquemment (environ 70%) retrouvée dans les parodontites, posséde une enzyme capable de
citrulliner les protéines et donc capable d’induire des antigénes citrullinés. Des preuves
expérimentales ont été apportées en 1) montrant la corrélation entre le taux d’anticorps contre
Porphyromonas gingivalis et le taux d’anti-CCP chez les sujets atteints de PR et 2) en
montrant que les anticorps spécifiques de la PR étaient induits par 1’a-enolase citrulling, qui
montré des similitudes de séquences et des réactions croisées avec 1’enolase de
Porphyromonas gingivalis. Enfin, des études cliniques ont aussi démontré que le traitement
de la parodontite chez des patients avec PR avait des effets bénéfiques sur cette derniére que

ce soit au niveau clinique ou biologique (de Smit et al, 2011).
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6.5 Dysbiose et pathologies neurologiques

6.5.1 Sclérose en plaque
La sclérose en plaque est une maladie auto-immune chronique menant a une détérioration
progressive des fonctions neurologiques par démyélinisation associée a un état inflammatoire
et neurodegénératif du systeme nerveux central (Ochoa-Repéraz et al, 2010). Toutes les
¢tudes menées ont pour I’instant ¢été réalisées a partir d’une expérimentation sur
I’encéphalomyélite allergique de la souris qui est un modele de sclérose en plaque (SEP) chez
cet animal. Dans la premiere étude, des souris atteintes d’encéphalomyélite allergique ont été
traitées oralement avec un mélange dantibiotiques a larges spectres (ampicilline,
vancomycine, neomycine et métronidazole) pour réduire la flore intestinale. La réduction des
bactéries commensales a supprimé le déeveloppement de I’encéphalomyélite. Par contre, les
souris traitées par injection intrapéritonéale du mélange d’antibiotiques n’ont montré aucune
diminution significative de la flore intestinale et 1’encéphalomyélite s'est développée de
maniere semblable aux souris non traitées, suggérant que la réduction de l'activité de la
maladie est a rapprocher de la modification du microbiote intestinale (Ochoa-Repéraz et al,
2009). De méme, cette protection contre 1’encéphalomyélite a été associée a une diminution
des cytokines pro-inflammatoires et une augmentation d’IL-10 et IL-13. Le méme auteur a
aussi montré que chez les souris traitées, une sous-population lymphoide B CD5+ conférait
une protection contre la maladie (Ochoa-Reparaz et al, 2010). Enfin récemment, Lee et al ont
montré que des souris axéniques atteintes d’encéphalomyélite allergique développaient une
encéphalomyélite  significativement atténuée en comparaison avec des souris
conventionnellement colonisées. De plus, les souris axéniques présentaient une production de
cytokines pro-inflammatoires (IFNy et IL-17) abaissée et une augmentation des cellules T

régulatrices CD4+CD25+Foxp3 (Lee et al, 2011).
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Pour I’instant, seul I’animal a été étudié et avec des modéles d’encéphalomyélite créés par des
injections de produits allergiques, c’est pourquoi il est trop tdt pour affirmer un réle du
microbiote dans la genése de la sclérose en plaque. Des études chez ’homme et notamment

I’analyse du microbiome devront étre réalisées chez les sujets porteurs de sclérose en plaques.

6.5.2 Maladie de Parkinson
Un possible lien entre la dysbiose et la maladie de Parkinson a été soulevé par hasard par un
gastro-entérologue australien, Thomas Borody. En effet, il a observé qu’en traitant par
antibiothérapie un parkinsonien pour une constipation, les symptdmes du Parkinson
régressaient spontanément. Pour essayer de trouver un lien entre la maladie de Parkinson et le
microbiote, Borody et un neurologue, David Rosen, ont débuté une étude pilote en espérant
recruter des patients porteurs du Parkinson et atteints de constipation. L’étude ne portera pas
sur I’é¢tude du microbiote mais sur 1’efficacité du traitement. En premier lieu, un traitement
antibiotique sera entrepris et éventuellement une transplantation fécale a partir de donneurs

sains (Bugs from your gut to mine, NewScientist, 22 janvier 2011, 8-9).

6.5.3 Autisme
Le lien entre le microbiote intestinal et I'autisme, qui est un trouble du développement neural
et social, est suggéré par les observations suivantes : 1) Le début de maladie suit souvent une
thérapie antimicrobienne, 2) des anomalies gastro-intestinales sont souvent présentes au début
de l'autisme et persistent freqguemment, et 3) les symptémes de ’autisme sont parfois réduits
par un traitement oral de vancomycine, tandis que la rechute arrive a I’arrét du traitement
(Sekirov et al, 2010). De plus, I’examen de selles d’enfants atteints d’autisme a montré un
taux multiplié par dix de Clostridium spp. Enfin, les auteurs ont remarque que le traitement
antibiotique le plus utilisé avant la survenue de la maladie est 1’association

trimethoprime/sulfamethoxazole, traitement sans efficacité contre les Clostridium (Finegold et
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al, 2002). Finegold et al ont suggéré un certain nombre de mécanismes par lequel le
microbiote pourrait étre responsable de I'autisme incluant la production d’une neurotoxine par
un sous-ensemble de flore anormale, la production d'autoanticorps qui aboutit a la destruction
de certaines protéines associées aux neurones, ou la production microbienne d’un métabolite

toxique qui a des effets secondaires neurologiques.

6.6 Dysbiose et cancer colorectal

Le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus commun et la quatrieme cause de déces par
cancer dans le monde. Sa prévalence est surtout importante en Europe et aux Etats-Unis (2°™
et 3™ cause de mortalité par un cancer respectivement chez les femmes et chez les hommes)
(Boyle et Ferlay, 2005). Les symptdmes sont souvent absents dans les premiers temps de la
maladie, ce qui retarde d’autant plus le diagnostic et donc la prise en charge thérapeutique.
Quand la maladie est détectée tard, au stade des métastases, le taux de survie a 5 ans est de

10%. Par contre, si elle est détectée a un stade précoce, le taux de survie a 5 ans augmente a

90% apres la résection de la tumeur (Etzioni et al, 2003).

Comme dans de nombreuses pathologies tumorales ou auto-immunes, il est reconnu que le
cancer du coOlon est le résultat d’un mélange de facteurs tels que la génétique,
I’environnement, le régime et ’hygiene de vie. Tous ces parameétres pourraient interagir avec
le microbiote intestinal et avoir pour résultat une altération du profil de la flore durant la

genese et la croissance de la tumeur (Zhang et al, 2011).

La relation entre cancer et microbiote intestinal a été investiguée dés le début des années 1980
par des techniques de culture traditionnelles. Ces études sur la population des bactéries
anaérobies avaient déja montré une différence entre les selles d’individus sains et les selles

d’individus présentant un cancer du cblon (Vargo et al, 1980). Depuis, un nombre important
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de bactéries a été incriminé dans cette pathologie mais aussi différents mecanismes

cancérogenes.

6.6.1 Le microbiote intestinal dans le cancer colorectal (CRC) :
Les principales études depuis le début des années 2000 (Tableau IV) ont montré un lien entre
Streptococcus bovis (renommé S. gallolyticus) et le CRC. Les derniéres publications de 2010
ont confirmeé cette relation étroite mais ont étendu cette corrélation bactérie/pathologie a
d’autres maladies du tractus intestinal, telles que la maladie de Crohn et le syndrome de

I’intestin irritable (Al-Jashamy et al, 2010).

Deux études datant de 2011 n’ont pas vérifi¢é ces données sur Streptococcus bovis (S.
gallolyticus). La premiére a été pratiquée sur des selles de 119 individus sains et 60 individus
porteurs d’un cancer soit rectal (n=16) soit du colon (n=44) et analysées par pyrosequencage
(Sobhani et al, 2011). Le niveau de I’ensemble des bactéries ne différait pas entre le groupe
sain et le groupe cancer, cependant une différence significative a été observée dans le groupe
des Bacteroides/Prevotella. Le niveau de ce groupe de bactéries était plus élevé chez le
groupe cancer que dans le groupe normal. Par contre, aucun lien n’a pu étre relevé entre la
localisation, le stade de la tumeur et le niveau élevé du groupe Bacteroides/Prevotella. La
deuxieme étude, réalisée aussi par pyrosequencage, a permis de comparer le microbiome
d’une muqueuse cancérigéne d’une muqueuse adjacente non cancérigene a travers 6 patients
porteurs d’adénocarcinome du colon (Marchesi et al, 2011). Dans 5 cas sur 6, une différence
importante a été trouvée, mais il n’a pas été observé de bactérie « pathogéne ». Sur les tissus
cancéreux, 4 groupes de bactéries étaient surrepresentés Coriobacteridae, Roseburia,
Fusobacterium et Faecalibacterium. Ces 3 derniéres espéces bactériennes sont connues pour
étre productrices de butyrate. Cet AGCC posséde un pouvoir anti-inflammatoire, de plus
Faecalibacterium posséde aussi un réle anti-inflammatoire en secrétant des facteurs qui

bloquent I’activation des NF-kB et la production d’IL8. A 1’opposé, sur les tissus sains
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(adjacents aux tissus cancéreux), les entérobactéries sont fortement représentées. Ces

entérobactéries sont soupgonnées de posséder des pouvoirs cancéreux. Les auteurs suspectent

que la présence de ces entérobactéries jouerait un role dans I’extension des lésions

cancéreuses au niveau des tissus sains. Puis, quand la muqueuse est devenue cancéreuse, les

entérobactéries sont remplacées par des bactéries avec des propriétés anti-inflammatoires.

Cette intéressante théorie devra étre validée sur un échantillonnage plus important.

Bactéries associées a SR e - . _ .
CRC - H : Homme Evidence : Bibliographies
) A : Animaux
Helicobacter hepaticus A AR egulatlon . Fox et al, 2010
immunitaire (souris)
Clostridium septicum H Problemésgmque et Seder et al, 2010
Endocardite et CRC ~ Al-Jashamy et al, 2010
Barcelos et al, 2010
Chai et al, 2010
Streptococcus bovis (S. H Kim et al, 2010
gallolyticus) Pedrajas Ortiz et al, 2010
Gupta et al, 2010
Waisberg et al, 2002
Boleij et al, 2009
Bacteroides fragilis A Enterotoxine Wau et al, 2009
H Huang et al, 2003
Bacteroides vulgatus A CRC chez la souris Uronis et al, 2009
Augmentation au
Escherichia coli H niveau de la couche du Martin et al, 2004
mucus intestinal
Citrobacter rodentium A Murine hyperplasie Luperchio et Schauer, 2002
Citrobacter freundii CRC chez souris Newman et al, 2001
Bacteroides/Prevotella H AUTERELTEN SEE |25 Sobhani et al, 2011
selles de CRC
Entérobactéries H Role dans la genése ~ Marchesi et al, 2011

Tableau IV : Principales publications sur la dybiose et le cancer colorectal
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6.6.2 Mecanismes
Des récentes publications ont mis en évidence certains mécanismes sur le réle du microbiote
dans I’évolution de la pathologie. Ce mécanisme est double, d’une part via des signaux de
reconnaissance activant les Toll like recepteurs, la dysbiose stimule la sécrétion de facteurs de
croissances pro-cancerigenes et de médiateurs pro-inflammatoires. De méme, des signaux
autocrines et paracrines sont générés et vont amplifier le processus inflammatoire et
néoplasique (Arthur et Jobin, 2011). Indépendamment de ce mécanismes, certaines bactéries
et notamment les entérobactéries possédent des enzymes (B-glucuronidase, B-glucosidase,
azoreductase et nitroreductase) capables de former des métabolites potentiellement

cancérigenes s’ils ne sont pas éliminés rapidement par 1’héte. (Figure 16).

¥ % METABOLOME
Microbiota _ p-glucuronidase
S # Bacterial enzymes_ p_glucusidase Pro-carcinogen
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Figure 16 : Le microbiote intestinal favorise I'inflammation et la néoplasie dans le colon d'apreés
Arthur et Jobin, 2011
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6.6.3 Conclusion
Les événements menant au développement du cancer colorectal sont complexes. L’évidence
que le microbiome intestinal est un participant actif & la pathologie augmente cette
complexité. Nombreuses questions restent en suspens, le changement de flore intestinal est-il
la conséquence de cette pathologie et I’aggrave-t-elle ? Ou en était-elle la cause principale ?
Des études sur des souris axéniques colonisées par des différentes flores pourront aider a la
résolution de ces questions. De plus, un germe est-il responsable de cette pathologie ? Les
progrés continus dans les technologies a haut débit de séquencage et 1’identification d’un

noyau du microbiome pourront répondre a cette interrogation.

6.7 Autres pathologies

D’autres pathologies intestinales et systémiques ont été aussi reliées a la flore bactérienne

intestinale.

Au niveau intestinal, le traitement antibiotique a large spectre peut entrainer des dysbioses
provoquant des diarrhées, dans ce cas aucun germe n’est considéré comme pathogéne, a
I’inverse de la diarrhée a Clostridium difficile post-antibiotique ou les toxines A et B sont

responsables des symptomes.

Au niveau systémique, une des premiéres maladies génétiques ou la dysbiose a été décrite est
la fievre méditerranéenne familiale (FMF). La FMF est causée par des mutations au niveau du
gene MEVF, qui code pour la pyrine, un important régulateur de I’immunité innée. Une
différence a été observée entre les patients atteints de la forme active, les patients en
rémission et les sujets sains. La diversité microbienne était sensiblement réduite dans la forme
active. Par contre, et étrangement, la diversité du microbiote était plus importante chez les
patients en rémission que chez les sujets sains. L’auteur explique ce phénoméne par une
recolonisation différente du microbiote chez I’adulte sain comparé a 1’adulte atteint
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d’inflammation induite par la FMF (Sekirov et al, 2010). De méme, dans le syndrome de
fatigue chronique (SFC), pathologie caractérisée par une fatigue persistante, invalidante et
non expliquée et qui est accentuée par les efforts physiques et mentaux, plusieurs
investigations ont montré un état de dysbiose avec diminution du taux de Bifidobacteria et
augmentation du taux de bactéries aérobies. En approfondissant la recherche sur les bactéries
aérobies, il a ét¢ montré que chez les sujets atteints de SFC, le pourcentage d’E. coli dans la
flore aérobie était de 49% alors qu’il est de 92,3% chez les sujets sains. Cette diminution d’E.
coli est contrecarrée par la présence plus importante d’Enterococcus et de Streptococcus,
especes bactériennes produisant de 1’acide lactique. Enfin, il existe une corrélation positive
entre le taux d’Enterococcus et les déficits neurologiques et cognitifs (pertes de mémoires,

confusions, nervosité...) (Lakhan SE et Kirchgessner, 2010).

Certaines pathologies systémiques sont dues a des infections bénignes gastro-intestinales et
qui pour des raisons encore mal connues, ont des retentissements extra-intestinaux. C’est le
cas du syndrome de Guillain-Barré, maladie auto-immune post infectieuse et souvent associée
a une gastro-entérite a Campylobacter jejuni. Un possible réle d’Yersinia enterolitica dans le
développement des pathologies thyroidiennes auto-immunes a aussi été décrit, via un
mimétisme moléculaire entre ’OMP (Outer Membrane Protein) de Y. enterolitica et le
récepteur thyréotrope (Guarneri et al, 2011). Une récente étude prospective se basant sur la
sérologie anti-OMP d’Y. enterolitica n’a pas pu établir de relation entre I’infection
bactérienne et la pathologie thyroidienne (Effraimidis et al, 2011), cependant la majorité des
pathologies auto-immunes thyroidiennes étant la conséquence d’une réaction immunitaire
cellulaire, d’autres études devront étre menées pour affirmer une relation entre la dysbiose et
les troubles thyroidiens. L’exploration future du microbiome dans diverses pathologies
inflammatoires et/ou auto-immunes devrait amener a découvrir d’autres maladies liées a

[’altération de la flore microbienne intestinale.
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7 Perspectives

7.1 Diagnostics

Malgre toutes les avancées sur la connaissance du microbiote intestinal humain, de nombreux
points empéchent pour I’instant la mise en place de méthodes de diagnostics biologiques de la
dysbiose en routine. En effet, au niveau phylogénétique, qui a été ces derniéres années
largement exploré, les techniques moléculaires de séquencage a haut débit sont encore du
domaine de la recherche et leurs colits, méme s’il a baiss¢, restent importants. De plus, ces
techniques requierent du matériel onéreux et du personnel hautement qualifié. De nos jours,
les techniques bactériologiques de routine sont essentiellement des méthodes de culture de
bactéries non adaptées a rechercher une dysbiose (80% de la flore est anaérobie, proportion
importante de bactéries non cultivables), mais a dépister une infection aigiie. L apparition de
la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, technique
nouvellement apparue et ayant de tres bon résultat pour 1’identification des germes, ne pourra

pour I’instant pas étre utilisée car réservée a des échantillons monomicrobiens.

Au-dela des problémes techniques, se pose le probleéme de 1’échantillonage du microbiote
intestinal. Comme nous 1’avons vu dans la partie « communautés intestinales chez
I’Homme », la flore microbienne est différente qu’on se place au niveau du mucus ou de la
lumiére du colon. Cette derniéere localisation présente par contre de fortes similitudes avec les
selles. Dans la majorité des études du microbiote chez I’homme, les prélévements étaient
réalisés au niveau des selles qui présentent 1’avantage d’étre facilement accessibles alors que
la flore mucale a été¢ peu explorée. Il parait primordial d’analyser le microbiote présent au
niveau du mucus car les interactions hotes-bactéries se réalisent a ce niveau entrainant

inflammation et dysrégulation immunitaire.
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Comme nous I’avons déja vu, la grande majorité des bactéries intestinales dominantes n’ayant
pas été ou ne pouvant pas étre cultivée, le contenu génomique de cette communauté reste en
Mmajeure partie inconnu. Cependant, I’avénement des techniques de séquencage a haut débit
contribue a la découverte des génes des bactéries cultivables ou non cultivables. De plus, des
tests de criblage ont été développés récemment. De longs fragments (environ 40kb) d’ADN
métagénomique ont été clonés dans Escherichia coli. Plus de 100000 clones peuvent étre
obtenus a partir d’un seul échantillon. Grace a des automates de grande capacité, ces clones
peuvent étre passés au crible a la recherche des fonctions sélectionnées. Cette approche a été
mise en ceuvre pour découvrir de nouvelles enzymes et des activités antimicrobiennes
(Corthier et Doré, 2010). Ces premiers développements ont laissé entrevoir des promesses
majeures pour I’amélioration de la compréhension des interactions microbe-aliment, microbe-
hote et microbe-microbe (Doré et Corthier, 2010). L’exploration de ce microbiome est
actuellement en cours, grace a plusieurs programmes tels que le MetaHIT financé par la
Commission Européenne, le programme GMGE Micro-Obes financé par I’agence frangaise
de la recherche et les programmes Roadmap du NIH. Au niveau international, ces
programmes sont structurés au sein du IHMC, co-présidé par le NIH et la Comission

Européenne.

En conclusion, les résultats des programmes fourniront d’importantes informations sur les
caracteres génomiques et fonctionnels conserveés et variables de 1’écosysteme, la description
de ceux qui sont spécifiques de I’environnement intestinal et associés au meilleur potentiel
diagnostique. C’est a partir de ces données que la mise au point de méthodes de diagnostics

biologiques de routine pourra étre mise en place.
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7.2 Traitements

7.2.1 Prébiotiques
Les prébiotiques sont définis comme des ingrédients alimentaires non-digestibles par les
enzymes humaines qui, quand ils sont consommés en quantité suffisante, stimulent
sélectivement la croissance et/ou ’activité d’une ou d’un nombre limité d’un genre ou d’une
espece microbienne au niveau du microbiote intestinal et qui confére des bénéfices sur la
santé de 1’héte (Roberfroid et al, 2010). Le mélange de prébiotiques et probiotiques est défini

comme des symbiotiques.

L’utilisation des prébiotiques a surtout été ¢tudiée dans leurs présumés roles bénéfiques sur
I’obésité et les syndromes métaboliques. En effet, les substances nutritives possédant des
propriétés prébiotiques permettent, en altérant le microbiote intestinal, de stimuler la fonction
endocrine de I’intestin par augmentation de la production cellulaire de GLP-1 et GLP-2, et de
moduler P’activation du systéme endocannabinoide au niveau de I’intestin et des tissus
adipeux. Tous ces mécanismes contribuent a diminuer la perméabilité intestinale en
améliorant la distribution des protéines de jonctions telles que la ZO-1 (zonula occludens 1)
et I’occludine, et de plus, a diminuer 1’endotoxinémie et donc I’inflammation. Pour rappel,
I’augmentation de la GLP-1 induit une diminution de la consommation alimentaire, de la

masse graisseuse, de la glycémie et de la résistance a I’insuline (Delzenne et al, 2011).

7.2.2 Probiotiques
Les probiotiques ont été décrits pour la premiére fois par Lilly et Stillwell en 1969, mais ce
n’est que récemment (2001) qu’ils ont été définis par ’OMS comme des organismes vivants
qui, quand ils sont consommés en quantité adéquate, conférent un bénéfice sur la santé de

I’hote. Les potentiels mécanismes d’action des probiotiques incluent I’'immunomodulation, un
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effet direct sur les bactéries commensales et pathogenes en inhibant le risque d’infection et en
restaurant [’homéostasie et la modification de toxines pathogeénes et des produits de 1’hote

(Oelschlaeger, 2010).

De nombreuses études ont été réalisés sur 1’efficacité des probiotiques sur de nombreuses
pathologies et notamment les diarrhées induites par les antibiotiques, les diarrhées a
Clostridium difficile et les maladies inflammatoires de I’intestin. Une récente étude a montré
que les probiotiques Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei sont bien tolérés et
efficaces dans la réduction du risque de développement des diarrhées post-antibiotiques et a
C. difficile (Gao et al, 2010). De méme, I’utilisation de la levure Saccharomyces boulardii
selon une récente méta-analyse (McFarland, 2010) a été préconisée pour les diarrhées du
voyageur et post-antibiotiques. Les symptdmes et la qualité de vie chez les sujets atteints du
syndrome de I’intestin irritable seraient aussi grandement améliorés par le traitement utilisant
Bifidobacterium bifidum (Guglielmetti et al, 2011) et Saccharomyces boulardii (Choi et al,
2011). Pour le traitement des maladies inflammatoires de 1’intestin, 1’utilisation de différents
probiotiques a permis d’observé des résultats variés. Des essais de petites tailles ont montré
des résultats prometteurs pour trois probiotiques sur I’induction et le maintien de la rémission
dans la rectocolite hémorragique. Escherichia coli Nissle 1917 (Kruis el al, 2004) et
Lactobacillus rhamnosus GG (Zocco et al, 2006) ont montré une activité équivalente a la
mesalazine dans le maintien de la rémission des RCH. Dans une autre étude, un mélange de
bactéries nommé VSL#3, contenant 5.10" cellules/g de trois Bifidobacteria (B. longum, B.
infantis et B. breve), quatre Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp
bulgaricus et L. plantarum) et un Streptococcus (Stretptococcus salivarius subsp
thermophilus), a montré son innocuité et son efficacité sur le traitement des formes modérées
de RCH (Sood et al, 2009). De plus, chez les patients non répondeurs aux traitements

conventionnels, VSL#3 a montré un taux d’induction/maintenance de la rémission de 77%
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(Bibiloni et al, 2005). Par contre, les résultats des études sur ’utilisation des probiotiques dans

I’induction et la maintenance de la maladie de Crohn sont moins pertinents.

Les mécanismes d’actions, publiés a ce jour, des probiotiques ont été listé dans une revue de
Gastroenterology Research and Practice (Yoon et Sun, 2011). Les espéces bactériennes
utilisées comme probiotiques sont multiples et variées d’ou un nombre important d’effecteurs.
On peut citer le role anti-inflammatoire de certains lactobacilles via la modulation du signal
NOD?2 (récepteur pour la reconnaissance des bactéries intracellulaires et identifié comme un
acteur important dans la maladie de Crohn). Les probiotiques ont aussi un effet
immunomodulateur par action sur les Toll-Like receptors (TLR), le NF-«xB, les MAPK

(mitogen-activated protein kinase) et les INK (c-Jun NH2-terminal kinase).

Malgré de nombreuses études prouvant le rdle des probiotiques dans le traitement et la
prévention de diverses maladies, il semble prématuré de conclure sur leurs activités cliniques
du fait des expérimentations hétérogenes et de la méconnaissance encore importante du lien
entre 1’espece bactérienne et D’action induite. De plus, les probiotiques sont souvent
commercialisés en mélange d’ou la difficulté de « maitriser » I’effet escompté. Comme le
citait Didier Raoult dans un article 2009, certains probiotiques, qui sont utilisés comme
facteurs de croissance dans I’industrie agricole, sont aussi employés dans la santé humaine. Il
préconisait donc de plus amples études pour conclure a I’innocuité de ces produits pour

I’homme et en particulier sur I’obésité (Raoult, 2009).

97

BONAITI
(CC BY-NC-ND 2.0)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bibiloni%20R%22%5BAuthor%5D

7.2.3 Antibiotiques
Nous I’avons vu dans I’obésité, le traitement antibiotique de souris obéses porteuses de
dysbiose rééquilibre le microbiote et diminue I’extraction et le stockage de matiére grasse. Cet
effet bénéfique pourrait étre aussi observé dans d’autres pathologies (maladie de Parkinson)
mais de plus amples études doivent étre réalisées. Cependant, a I’arrét de I’antibiothérapie, la
dysbiose ainsi que le déséquilibre d’apports énergétiques réapparaissent trés rapidement. De
plus, I’antibiothérapie prolongée peut entrainer un déséquilibre de flore et potentiellement un
risque de diarrhées et/ou de colonisation de Clostridium difficile, il parait donc peu plausible

d’entrevoir une voie thérapeutique.

7.2.4 Transplantation fécale
Une approche alternative aux traitements per os, la transplantation fécale, a été pour la
premiére fois décrite en 1958 dans le traitement d’entérocolites pseudomembraneuses
fulminantes (Eiseman et al, 1958). Au cours des décennies suivantes, un faible nombre
d’études ont été réalisées sur la transplantation fécale, mais un regain d’intérét de cette

technique est apparu dans les derniéres années.

7.2.4.1 Choix des patients

La grande majorité des patients ayant subi une transplantation fécale étaient atteints de
diarrhée a Clostridium difficile et en échec thérapeutique. Le reste des transplantations ont été
réalisées sur des sujets porteurs de constipation, de syndrome de 1’intestin irritable, de maladie
de Crohn et de rectocolite hémorragique, cependant le nombre de cas est tres faible (Landy et

al, 2011).
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7.2.4.2 Choix des donneurs

Le risque potentiel de transmission de virus, bactéries ou parasites, est un probleme important
dans ce type de traitement, cependant aucun « guideline » existe actuellement pour le
screening des donneurs. Actuellement, il est proposé comme protocole de screening, un
interrogatoire sur 1’historique de pathologies intestinales (douleurs, cancers, polypes), une
non-utilisation des antibiotiques pendant au moins 6 semaines, un bilan sérologique portant
sur une numération formule plaquette, un bilan hépatique et des sérologies contre les hépatites
A, Bet C,les HIV 1 et 2, les HTLV I et II, le CMV, I’EBV et la syphilis, ainsi que des
analyses de selles pour la recherche microscopique d’ceufs et parasites, une coproculture pour
recherche des bactéries pathogenes classiques ainsi que la détection de la toxine A et B de

Clostridium difficile (Landy et al, 2011).

7.2.4.3 Voie d’administration

Le premier rapport d’Eiseman et al décrivit une administration par des lavements fécaux.
Cette technique perdura jusqu’en 2008. Par contre, les derniéres transplantations ont été
réalisées par instillation au niveau du colon via colonoscopie ou par tubage nasogastrique,

nasoduodénal ou nasojéjunal (Landy et al, 2011).

7.2.4.4 Préparation du patient avant transplantation

La préparation du patient avant transplantation est variable suivant la méthode employée pour
I’administration des selles. Pour les techniques d’administration par lavements, un traitement
par lavage intestinal par du polyéthyléne glycol (PEG) a été instauré, associé ou non a des
traitements antibiotiques variables (aucune recommandation sur la classe des antibiotiques et

la durée du traitement). Pour les administrations par colonoscopie, seul un traitement par
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vancomycine pendant 4 jours précédant la transplantation et par oméprazole la veille et le jour

de ’intervention est administré.

7.2.45 Préparation des selles

L’intervalle entre I’obtention des selles du donneur et son administration au patient dans les
différents cas n’a pas excédé 24 heures, les selles étant diluées dans du sérum physiologique

stérile et instillées dans un volume compris entre 50 et 500 ml.

7.2.4.6 Resultats cliniques

Pour les patients atteints de diarrhées a Clostridium difficile, la transplantation fécale a stoppé
les symptbmes de diarrhées chez 145 patients sur 166 (87%) dans un délai court sur
I’ensemble des publications. Dans 5 études, la négativation du test de dépistage de la toxine

de C. difficile a été aussi constatée.

Pour la rectocolite hémorragique, sur 8 patients, tous ont répondu et resté en rémission entre 6
mois et 13 ans (Bennet et al, 1989). Dans la série de Borody et al, la réponse (clinique et
endoscopique) au traitement a été observée entre 1 semaine et 6 semaines apres

transplantation (Borody et al, 2003).

7.2.4.7 Résultats sur la composition des selles aprés transplantation

Relativement peu d’études ont essay€¢ d’analyser les selles avant et apres transplantation
fécale. Dans 1’une d’elles, les auteurs ont analysé les selles par culture bactérienne avant
transplantation, puis pendant 1’antibiothérapie précédant la transplantation et enfin apres. Il
s’est avéré que les Bacteroides étaient absents lors des 2 premiéres analyses, mais présents
lors de la troisieme (Tvede et Rask-Madsen, 1989). Plus récemment, 2 études ont employe des
techniques moléculaires pour caractériser 1’évolution de la flore. Khoruts et al ont démontré

une réduction des Firmicutes et Bacteroides chez un patient atteint de diarrhées a Clostridium
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difficile. Suite a la transplantation, il y a eu un rapide changement au niveau du microbiote,
celui-ci tendant a étre similaire au microbiote du donneur (Khoruts et al, 2010). Grehan et al
ont entrepris I’analyse sur les selles de 10 patients qui ont subi une transplantation fécale
(Grehan et al, 2010). De méme que précédemment, un important changement du microbiote a
été observé sur les 10 selles, la flore microbienne nouvellement implantée présentant une
grande similitude avec celle du donneur. De plus, cette étude, qui a été prolongee sur 24
semaines, a montré une stabilité des microbiotes sur cette durée, prouvant que la modification
de la flore n’était pas transitoire a I’inverse des traitements par des probiotiques ou

antibiotiques.

7.2.4.8 Conclusions

A partir de ces données, il parait évident que la transplantation fécale modifie de facon
durable la composition du microbiote humain. Cependant, les études sont trop hétérogenes au
niveau des donneurs, des conditions d’administration et de la préparation des selles pour
conclure sur D’efficacité de ce traitement. De plus, les réponses cliniques n’ont pas été
quantifiées de la méme facgon et restent subjectives. De méme, les études sur la composition
des selles trop rares. La standardisation de ces études est nécessaire pour réellement apprécier

le potentiel thérapeutique de la transplantation fécale.
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8 Conclusions

Nous ne sommes qu’aux prémices de 1’¢tude de la flore intestinale. Cependant il apparait
évident qu’au vu de la densité bactérienne vivant en symbiose et des fonctions biologiques
(métaboliques, protections contre les infections et immunologiques) apportées a 1’hdte que
son réle est primordial dans la santé humaine. Les nouvelles techniques moléculaires ont
permis, en abaissant les colts, de démontrer que la génétique, mais aussi les facteurs
environnementaux influencaient la composition du microbiote. Cependant, malgré ces
variations, un noyau constant de bactéries porté par les individus sains a pu étre observé ce
qui traduit I’eubiose. Ces ¢tudes phylogénétiques du microbiote ne semblent pas suffisantes
pour comprendre 1’ensemble des interactions, ¢’est pourquoi la prochaine étape concerne la

découverte du microbiome intestinal.

L’¢étude des selles et des biopsies intestinales chez des sujets porteurs de pathologies aussi
diverses que 1’obésité, le diabete de type I et 11, les maladies inflammatoires de I’intestin, des
troubles neurologiques, les maladies allergiques (asthme, maladie cceliaque), maladies
rhumatismales et le cancer du cdlon ont montré un déséquilibre de la flore intestinale, la
dysbiose. A partir de ce déséquilibre, plusieurs mécanismes métaboliques, inflammatoires ou
tumoraux ont pu étre mis en évidence prouvant que la dysbiose est un composant a ne pas
négliger dans ces pathologies. A partir de cette constatation, des traitements par voie orale
(prébiotiques, probiotiques) ou par transplantation fécale pour rééquilibre la flore intestinale
ont permis d’obtenir des premiers résultats encourageants sur des pathologies telles que les

diarrhées a Clostridium difficile et la rectocolite hémorragique.

Cependant, beaucoup de questions restent en suspens, que ce soit au niveau bactériologique
avec la mise en évidence d’une famille ou d’un germe pathogene, au niveau immunologique

avec la précision des mécanismes induisant I’inflammation, mais aussi au niveau
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thérapeutique avec le réle des pré- et probiotiques et le développement de nouvelles
approches telles que la transplantation fécale. La dysbiose apparaissant souvent avant la
symptomatologie de la maladie, un diagnostic préventif pourrait étre réalisé sur des sujets a

risque ainsi qu’un traitement pour rétablir 1’eubiose.
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RESUME

Deés la naissance, le corps humain est colonisé de I’extéricur (peau et muqueuses) mais aussi
de I’intérieur (sphere ORL, tube digestif) par un ensemble de bactéries. Au niveau du tractus
intestinal, la communauté bactérienne est estimée a 10** bactéries et est composée de plus de
1000 especes différentes. Cette communauté appelée anciennement flore (ou microflore)
intestinale est dorénavant nommé microbiote. L’ensemble des génes portés par ce microbiote
est appelé microbiome. Cependant, pour des raisons encore mal connues, cette flore peut se
déséquilibrer, le terme de dysbiose est employeée, ce qui peut entrainer différentes pathologies
intestinales et systémiques.

Cette thése bibliographique portera dans une premiére partie sur les données récentes sur
I’évolution de la composition du microbiote intestinal de la naissance jusqu’a 1’age adulte
ainsi que sur les fonctions métaboliques, immunitaires et protectrices contre les organismes
pathogeénes qu’il confére a 1’hote.

Puis, dans une seconde partie, les pathologies intestinales et systémiques associées a la
dysbiose et plus particulierement I’obésité et les maladies inflammatoires de I’intestin seront
abordées.

Enfin, dans une derniére partie, il sera fait un point a la fois sur les perspectives d’exploration
de I’eubiose ainsi que de la dysbiose mais aussi sur les perspectives thérapeutiques, comme
I’emploi des prébiotiques et/ou probiotiques ainsi que la transplantation fécale.
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