UNIVERSITE DE LIMOGES

Faculté de Pharmacie

ANNEE 2013 THESE N°......

Place des probiotiques dans le traitement de

diverses pathologies intestinales

THESE POUR LE DIPLOME D'ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE
présentée et soutenue publiquement
le 29 octobre 2013

par

Catherine PIQUEPAILLE

née le 13 mars 1987, a Limoges

EXAMINATEURS DE LA THESE

Madame le Professeur Sylvie ROGEZ ...............c......... Président et directeur de thése
Madame Jeanne MOREAU, Maitre de CONfEreNCEeS..........coooveueeeieveiiiiieeiiieeeiiees Juge

Mademoiselle Isabelle PAILLER, Docteur en pharmacie ..............ceevvvveveeveeeeeeennne. Juge




UNIVERSITE DE LIMOGES

Faculté de Pharmacie

ANNEE 2013 THESE N°......

Place des probiotiques dans le traitement de

diverses pathologies intestinales

THESE POUR LE DIPLOME D'ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE
présentée et soutenue publiquement
le 29 octobre 2013

par

Catherine PIQUEPAILLE

née le 13 mars 1987, a Limoges

EXAMINATEURS DE LA THESE

Madame le Professeur Sylvie ROGEZ ..............cc......... Président et directeur de thése
Madame Jeanne MOREAU, Maitre de CONfEreNCEeS..........ccoovvveveieveeiiiieeiieeeieeees Juge
Mademoiselle Isabelle PAILLER, Docteur en pharmacie ..............ceevvvveveeveeeeeeennne. Juge




Université | ecuure
de Limoges | DEPHARMACIE

W

DOYEN DE LA FACULTE : Monsieur le Professeur Jean-Luc DUROUX

1°" VICE-DOYEN : Madame Catherine FAGNERE, Maitre de Conférences

2°™ VICE-DOYEN : Monsieur Serge BATTU, Maitre de Conférences

PROFESSEURS :

BATTU Serge CHIMIE ANALYTIQUE

BENEYTOUT Jean-Louis BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE
BOTINEAU Michel BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE
BROSSARD Claude PHARMACOTECHNIE

BUXERAUD Jacques CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
CARDOT Philippe CHIMIE ANALYTIQUE ET BROMATOLOGIE
DELAGE Christiane CHIMIE GENERALE ET MINERALE
DESMOULIERE Alexis PHYSIOLOGIE

DUROUX Jean-Luc BIOPHYSIQUE, BIOMATHEMATIQUES ET INFORMATIQUE
MAMBU Lengo PHARMACOGNOSIE

ROUSSEAU Annick BIOSTATISTIQUE

VIANA Marylene PHARMACOTECHNIE

PROFESSEURS DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS DES
DISCIPLINES PHARMACEUTIQUES :

LACHATRE Gérard TOXICOLOGIE
MOESCH Christian HYGIENE, HYDROLOGIE ET ENVIRONNEMENT
ROGEZ Sylvie BACTERIOLOGIE ET VIROLOGIE

MAITRES DE CONFERENCES :
BASLY Jean-Philippe CHIMIE ANALYTIQUE ET BROMATOLOGIE
BEAUBRUN-GIRY Karine PHARMACOTECHNIE




BILLET Fabrice

CALLISTE Claude
CLEDAT Dominique
COMBY Francis
COURTIOUX Bertrand
DELEBASSEE Sylvie
DEMIOT Claire-Elise
FAGNERE Catherine
FROISSARD Didier
JAMBUT Anne-Catherine
LABROUSSE Pascal
LEGER David

LIAGRE Bertrand

LOTFI Hayat
MARION-THORE Sandrine
MARRE-FOURNIER Frangoise
MILLOT Marion

MOREAU Jeanne

PASCAUD Patricia
POUGET Christelle

SIMON Alain
TROUILLAS Patrick
VIGNOLES Philippe

PROFESSEUR CERTIFIE :
ROUMIEUX Gwenhaél

PHYSIOLOGIE

BIOPHYSIQUE, BIOMATHEMATIQUES ET INFORMATIQUE
CHIMIE ANALYTIQUE ET BROMATOLOGIE

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
PHARMACOLOGIE ET PARASITOLOGIE
MICROBIOLOGIE, PARASITOLOGIE ET IMMUNOLOGIE
PHARMACOLOGIE

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE
BOTANIQUE ET CRYPTOGAMIE

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE
TOXICOLOGIE

CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE
PHARMACOGNOSIE

MICROBIOLOGIE, PARASITOLOGIE ET IMMUNOLOGIE

PHARMACIE GALENIQUE - BIOMATERIAUX CERAMIQUES
CHIMIE ORGANIQUE ET THERAPEUTIQUE

CHIMIE GENERALE ET MINERALE
BIOPHYSIQUE, BIOMATHEMATIQUES ET INFORMATIQUE
BIOPHYSIQUE, BIOMATHEMATIQUES ET INFORMATIQUE

ANGLAIS

ASSISTANT HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DES DISCIPLINES

PHARMACEUTIQUES :
IMBERT Laurent

CHIMIE ANALYTIQUE ET BROMATOLOGIE



REMERCIEMENTS

A Madame Sylvie ROGEZ,

Professeur de Bactériologie - Virologie et Praticien hospitalier,

Pour m’avoir fait 'honneur de diriger et de présider cette these,
Pour m’avoir accordé de votre temps dans I'élaboration de ce travail,
Pour votre aide précieuse, votre gentillesse et vos compétences,

Veuillez trouver ici I'expression de ma sincere gratitude, de toute mon estime et de

mon profond respect,

Recevez mes plus sinceres remerciements.

A Madame Jeanne MOREAU,

Maitre de conférences en Microbiologie - Parasitologie - Immunologie,

Pour I'honneur que vous me faites de siéger au sein du jury de cette thése,
Pour l'intérét que vous avez bien voulu porter a ce travalil,

Recevez tous mes remerciements et soyez assurée de ma respectueuse

reconnaissance.

A Mademoiselle Isabelle PAILLER,

Docteur en pharmacie, titulaire de la pharmacie PAILLER a Bellac,

Pour m'avoir accueillie dans votre officine avec autant de sympathie,
Pour avoir accepté de juger ce travalil,
Pour votre gentillesse, votre patience, vos encouragements et vos conseils,

Vos qualités humaines sont un exemple pour moi et j'espére que je serai une

pharmacienne a la hauteur de ce que vous m’avez apporté,

Recevez mes sincéres remerciements et ma profonde gratitude.



A mes parents,

Pour m’avoir toujours soutenue et encouragée dans mes choix,

Pour la confiance, la patience et la bienveillance dont vous avez fait preuve tout au

long de mon parcours,
J'espére que je suis et que je serai a la hauteur de vos attentes,

Recevez cette thése en guise de remerciements, avec toute mon affection.

A mes grands-parents, Renée et Marcel,
Pour votre amour et votre gentillesse qui font de vous des grands-parents
exceptionnels,

Mamie, tu m’as toujours dit affectueusement « ne remets jamais au lendemain ce que

tu peux faire le jour méme », mais j'ai encore des efforts a faire !

Une pensée pour mes grands-parents de cceur, Marcelle et Pierre, qui m'ont tant

apporté. Qu'ils veillent sur moi pour toujours.

A mes soeurs, Véro et Isa,

Pour votre présence a mes c6tés et votre soutien,
Je suis fiére d’avoir deux grandes sceurs comme vous,

Merci pour tout mes « sister » et plein de bisous a mon neveu Aubin qui a vu le jour

pendant la rédaction de cette these.

A Tony,

Pour la patience, les encouragements et le soutien indéfectible que tu m’as apporté
au cours de ces dures années d'études et tout au long de ce travail,

Merci d’étre la pour moi jour apres jour et de rendre ma vie plus belle,

Je t'aime.



A mes amies de toujours, Tatiana et Maria,

Ma Poupoune, nous avons partagé tellement de choses ensemble depuis la
maternelle que je te considére comme une sceur, qui m'accompagne avec tendresse

et bienveillance,

Maria, méme si tu es maintenant bordelaise, la distance ne nous empéche pas de
partager toujours autant de fous rires complices,

Je vous remercie toutes les deux pour tous ces bons moments passés ensemble, en
espérant gqu'ils soient encore tres nombreux, mais je n’en doute pas car je sais que

notre amitié est éternelle.

A Steph, Valou, Marie, Adeline, Marine et Anais,

Pour cette belle amitié que nous avons pu créer grace a notre passion pour la danse,
Pour tous ces moments partagés ensemble,

Je vous remercie ma « glitter team ».

Enfin, je tiens a remercier tous les copains de fac, et plus particulierement Sophie.



TABLES DES MATIERES

REMERCIEMENTS ....ooiiiiittiiiititeteeeeeeeeeeee et eeaeeeeeee e e eeeseees e s et eees s eaeasaeeesssssesneenneennnnnnees 4
TABLES DES MATIERES ... .o, 7
INTRODUGCTION ....cetttttitteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseeseseeeeseesessassseessessesssnsnnessnnesnssnnennnes 14
PREMIERE PARTIE : LE SYSTEME DIGESTIF ....ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 16
1. ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE .....ovvtiiiiiiiiiiiiiieiiieieieeeeeeseesssasssssssssssssssssssssssssnssssennnes 17

1.1. VU d'enSEMDIE ... 17

1.2. Histologie du tube digestif ... 18

1.2.1. LA MUQUEUSE ....uuiieeeeieeeeiiii ettt e e e e et e et e e e e e e e e e s e n e e e e eennnnnaans 19

2t I R =T o 4 = 11 3 PP 19

N - W = g 1 g = W o] o] ] £ = W 19

1.2.1.3. La MUSCUIAIIS MUCOSAE .......cceiiiieiieieeeeeeeeeee e 20

1.2.2. L8 SOUS-MUQUEUSE ......eietuieiie ettt ettt e e eeieeeta s e eet e eeta e eet s eetn e eatseeenaeeetnseennaaes 20

1.2.3. LA MUSCUIBUSE ...ttt ees e s s e e snnnnnnnne 20

O S - =T T L PN 20

1.3. SYStEME NEIVEUX ENEEIIUE. .....uvueei e e e eeeeeeeiiee e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e aaaaaans 21

2. L' INTESTIN ettt et e e e e e e e e e e e e e e e s et eeeeeeeeesannnnnneeeeas 22

2.1 L'INtESHIN GrelE....ooeeiiiiiiieiiieieeeeee ettt 22

2.1.1. LeS PlIS CIFCUIAINES ... s 22

2.1.2. Les VIlloSItES INtESHNAIES ... 22

2.1.3. LeS MICTOVIIOSITES ... e 23

2.2. L grOS INEESTIN....eiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt ettt ettt e e eee e e e e e eneeeenees 24

3. SYSTEME IMMUNITAIRE INTESTINAL. ... 26

3.1. Rappels sur FIMMUNITE ... 26

3. L1 IMMUNIEE INNEE....ccci i 26

3.1.2. IMMUNItE @daPLIALIVE .....coeeiiiiiiiiieiie e 27

3.2. Systeme lymphoide associé a I'lNteStiN.......ccoovie i, 28

3.2.1. Compartiment INAUCTEUN ..........uuuiiiie e e eeeeans 28

3.2.2. Compartiment effeCteUr...........uuiii i 29

3.3. Les fonctions du systéme immunitaire intestinal...............ccccccvviiiiiiii e, 30

3.3.1. REPONSES PrOtECIIICES. .. .o iiiieiiiii e e e e e e e eeans 30

3.3.2. REPONSES SUPPIESSIVES .. .coeiiiiiiiiiieeeeeeeeeiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e aa b eeeeeeeeans 30
DEUXIEME PARTIE : LE MICROBIOTE INTESTINAL ....cctttiiiiiiiiiiiiiieee e e esiiiieeee e e e e 32
L. DEFINITION L.ociiiiiiiieee e ettt ettt e e e e e s et e e e e e e s ettt e e e e e e e s e e annsnneeeeeeeanans 33

;



2. METHODES D'ETUDE ..ottt e e e e eeees 34

2.1. Méthodes traditionNNEllES ..........ccoovviiiiiiiiiiiii 34
2.2. Méthodes moléculaires basées sur 'ADN et I'ARN ribosomiques...................... 35
2.2.1. Méthodes des inventaires MOIECUIAINES..........ccccoiiiiiiiiiies 35
2.2.1.1. Clonage et séquencage d’ADNr 16S.........ccovvviiiiieieiiieeiiee e 35
2.2.1.2. Electrophorése sur gel en gradient dénaturant ............ccccceeeeeeeeeieeeinnnnns 36
2.2.2. Techniques d’hybridation ..............cccooiiiiiiiiiiiii e 36
2.2.2.1. Hybridation en dot-bIOt ...........ccoiiiiiiiiiii e 37
2.2.2.2. Hybridation iN SitU..........uuuiiiiieiiiieciiis e e e e e e e enaanes 37
2.2.2.3. PUCES @ ADN ...ttt s e sseseeeesssnnennnnnes 38

2.3, MELAGENOIMIGUE ...ttt e ettt e e e e et e e e e e e e e e eeeeeeeas 38
3. ETABLISSEMENT DU MICROBIOTE INTESTINAL CHEZ LE NOUVEAU-NE.......... 40
3.1. Acquisition du microbiote intestinal et cinétiqgue d'implantation.................c......... 40
3.2. Facteurs exogénes intervenant sur la colonisation.................cevevvvveveeeveeieeeeeenne. 41
3.2.1. Mode d’aCCOUChEMENL ........ooiiiiiii e 41
3.2.2. Environnement et conditions d’NYgI€Ne ...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 42
3.2.3. TEIME A€ NAISSANCE ... ..ceeeiieeeiiiiei e e e et ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e eatene e e e e eeeeeaes 43
3.2.4. ANtIDIOTNEIAPIE ... 43
3.2.5. Mode d'alimentation ...........coouuuuiiiiiie e 44
4. COMPOSITION DU MICROBIOTE INTESTINAL DE L'ADULTE.......ccccccvvveeeeeieeee. 45
4.1. Répartition topographique du microbiote..........cc.cccceeiiiiiiiiiiii 45
4.1.1. Distribution 1ongitudinale ............ccooiiiiiiiiiie e 45
4.1.2. Distribution transSVersale ... 46
4.2. Les différents type de microbiote au sein de I'’écosysteme intestinal.................. 46
4.2.1. Microbiote endogene rESIAENT .........ccoiiiiiiiiiiei e e 47
4.2.1.1. Microbiote dOMINANT .........uuuuiueeuiituiiitiiieieiiiieeeee bbb eeeeeeeeeeeeeaee 47
4.2.1.2. Microbiote SOUS-AOMUNANT.........uuuuuuurreiieeiiiiiieeieiiiiieeeeeeeeeeeeee e 49
4.2.2. MiCrobiote de tranSit........cooeeeiiiiie e 49
4.3. Dynamique du microbiote intesStinal..................uuuueriiiiiiiiiiiiiiiiieiieeee s 49
5. LES PRINCIPALES FONCTIONS DU MICROBIOTE INTESTINAL......cccceeeiiinnnnns 51
5.1. ACtIVItES MELADONIGUES ......eeeiiiiiiiie e 51
5.1.1. Substrats disponibles pour le microbiote colique ...........c..oooevvieiiiiiiiiieeeenne. 52
5.1.1.1. SUDSIAtS EXOGENES ... ..uueiiiiieeiiiiiiiiieiiee e e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e 52
5.1.1.2. SUDSLrats ENAOGENES.......eeiiiieiiiiiiiie e e et e e e e 53
5.1.2. Métabolisme des gIUCIAES ...........ueiiiiiiiiiiiiie e 53
5.1.2.1. Dégradation des poIyOSIAES ...........ueeiiiiiiiiiiiiiiiieie e 54
5.1.2.2. Fermentation des gIUCIAES. ..........uuuuiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeneeeenneeeeeenees 55

8



5.1.3. MétaboliSMe @S JAZ ......ccoviiiiiiiiiiiiie e 56

5.1.3.1. MEthANOQGENESE.......cciieiiiiiii e e eeaeeees 56
5.1.3.2. SUIfAtO-TEAUCLION ......uueiiiiiiiiiiiiiiiiiitieieieieeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeneeee 57
5.1.3.3. ACELOgENESE MEAUCIIICE .. uuuuii i e e 57
5.1.4. Métabolisme des ProteiNES..........uuuiiiii i e i e 57
LN I Nt O o (0] =T 0] Y= RPN 58
5.1.4.2. Métabolisme des peptides et des acides aminés............cccceeeveeeieeeinnnnn, 59
5.1.4.3. AIMIMONIAC ...vtvvvttieeeteeeeeeeeteeeeeeeeteteteees st s st s s s s sses s e s sseseseessnnnnnes 59
5.1.4.4. AMINES €t POIYAMINES .....uuiiiiiiiiiiece e e 60
5.1.5. Métabolisme des StEIOIS. .......ccoooiiiiiiicee e 61
5.1.5.1. Métabolisme du CholeStErol ..............euuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 61
5.1.5.2. Métabolisme des acides biliaires ...............euveveeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeee 61
5.1.5.3. Métabolisme des hormones Stéroidiennes ...............eeeveveveeveeeereeeeeennnn. 62

5.2. Interactions avec la muqueuse intestinale et effet de barriére...........cccccevvveeee.. 63
5.2.1. Des modeles d’étude adaptés : les animaux élevés en isolateurs................ 63
5.2.2. Effets sur 'anatomie et la physiologie de la muqueuse intestinale............... 63
5.2.3. L'effet de DarriEre ... 64
5.3. Effets du microbiote intestinal sur le systéme immunitaire ............cccccoeevvveeneen. 65
5.3.1. Au niveau du systéme immunitaire periphérique ...........cccccceviiiiiiiiiiieeeeennnns 65
5.3.1.1. Régulation de la balance Th1/Th2 de 'immunité innée......................... 65
5.3.1.2. Effet régulateur sur 'immunité acquiSe...........ccceeeeeeeiiiiiiiiiii e, 66
5.3.2. Au niveau du systéme immunitaire intestinal ..............cccccceeeei e, 66

6. HOMEOSTASIE DU MICROBIOTE INTESTINAL.......uutiiiiiiieeeiiiiiiiieeeee e eeiiieeeeeens 68
6.1. Facteurs influencant la stabilité du microbiote intestinal.................cccoovriviiennnn. 68
6.1.1. FACLeUrs abiOtiQUES .....uuueii i 68
6.1.1.1. SECretioNS AIgESHIVES.....uvuuii i i e e 68
6.1.1.2. Motricité intestinale, pH et potentiel redoX ............ccoovviiiiiiiiiiiieeiiceiiin, 69
6.1.1.3. SYStEME IMMUNITAINE .....vvvuiiii e e e e e e 70
(00 I 0 S AN [0 0= 01 = 4o o P 70
6.1.1.5. ANtIDIOTIQUES........eiieiiiiiiiiiiie ettt nnnnnnnee 70
6.1.2. FACLEUIS DIOTIQUES ... s 71
6.2. NOtION A€ dYSDIOSE ...cooviiiiiiiiiiiiiieieieee e 72
TROISIEME PARTIE : LES PROBIOTIQUES .....cooiiiiiiiee e, 73
1. LE CONCEPT DE PROBIOTIQUES. ........otttitiiiiiieiiiieieeeieeseeeesssssssnssssssessenssennnnennnnnees 74
1.1. Historique et définition des ProbiotiQUES. ...........uvveiiiieaiiiiiiiieecee e 74
1.2. NOtioNS COMPIEMENTAITES......coiiiiiiiiiiiie et a e 76
9



1.2.1. PrébIiOtIQUES .....ueieeiiieeiiiite ettt a e e 76

3 V] 1 ] 0T (0 U= 78

2. REGLEMENTATION ..oiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e et e e e e e e e s et e e e e e e e e s e e nnnnnnneees 79
2.1. Médicaments ProbiotiQUES .........coiiiiiiiiiice s 79
2.2. AlIMeNnts ProbiotiQUES.........ooviiiiii i e 80
2.2.1. Compléments alimentaires et aliments fonctionnels................ccccceevvvvinnnn. 81
2.2.2. AllEQALIONS ...eeiic e ———————— 81
2.2.3. Evaluation des probiotiques en utilisation alimentaire................cccccevvvvvnnnnnn. 83

3. CRITERES DE SELECTION DES SOUCHES PROBIOTIQUES. ...........ccccceeeevinnnee. 85
3.1, CritereS de SECUNTE ......oeiiiiiiiiiiiiie ittt ettt et e et e et e et e e e eeeeeeeeeeeeeeees 85
3.1.1. Identification de 12 SOUCNE ..........ccooii i 85

3. L2 INNOCUILE ... 86
.13  OFIINE <. 87

I O 41 (= £ =TS {0 Tox 10 o 1= PRSPPI 87
3.2.1. Survie au cours du transit digestif............oooovii s 88
3.2.2. Adhésion aux cellules intestinales et/ou au MUCUS..............ccceeeeeeeeeeeeeeeenn.. 89

0 T2 T o 1o 7= 1] o P 90
3.2.4. Activité antimiCrobiENNE ...t 90
3.2.5. Aptitude a produire des effets bénéfiques sur lasanté................................ 91

3.3. Criteres teChNOIOGIQUES ......ccuvuuiiiiii e e e e e e e 92
3.3.1. Viabilité et stabilité des MiCroorganiSMES ...........ccovvevviiiiiiiieeeeeeeee e 92
3.3.2. CONSEIVALION ..o 93
3.3.3. Propriétés organolepliQUES.........coiieeeiiiiiiiiiie e eeans 93

4. LES MICROORGANISMES PROBIOTIQUES .......cccoiiiiiiiiiiieeeee e 94
4.1. Les baCteries laCtiQUES. .......uuuiiiii e 94
4.1.1. Les |actobacilles ... 94

e I I =2 o T U= 95
4.1.3. Les bifildODACIEIIES .....ccoeeeeeeee e 96

4.2. Les bactéries NON aCHQUES.......cccuiiiiiiiiiiiiie e 97
G T =TS =Y =2 97
5. EFFETS BENEFIQUES ET MECANISMES D’ACTION DES PROBIOTIQUES...... 101
5.1. Effets sur les fonctions intestinales ............ccoovveivieiiiiiieee e 101
5.1.1. DIgestion iNtESHINAIE ........ccooeeiieeeee e 102
5.1.2. Motricité intestinale et transSit............cccce oo 102

5.2. Modulation du microbiote intestinal ...............oooovvieiiiiiii e 103
5.2.1. Production de bacCtérioCinesS ..........ccooeeiiiiiiii 103
5.2.2. Diminution du pH intra-luminal intestinal...................ccc 104

10



5.2.3. Inhibition compétitive de I'adhésion des pathogenes............cccccovivviienneen. 105

5.2.4. Compétition au niveau de I'utilisation des nutriments .............cccceevvvvvnnnnnnn. 105
5.3. Renforcement de la barriére fonctionnelle épithéliale............ccccccceeeiiiiiiiinnnnnnn, 105
5.3.1. Stimulation des d&feNSINES. ......cccooiiiiiiiice e 105
5.3.2. Préservation de I'intégrité de la barriere ..............ooooovivviiiii e, 106
5.3.3. Production d€ MUCUS. ......ccoiiiiiiiiieiiee s 106
5.4, IMMUNOMOAUIALION ...eeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 106
5.4.1. Stimulation de I'immuNit€ INNEE........ccooiiiiiiiiieeee e 107
5.4.2. Stimulation de I'immunité adaptative .............cccceeiieeeiiiieiiie e 107
6. EFFETS INDESIRABLES POTENTIELS DES PROBIOTIQUES. ..........ccoovivvvvienne. 109
L 200 O 11 = Tox 1 o o PR 109
6.2. Activités métaboliques dEIELEreS............ovii i 110
6.3. IMMUNOMOAUIALION EXCESSIVE ......iieeiieeeeiiice e e 111
6.4. TranSfert de gBNES......ccuuiiieiiiee e e 111

QUATRIEME PARTIE : APPLICATIONS THERAPEUTIQUES DES PROBIOTIQUES DANS

DIFFERENTES PATHOLOGIES INTESTINALES .......ooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeees 113
L. DIARRHEES.......oooiiiiiiiiiitteete ettt ettt et et e et e et et aeeee e e e eeensseeeneennnennes 114
1.1. Diarrhée aigué INFECHIBUSE .......cocuueiiiiiiiee e 115
1.1.1. PhySiOPatNOIOQIE .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiee e nnnennees 115
1.1.2. INtErét des ProbiotiQUES ......u. i et e e e 116
1.1.2. 2, Effet CUratif......cooviiieiiiieeeee 117
1.1.2.2. Effet Préventif ... ... 118

1.2. DIarrh€e dU VOYAGEU .......cceeiieeeeiiiie e e e et e e e e e e et s e e e e e e e e e st e e e eaeaeenes 119
1.2.1. PhySiopatholOgie.......ccooviiiiiii e 119
1.2.2. INtErét des ProbiotiQUES ......u.iie e e 120

1.3. Diarrhée associée aux antibiotiqUES.............uueeiiiiieiiiiiiiiie e 121
1.3.1. PhysiopatholOgie.......ccooviiiiiiii e e 122
1.3.1.1. Diarrhées dites « SIMPIES » ..ccoeeeiiiiiiiiiii e 122
1.3.1.2. Colite hémorragique post-antibiotique .............ccoeeiiiiiiiiiiiiiieeee 123
1.3.1.3. Colite pSeudomEMDBIaNEUSE.........cceviiiiiiiiiiiiiii e 124

1.3.2. INtErét des ProbiOtIUES .......eeeiiiieiiiiiiiiiii e 125
1.3.2.1. Effet Préventif........c..eeiiieeee e 125
1.3.2.2. Diminution des rechutes a Clostridium difficile......................ccc. 127

2. SYNDROME DE L'INTESTIN IRRITABLE ......uuuuiiiiinee 128
2.1, SYMPLOMALOIOTIE ..ceiiiiiiiiiiiiiiiieiie et 128
2.2. PhySiopatnOlOgI. .......ccevviiiiiiiiiiiiiiii ettt 129
11



2.2.1. Troubles de la mOotriCité digeStiVe ............uuuiiiiiieeiiiiieee e 129

2.2.2. Hypersensibilité VISCEIale............uuiiiiiiiiiieeiee e 130
2.2.3. Activation immunitaire et micro-inflammation de la mugueuse intestinale..131
2.2.4. Déséquilibre du microbiote intestinal ............ccccoeeveeeiiiiiiiii e, 132
P2 T I - 11 =1 41 o | PP PRPPPPPPPPPPPPP 133
2.3.1. Moyens thérapeutiques ClasSIQUES...........ccuuuiiiiiiieeiieeeee e 133
2.3.2. INtErét des ProbiotiQUES........cooviiiiiii i 134
3. MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE L'INTESTIN .....ovvvviveeeeiiinnnee. 136
3.1. Caractéristiques de la maladie de Crohn et de la rectocolite hémorragique .....136
3.1.1. Maladie de CroNN ... 137
3.1.1.1. AnatomMOPAtNOIOGIE. ... ..uveeeiiiiiiiiiiiiiiieeet ettt 137
3.1.1.2. Manifestations ClINIQUES .............uuuuiiieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 137
3.1.1.3. BIOIOGIE ...ttt n e 138
3.1.1.4. COMPIICALIONS.....eeeieeieiiiiteetieeeeeeeeee ettt enennnnes 138
3.1.2. Rectocolite NEMOITAGIQUE .........eeeeiiiieiiiiiiiiiie e 139
3.1.2.1. AnatomMOPAtNOIOGIE. ... .ueeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ittt 139
3.1.2.2. Manifestations ClINIQUES .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeee e 140
3.1.2.3. BIOIOGIE ...ttt 140
3.1.2.4. COMPIICALIONS......eeeeeeieiiiitieeiieeeeeeeeetet ettt eeennnnes 140

I o 01V 0] 0= L1 a0 ] [0 1= TS 141
3.2.1. Facteurs enVirONNEMENTAUX ........coeveeeeeeeeeeeee e 141
T N B I o T T 1] 1 1= TSPt 141
3.2.1.2. APPENAICECIOMIE ... .ciiiiiiiiii e e e e aaans 142
3.2.2. Prédisposition gENELIQUE .......ccevvuuiii i 142
3.2.3. Dysrégulation du systéme immunitaire MUQUEUX ........cceeeeeereeeeriiniiiieeeeennn. 144
3.2.3.1. Rupture de la tolEranCe ...........cooeeviiiiiiieeee e 144
3.2.3.2. Activation des voies de tranSAUCHION.............euvevveveeieiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee 144
3.2.3.3. Cytokines et ChimIiOKINES .........ccoiiiiiiiiii e 144
3.2.3.4. Augmentation de I'expression des molécules d’adhésion.................... 145
3.2.3.5. Inhibition des mécanismes d’apOpPLOSEe .........cccuveviieieeeeiiiiiiiiiiieeeeeeens 145
3.2.4. Dysbiose du microbiote intestinal ... 146
G0 T I = 1 =] 1Y | PR 147
3.3.1. Moyens thérapeutiques de DaSE...........cooiiiiiiiiiiii i 147
3.3.2. Intérét des pProbiotiqUES...........uueiiiiiieeii i 148
3.3.2.1. Probiotiques et maladie de Crohn...............euuvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 149
3.3.2.2. Probiotiques et rectocolite hémorragique.............cccceeeiiiiiiiiiiiiieeeens 150
3.3.2.3. Probiotiques et POCNILE ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 150

12



4. CANCER COLORECTAL ettt e ee s e e eeeees 152

L I = (T (o o 1 152

O I o Tl (=W £ o [ T [ [ 153

4.1.2. Implication du microbiote dans la CanCEerogen€se ...........cceevveevvvvveieeeeeennn. 154

4.1.2.1. Rble potentiel des métabolites bactériens .............ccccccvveiiiiiiiiieiiinn, 154

4.1.2.2. UNe DACLErie €N CAUSE .. ..uuuiiiiiiiii e 155

N B I - To | 4T 1= £ 155

N Y 1] o] (0] 1 = S 155

4.2.2. Bilan diagnOSiC .......uuuuiiiiii e 156

G T I =1 (=1 0 1T o O PP 158

4.3.1. Prise en charge therapeutiQUE ..........c.oooiuuiiiiiiieeiiiiiiiieeee e 158

4.3.1.1. L8 CRIFUIGI. ... uuuiiiiiiiiiiiiiiiii s nnnnnne 159

4.3.1.2. La radiOth@rapie .........ooocuuuiiiiieiee e 159

4.3.1.3. La ChiMIOtNErapie .........ccuuuieiiiiiee e 159

4.3.1.4. Les thérapies CIDIEES .........uuiiiiiiiiiiiie e 160

4.3.2. Intérét des probiotiqUES...........eueiiiiiieeii e 161

L 1IN [0 015 [ 163
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. .........ouuiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeesseesesssrsssssssssssnessenrssnerennnnn.. 165
TABLE DES ILLUSTRATIONS ... 178
TABLE DES TABLEAUX ..., 180
SERMENT DE GALIEN ... .o s 181
13



INTRODUCTION

Le tube digestif héberge des microorganismes dans tous les compartiments qui le
composent, et ceux-ci représentent au total dix a cent fois plus de cellules que n’en contient
le corps humain. L’ensemble de ces différents microorganismes constitue le microbiote et
'Homme ne pourrait vivre sans lui. Cet écosystéme se caractérise par sa complexité et sa
diversité. Ainsi, pres de mille espéces différentes composent le microbiote et des techniques
nouvelles de biologie moléculaire révelent de nombreuses espéces non encore isolées par la
culture. Les conditions physico-chimiques variant considérablement le long du tube digestif, il
existe d’'importantes variations qualitatives et quantitatives du microbiote digestif aux
différents sites. Le cblon est le segment le plus peuplé, avec des populations microbiennes

atteignant 10** bactéries par gramme de contenu.

Il est admis depuis longtemps que le microbiote intestinal exerce de nombreuses
fonctions physiologiques essentielles au maintien de la santé de I'héte. De plus, il joue un

réle prépondérant dans le développement et I'activation du systeme immunitaire.

La colonisation microbienne du tube digestif débute dés les premiers instants de la vie
et le microbiote intestinal devient stable d’'un point de vue structurel et fonctionnel vers I'age
de 2 ans. Chaque individu posséde un microbiote qui lui est propre et dont la composition est
relativement stable dans le temps. Sa perturbation est le dénominateur commun a de
nombreuses pathologies, notamment digestives. L’homéostasie du microbiote intestinal est
donc primordiale a la santé de 'Homme.

C’est dans ce contexte qu'’il y a une vingtaine d’années environ, s’est développé l'idée
de moduler de fagon positive un microbiote déséquilibré par [I'administration de

microorganismes vivants sélectionnés : le concept de probiotiques était né !

Ce concept n’est pourtant pas nouveau puisqu’au début du XX*™ siécle, le professeur
Elie Metchnikoff suggéra que la longévité des Bulgares était due a leur consommation
réguliere de grandes quantités de lait fermenté, ancétre du yaourt. Il identifia dans ce lait
fermenté deux bactéries, Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaris, auxquelles il

attribua ces bienfaits de « longue vie ».

Longtemps délaissés faute de preuves rigoureuses quant a leur efficacité, les
probiotiques font aujourd’hui I'objet de nombreuses études et les publications a leur sujet se
multiplient. Les preuves s’accumulent pour montrer que I'administration de probiotiques peut
avoir un role thérapeutique préventif ou curatif dans certaines affections intestinales, en

favorisant le maintien de I'équilibre du microbiote.
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Aprés quelques rappels sur I'anatomie et la physiologie du systeme digestif, nous
ferons le point sur les connaissances actuelles du microbiote intestinal. Puis, nous définirons
précisément le concept de probiotiques et les effets de ceux-ci. Enfin, nous décrirons l'intérét
thérapeutique de l'utilisation des probiotiques au cours de diverses pathologies intestinales
associées a une dysbiose du microbiote.
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PREMIERE PARTIE : LE SYSTEME

DIGESTIF
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1. ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE

1.1. Vue d’ensemble

Le systeme digestif comprend deux groupes d’organes : les organes du tube digestif et

les organes digestifs annexes (Figure 1).

Le tube digestif, aussi appelé canal ou tractus alimentaire, est un conduit qui s'étend
sans interruption de la bouche a I'anus. Il est constitué de plusieurs organes : la bouche, le
pharynx, I'cesophage, I'estomac, l'intestin gréle et le gros intestin. Il mesure environ 9 metres
de long en post-mortem, mais il est plus court de moitié chez une personne vivante en raison

d’un tonus musculaire relativement constant.

Les organes digestifs annexes sont les dents, la langue, les glandes salivaires, le foie,
la vésicule biliaire et le pancréas. Les dents contribuent au découpage en morceaux des
aliments et la langue facilite la mastication et la déglutition. Les autres organes digestifs
annexes ne sont pas en contact direct avec la nourriture. lls produisent ou emmagasinent
des sécrétions qui se déversent dans la lumiére du tube digestif par des conduits et qui

contribuent a la dégradation chimique des aliments [1].

———— Glande parmlida '|
Bauwche {cavitd arala)
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Anpe
verm

Anus — Canay
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Figure 1 : Les organes du tube digestif et les organes digestifs annexes [2]
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Le systéme digestif accomplit six grandes fonctions [1,2] :

- lingestion =» ce processus actif et volontaire consiste a introduire les aliments
solides et liquides dans la bouche ;

- la sécrétion =» chaque jour, les cellules de la paroi du tube digestif et des organes
digestifs annexes sécrétent au total environ 7 litres d'eau, d’'acides, de tampons et

d’enzymes dans la lumiére du tractus digestif ;

- le brassage et la propulsion = l'alternance de contractions et de relachements des
muscles lisses de la paroi du tube digestif permet d'une part de mélanger les
aliments et les sécrétions, et d’'autre part de faire avancer plus ou moins vite le
contenu digestif jusqu'a l'anus. Cette propriété de brassage/propulsion du tube

digestif est appelée maotilité ;

- la digestion =» des processus mécaniques et chimiques réduisent les aliments

ingérés en petites molécules :

e durant la digestion mécanique, les dents découpent et broient la nourriture
avant gu’elle ne soit avalée ; ensuite, les muscles lisses de I'estomac et de

l'intestin gréle la pétrissent et la segmentent ;

» durant la digestion chimique, les grosses molécules de glucides, de lipides et
de protéines des aliments sont fractionnées par hydrolyse enzymatique en
molécules plus petites de nutriments absorbables ;

- l'absorption =» les produits de la digestion ainsi que l'eau, les vitamines et les
électrolytes pénétrent dans les cellules épithéliales du tube digestif, puis passent

dans le sang ou la lymphe pour étre acheminés a toutes les cellules de I'organisme ;

- la défécation =» ce processus permet d'évacuer par I'anus sous forme de féces les

substances non digestibles ou non digérées.

1.2. Histologie du tube digestif

De la partie inférieure de I'eesophage jusqu’au canal anal, la paroi du tube digestif
présente une structure similaire, avec toutefois des particularités selon les organes en raison
de leurs fonctions spécifiques [1]. Cette structure générale est composée de quatre couches
tissulaires qui sont, de la lumiére vers I'extérieur du tube digestif : la muqueuse, la sous-

mugueuse, la musculeuse et la séreuse (Figure 2) [3].
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Figure 2 : Les couches tissulaires du tube digestif [4]
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1.2.1. La muqueuse

La tunique muqueuse couvre toute la surface interne du tube digestif. Elle est formée

de trois couches : I'épithélium, la lamina propria et la muscularis mucosae.

1.2.1.1. L’épithélium

L’épithélium de l'cesophage et du canal anal est principalement de type stratifié
pavimenteux non kératinisé et joue un r6le protecteur. Un épithélium simple prismatique

tapisse I'estomac et les intestins, et assure des fonctions de sécrétion et d’absorption.

Des cellules caliciformes sécrétent du mucus composé de mucines, qui protége et
lubrifie la muqueuse. D’autres cellules épithéliales exocrines sécrétent des sucs digestifs. On
trouve également plusieurs types de cellules endocrines, appelées collectivement cellules
entéroendocrines, qui sécretent des hormones dans la circulation sanguine. Les cellules

épithéliales du tube digestif se renouvellent rapidement (tous les cing a sept jours) [2].

1.2.1.2. La lamina propria

La lamina propria, ou chorion, est composée de tissu conjonctif 1ache aréolaire. Elle
contient de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques, par lesquels les nutriments
absorbés dans le tube digestif atteignent les autres tissus du corps. Cette couche posséde
également des cellules du tissu lymphoide associé aux muqueuses, les MALT (Mucosa-
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Associated Lymphoid Tissue). Ces follicules lymphatiques contribuent a la défense de

I'organisme contre les agents pathogénes.

1.2.1.3. La muscularis mucosae

La muscularis mucosae est une mince couche de muscle lisse qui produit les
mouvements locaux de la muqueuse. Elle forme de nombreux petits replis, en particulier au
niveau de I'estomac et de l'intestin gréle, augmentant ainsi la surface de contact avec le

contenu digestif [2].

1.2.2. La sous-muqueuse

Il s’agit d’'une couche épaisse de tissu conjonctif responsable de la distensibilité et de
I'élasticité du tube digestif. Elle compte de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques qui
recoivent les molécules d'aliments absorbés. Elle peut également contenir des glandes
sécrétrices et du tissu lymphatique.

La sous-muqueuse contient aussi un vaste réseau de neurones, le plexus sous-

muqueux entérique, qui régit principalement les sécrétions des organes du tube digestif [3].

1.2.3. La musculeuse

C'est le principal contingent musculaire du tube digestif. La musculeuse est composée
de deux couches de tissu musculaire lisse : une couche interne circulaire et une couche
externe longitudinale. La contraction des fibres circulaires de la couche interne réduit
localement le diametre de la lumiére du tube digestif, et celle des fibres longitudinales de la
couche externe raccourcit la longueur du tractus alimentaire. Conjointement, I'activité de ces

deux couches musculaires produit la segmentation et le péristaltisme du contenu digestif [5].

Entre les deux couches de la musculeuse, un réseau de fibres nerveuses, le plexus

myentérique, régit principalement la motilité du tube digestif [1].

1.2.4. La séreuse

Il s'agit de la couche la plus externe des organes intra-péritonéaux. Egalement
nommeée péritoine viscéral, elle a un rdle protecteur. Elle se compose de tissu conjonctif
lache aréolaire recouvert de mésothélium, une couche unique de cellules épithéliales

squameuses [2].
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1.3. Systéme nerveux entérique

Le tube digestif est régi par un réseau intrinséque de nerfs, appelé le systéme nerveux
entériqgue (SNE), et par un réseau extrinséque de nerfs qui font partie du systéme nerveux
autonome (SNA). Les voies réflexes gastro-intestinales régissent I'activité du tube digestif :
en réponse aux différents stimuli, ils activent ou inhibent les effecteurs (glandes et muscles

lisses), modifiant ainsi les sécrétions et la motilité du tube digestif.

Le SNE comprend environ cent millions de neurones qui vont de I'cesophage jusqu’a
'anus, soit autant que la moelle épiniére. Il donne au tube digestif la possibilité de régler
dans une large mesure son propre fonctionnement et constitue en quelque sorte le
« cerveau de lintestin ». Les neurones du SNE sont regroupés en deux plexus cités
précédemment : le plexus myentérique (ou plexus d’Auerbach) et le plexus sous-muqueux
entérique (ou plexus de Meissner) (Figure 2). Ces plexus sont formés de neurones sensitifs,

d’interneurones et de neurones moteurs [1,5].

Le SNE est relié au systéme nerveux central par des neurofibres viscérales afférentes
et par des branches sympathiques et parasympathiques du SNA qui forment des synapses
avec les neurones des plexus intrinséques. De fagon générale, la stimulation des neurones
parasympathiques qui desservent le tube digestif entraine une élévation de Il'activité des
neurones du SNE, et donc une augmentation des sécrétions et de la motilité. A l'inverse,

I'action du systéme sympathique tend a inhiber I'activité digestive [4].
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2. L'INTESTIN

2.1. L’intestin gréle

L'intestin gréle commence au sphincter pylorique de I'estomac, serpente dans la partie
centrale et inférieure de la cavité abdominale et débouche dans le gros intestin via la valve
iléo-caecale. Il mesure en moyenne 2,5 centimétres de diametre et environ 3 métres de long
chez une personne vivante (environ 6 métres apres la mort a cause de la perte du tonus

musculaire). Il comprend trois segments : le duodénum, le jéjunum et I'iléum.

C'est dans lintestin gréle gu'a lieu quasiment la totalité de la digestion et de
'absorption. Sa structure est d’ailleurs particulierement bien adaptée a ces fonctions. En
effet, certaines particularités structurales propres a cet organe favorisent ces processus. |l
s'agit des plis circulaires, des villosités intestinales et des microvillosités (Figure 3). Ces
modifications structurales, qui accroissent la surface de l'intestin gréle jusqu’a une valeur

totale de 400 m?, se raréfient & mesure que I'on approche du gros intestin [4].

2.1.1. Les plis circulaires

Les plis circulaires, ou valvules conniventes, sont des replis profonds et permanents de
la muqueuse et de la sous-muqueuse. Hauts d’environ un centimétre, ils augmentent la
surface de la paroi et forcent le chyme (substance semi-liquide résultant de la digestion de la
nourriture par I'estomac) a se déplacer en spirale dans la lumiére de l'intestin gréle plut6t
gu’en ligne droite. Ce phénomene a pour effet de ralentir le mouvement du chyme et de
permettre I'absorption compléete des nutriments [2].

2.1.2. Les villosités intestinales

Les villosités intestinales sont des saillies digitiformes de la muqueuse, d'une hauteur
d’environ un millimétre, dont I'abondance confere a la paroi interne de lintestin gréle un
aspect duveteux. Chaque villosité se compose de chorion recouvert d'épithélium. Dans le
tissu conjonctif du chorion sont enchassés une artériole, une veinule, un réseau de

capillaires sanguins et un capillaire lymphatique élargi appelé vaisseau chylifere [1].

An niveau de ces villosités, I'épithélium de la muqueuse de l'intestin gréle contient de
nombreux types de cellules, liées entre elles par des jonctions serrées. On trouve en

majorité des cellules absorbantes, ou entérocytes, qui digérent et absorbent les nutriments
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contenus dans le chyme. Ensuite, ces nutriments diffusent dans le liquide interstitiel du tissu
conjonctif de la villosité puis traversent la paroi d'un capillaire sanguin ou d’'un vaisseau
chyliféere. De nombreuses cellules mucosécrétantes caliciformes sont également présentes.
Entre les villosités, la muqueuse est parsemée de nombreuses invaginations tapissées
d’épithélium glandulaire dont les cellules forment les glandes intestinales, ou cryptes de
Lieberkiihn [6]. Ces glandes exocrines sécrétent quotidiennement environ 1,5 litre de suc
intestinal, mélange aqueux de mucus favorisant I'absorption des nutriments du chyme dans
lintestin gréle. Les glandes intestinales contiennent aussi des cellules a granules
acidophiles, ou cellules de Paneth, qui sécréetent le lysozyme (enzyme bactéricide) et sont
capables de phagocytose. Enfin, on rencontre également des cellules entéroendocrines qui

liberent des hormones ayant un réle dans la digestion [5].

2.1.3. Les microvillosités

Formant collectivement la bordure en brosse, les microvillosités sont de minuscules
saillies cylindriques d’'un micrométre de long, constituées par la membrane apicale des
cellules absorbantes de la mugueuse. On en compte environ trois mille par cellule. Comme
ces structures augmentent considérablement la surface de la membrane plasmique, elles
permettent aux nutriments digérés de diffuser plus rapidement dans les cellules absorbantes.
La bordure en brosse contient en outre plusieurs enzymes digestives. Ainsi, la digestion
enzymatique s’effectue en partie a la surface des cellules absorbantes. Quand ces derniéres
desquament et passent dans la lumiére de l'intestin gréle, elles se désagrégent et liberent
les enzymes qui contribuent a la digestion des nutriments dans le chyme [1].
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Figure 3 : Les modifications structurales de la paroi de l'intestin gréle [4]
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2.2. Le gros intestin

Le gros intestin, communément appelé cbélon, constitue la partie terminale du tube
digestif. Il entoure l'intestin gréle sur trois cotés et s'étend de la valve iléo-caecale jusqu’a

I'anus. Il mesure environ 1,5 métre de long et son diamétre est d’environ 6,5 centimeétres.

Ses principales fonctions consistent a achever l'absorption, a produire certaines

vitamines, a former les féces et a les expulser du corps par la défécation.
Sur le plan structural, le gros intestin comprend les segments suivants (Figure 4) [1,4] :
- le caecum, petite poche située au-dessous de la valve iléo-caecale ;

- l'appendice vermiforme, fin prolongement du caecum contenant des amas de tissu
lymphatique et dont la forme entortillée en fait un endroit propice aux infections

bactériennes ;

- le cblon proprement dit, qui forme la plus grande partie du gros intestin et qui

comprend plusieurs portions distinctes :

» le cblon ascendant, qui monte du coté droit de 'abdomen ;
* le cOlon transverse, qui traverse I'abdomen horizontalement ;
* le cOlon descendant, qui descend le long du coté gauche ;

« le c6lon sigmoide, qui arrive dans le bassin ;
- lerectum;

- le canal anal, segment terminal qui s’ouvre sur I'extérieur par I'anus.

Cdlon ransverse

An — Angle
coliqua droit coligue gauche
r ] =—— Caélon
i J descendant
|
Bandedatte
Cdlon 2 F | i

Appendices
épiploiques
Meésoappendics
™ Haustrations
Valve : -
ilBocmcale | 2
e - - .
Cazeum Chilon
sigmoide
Appaendice vermiformea \ Rectum
\ Canai anal
Anus

Figure 4 : Vue antérieure du gros intestin [1]
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L’épithélium de la muqueuse du gros intestin contient des cellules absorbantes
hérissées de microvillosités, et des cellules caliciformes sécrétrices de mucus alcalin dont le

réle est de protéger la muqueuse et la lubrifier pour faciliter le passage des feces.

A l'exception de sa portion terminale, la couche longitudinale de la musculeuse est
réduite a trois bandes de muscles lisses appelées bandelettes du célon. Leurs contractions

toniques froncent la paroi du gros intestin pour former les haustrations (Figure 4).

Une autre particularité qui caractérise le gros intestin est la présence d'appendices
épiploiques (Figure 4). Ce sont des petits sacs de péritoine viscéral remplis de graisse, fixés

aux bandelettes du célon [2].
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3. SYSTEME IMMUNITAIRE INTESTINAL

Au niveau de la muqueuse de l'intestin gréle et du colon, on retrouve 60 a 70 % du

nombre total de cellules immunitaires de I'organisme [7].

Quotidiennement, la muqueuse intestinale est exposée a une masse antigénique
colossale d'origines virale, bactérienne, parasitaire ou alimentaire, susceptible d’'induire des
réactions inflammatoires, infectieuses ou allergiques. Sa premiére ligne de défense est
constituée des moyens non immunologiques tels que le péristaltisme intestinal, les
sécrétions digestives (enzymes et mucus), le renouvellement rapide de I'épithélium. Cette
premiere ligne de protection est complétée par un systeme immunitaire complexe [6].

3.1. Rappels sur 'immunité

3.1.1. Immunité innée

Les défenses immunitaires innées ont une action immédiate et sont non spécifiques de
lagent pathogéne. Elles mettent en jeu des monocytes/macrophages, des cellules
dendritiques (CD), des cellules « natural killer » (NK) et des polynucléaires neutrophiles,
présents dans la muqueuse intestinale. L'activation de I'immunité innée constitue la réponse

inflammatoire [4].

Les macrophages et les CD sont capables, grace a des récepteurs exprimés a leur
surface, notamment les TLR (Toll-like receptors), de reconnaitre des motifs bactériens
hautement conservés, les PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), des
microorganismes pathogénes. La liaison de ces récepteurs avec les antigénes pathogénes
entraine l'activation du facteur nucléaire kB (NF-kB), déclenchant alors les réactions

suivantes [8] :
- induction de I'activité phagocytaire des CD et surtout des macrophages ;
- sécrétion de substances anti-microbiennes (monoxyde d'azote, défensines) ;

- production de chimiokines dont [linterleukine 8 (IL-8), et de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), I'lL-1 ou 'lL-6 ;

- sécrétion, par les cellules NK, d'interféron y (IFN-y) ayant des effets antiviraux et
antitumoraux et empéchant la prolifération des pathogéenes dans les cellules qui
n'ont pas été infectées.
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Toutes ces réactions permettent le plus souvent une élimination rapide des
microorganismes pathogénes. Cependant, il se peut que les cellules de I'immunité innée ne
parviennent pas a elles-seules a détruire les agents pathogénes, et I'immunité adaptative

entre alors en jeu.

3.1.2. Immunité adaptative

Le systéeme immunitaire adaptatif (ou acquis) est un systeme de défense spécifique de
lantigene (Ag) mettant en jeu des réponses immunes humorales et cellulaires. Sa
mobilisation lors d’'un premier contact avec un Ag nécessite quatre a sept jours, mais les
réactions mises en place possédent une mémoire immunologique, garantissant une
protection durable et rapide lors d’un nouveau contact avec le méme Ag. L'immunité innée
joue un role clé dans 'immunité adaptative par la présentation de I’Ag aux lymphocytes T et
par la synthése de certaines cytokines capables de moduler et orienter les réponses

immunes.

Les principaux types de cellules de [limmunité adaptative sont les cellules
présentatrices d'’Ag (CPA), les Iymphocytes B producteurs d'anticorps (les
immunoglobulines) et responsables de I'immunité humorale, et les lymphocytes T chargés
des réactions immunitaires a médiation cellulaire. Il existe deux populations principales de
lymphocytes T effecteurs: les lymphocytes de phénotype CD4+ qui sont surtout des

lymphocytes T helper (Th), et ceux de phénotype CD8+ dont la plupart sont cytotoxiques.

Aprés activation par les CPA, les lymphocytes Th agissent via la production de
cytokines sur la synthése d’anticorps par les lymphocytes B et stimulent la production
d’autres lymphocytes T. Plusieurs populations de lymphocytes Th difféerent par le profil de

cytokines émises:

- les lymphocytes Th de type 1 (Thl) sécretent essentiellement de I'lFN-y, de I'lL-2 et
du TNF-a, favorisent la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques et provoquent une

faible synthése d’anticorps par les lymphocytes B ;

- les lymphocytes Th de type 2 (Th2), au contraire, sécrétent des cytokines anti-
inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13) et permettent une production importante par les
lymphocytes B d’anticorps notamment ceux impliqués dans Il'allergie.

L'activation de I'une de ces populations inhibe celle de I'autre. Le passage de la cellule
précurseur ThO a Thl ou Th2 dépend des facteurs environnementaux vis-a-vis desquels les
cellules de I'immunité innée (macrophages, CD et cellules NK) jouent un réle fondamental

par la synthése de cytokines, dont I'lL-12 et I'lFN-y, qui agissent sur ['orientation
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préférentielle vers un profil Thl. Cette balance Th1l/Th2 permet une réponse immune
adaptée a chaque type d’Ag [8] .

3.2. Systeme lymphoide associé a l'intestin

Le tube digestif est I'organe lymphoide le plus important de I'organisme. Ce systéme
lymphoide associé a I'intestin, nommé GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue), est présent
essentiellement au niveau de lintestin gréle et du célon. Il est organisé en deux
compartiments fonctionnels, un inducteur et un effecteur de la réponse immunitaire

intestinale, reliés par les voies hémolymphatiques (Figure 5).
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Figure 5 : Représentation schématique du systeme lymphoide associé a l'intestin [9]

3.2.1. Compartiment inducteur

Ce premier compartiment représente le site privilégié pour linitiation des réponses
immunes intestinales. Il comprend les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques,

'ensemble formant les formations lymphoides organisées.
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Les plaques de Peyer sont des follicules lymphatiques agrégés, situés entre la
mugueuse et la sous-muqueuse de l'intestin gréle et du célon. Ces follicules sont surmontés
par la région du déme, riche en CPA, en lymphocytes B et T et en macrophages. Le déme,
qui fait directement saillie dans la lumiére intestinale, est recouvert de cellules épithéliales
dépourvues de membrane basale et de microvillosités, les cellules M. Celles-ci permettent
I'entrée sélective de nombreux Ag et leur transport actif au contact des CPA, qui sensibilisent
alors in situ les lymphocytes B et T immatures. Ces cellules activées spécifiguement par I'Ag
guittent ensuite les plaques de Peyer par le réseau lymphatique sous-séreux pour gagner les
ganglions mésentériques, puis rejoignent la circulation générale par le canal thoracique,
jusque dans la muqueuse intestinale : c’est le cycle hémolymphatique. Une fois revenus
dans lintestin, les lymphoblastes B sensibilisés se différencient en plasmocytes
essentiellement producteurs d’lg de type A (IgA), qui, par leur sécrétion, assurent les
défenses immunitaires locales. Les plasmocytes sécrétent aussi, mais en moindre

proportion, des IgM, des IgG et des IgE [10,11].

3.2.2. Compartiment effecteur

Le second compartiment, effecteur, est formé par les lymphocytes T matures et les

plasmocytes.

Y

Les plasmocytes a IgA, présents dans la lamina propria, produisent des IgA
monomériques, qui sont transformées en IgA dimériques par un polypeptide de jonction
(chaine J) également produit par les plasmocytes. Ces derniéres fixent la piéce sécrétoire
exprimée par les cellules épithéliales de la muqueuse, ce qui leur permet d’'étre libérées sous
forme d'lgA sécrétoires (IgAs) dans la lumiere intestinale. Les effets protecteurs des IgAs
peuvent étre complétés par les IgG et les IgE qui diffusent passivement a travers les
espaces intercellulaires, et surtout par les IgM qui sont transportées dans la lumiere par le

méme mécanisme que les IgAs [11].

Les lymphocytes T de la muqueuse, définis par la présence sur leur membrane du
complexe de reconnaissance des antigénes CD3-récepteur, ont un rble-clé dans la défense
contre les infections. Ils se répartissent & la fois dans la lamina propria et I'épithélium.

Les lymphocytes intra-épithéliaux (LIE) sont logés entre les cellules épithéliales de la
mugqueuse intestinale. Leur nombre décroit progressivement du duodénum jusqu’au colon.
Environ 70 % des LIE sont CD8+ et sont capables d’exercer une activité cytotoxique.
Certains LIE peuvent synthétiser de nombreuses cytokines aux activités pro-inflammatoires

ou anti-inflammatoires, ainsi que certaines chimiokines qui favorisent le recrutement de
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nouveaux LIE. Enfin, la présence de récepteurs NK sur une large proportion des LIE leur

confére une activité de cellules NK [10].

Les lymphocytes T de la lamina propria sont des lymphocytes T conventionnels
provenant en grande partie de la recirculation de lymphocytes sensibilisés par un Ag au
niveau des plaques de Peyer. La majorité ont un phénotype CD4+ et synthétisent des
cytokines qui participent a la réponse locale contre les pathogénes. En plus faible proportion,
on trouve des lymphocytes T CD8+ directement disponibles, possédant une mémoire

immunologigue spécifique et doués d’une fonction cytolytique [6].

3.3. Les fonctions du systeme immunitaire intestina I

Le systeme immunitaire intestinal (SIl), dont les fonctions peuvent sembler

contradictoires, joue un role trés important dans le maintien de I'homéostasie.

3.3.1. Réponses protectrices

La premiére fonction du Sll est d'élaborer des réponses protectrices cellulaire et

humorale envers les virus, bactéries ou parasites entéro-pathogénes [12].

La réponse humorale est réalisée essentiellement grace aux anticorps IgAs sécrétés
dans la lumiére intestinale, qui bloquent I'adhésion des microorganismes pathogénes a
I'épithélium intestinal, empéchent la multiplication virale dans I'entérocyte et neutralisent les

entérotoxines.

La réponse cellulaire, quant a elle, fait appel aux LIE qui permettent de maintenir

l'intégrité de I'épithélium intestinal en détruisant les entérocytes infectés ou anormaux.

3.3.2. Réponses suppressives

Parallélement a cette fonction protectrice, le Sll doit empécher I'induction de réponses
immunes, envers les composants des aliments notamment, par I'élaboration de réponses
suppressives. L'une de ces réponses est la tolérance orale, qui joue un role clé dans
’homéostasie intestinale. Elle se définit par le fait que l'ingestion répétée d’'une protéine
conduit a la suppression des réponses immunes cellulaires et humorales spécifiques de la

protéine ingérée, au niveau intestinal et périphérique, en cas de ré-exposition a celle-ci.
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L’induction d’une tolérance orale dépend de la nature de I'Ag et de la dose administrée,
mais les mécanismes d’action ne sont pas complétement élucidés. lls impliqueraient
principalement une présentation particuliere de I'Ag par les CPA conduisant a une non-
activation des lymphocytes T (anergie clonale) et une sécrétion préférentielle de certaines
cytokines, I'lL-10 en particulier, par les CD intestinales en réponse au stimulus antigénique.
Cet environnement cytokinigue anti-inflammatoire et suppresseur empécherait alors

I'activation des lymphocytes T classiques [7].

La tolérance orale s’'établit de facon variable selon les individus en fonction du terrain
génétique, de I'adge et de l'état immunitaire. Elle est particulierement importante chez le
nouveau-né qui doit, le plus rapidement possible, empécher le développement de réponses
immunes inopportunes contre les protéines alimentaires nouvellement rencontrées dans le
régime. Lorsqu’elle est défectueuse, des pathologies inflammatoires apparaissent, en
particulier les hypersensibilités alimentaires [13].
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DEUXIEME PARTIE : LE

MICROBIOTE INTESTINAL
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1. DEFINITION

Le microbiote intestinal, appelé anciennement flore intestinale, se définit comme
'ensemble des microorganismes présents dans I'écosysteme digestif et assurant des
relations symbiotiques avec I'hote.

Le tube digestif de 'Homme héberge des bactéries, des virus et des Archaeae. Parmi
toute cette communauté microbienne, les bactéries forment le groupe le plus largement
représenté. On peut donc considérer que le microbiote intestinal correspond a I'ensemble
des bactéries qui colonisent notre tractus digestif [14].

Le microbiote intestinal humain est souvent reconnu comme un organe a part entiére. ||
compte environ 10 bactéries, soit dix & cent fois plus que le nombre de cellules constituant
I'organisme. Ces bactéries essentiellement anaérobies strictes appartiennent a plus de mille
espéces différentes. L’ensemble du patrimoine génétique de cette population microbienne,
appelé le métagénome, contient au moins cent cinquante fois plus de génes que le génome
humain. Il s’agit donc d’'une biomasse considérable qui constitue un poids de un a deux

kilogrammes et dont les activités sont multiples.

Le microbiote intestinal se met en place dés la naissance et s’acquiert pendant les
deux premieres années de vie. Chaque individu héberge une diversité d’'espéces qui lui est
propre et qui, a '&ge adulte, est relativement stable dans le temps. Les espéeces observées
ont le plus souvent une spécificité humaine et sont associées a I'environnement digestif de
facon quasiment exclusive, ce qui indique des phénoménes de coévolution avec I'héte [15].
Les interactions mutuellement bénéfiques entre les aliments, I'hdte et le microbiote
participent a I'homéostasie de I'écosysteme digestif. Toute rupture de cet équilibre
(dysbiose) est susceptible de perturber le fonctionnement de I'écosysteme et d'étre a

l'origine d’un état pathologique, en particulier au niveau intestinal.

Bien que le tube digestif abrite des microorganismes dans tous les compartiments qui
le composent, ce n'est qu'au niveau de l'intestin gréle et surtout dans le gros intestin que les
populations microbiennes sont trés denses, ol des taux atteignant 10* bactéries par

gramme de contenu sont retrouvés.
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2. METHODES D’ETUDE

Notre compréhension du microbiote intestinal a évolué de facon croissante,
accompagnant Il'amélioration des méthodes d'étude. Cependant, les connaissances

actuelles sont encore incomplétes.

Pour des raisons évidentes de simplicité de prélévements, le microbiote intestinal
humain n’a longtemps été appréhendé qu'a travers I'étude des selles; les bactéries
représentant d'ailleurs prés de 60 % du poids sec fécal. Mais des dispositifs de préléevement
ont été mis au point pour permettre d’accéder facilement aux différents compartiments du
tube digestif [13]. Cependant, les échantillons fécaux restent largement étudiés et sont

considérés comme représentatifs du microbiote intestinal, tout du moins colique.

2.1. Méthodes traditionnelles

Basée sur des observations au microscope, la recherche sur la communauté
bactérienne intestinale a été initiée & la fin du XIX®*™ siécle. Des développements successifs
ont permis une amélioration des méthodes aboutissant progressivement a la possibilité de

mettre en culture in vitro et d’isoler les microorganismes du microbiote intestinal.

Ce n'est que dans les années 1970, grace aux travaux de Hungate et de Freter, que
I'anaérobiose est maitrisée. A partir d’échantillons de selles, la culture sur boites de pétri en
absence d'oxygéne a été appliquée pour la premiére fois par Moore et Holdeman pour la
caractérisation du microbiote intestinal humain [16]. Dés lors, plusieurs études de culture sur
milieux spécifiqgues simulant I'écosystéme digestif humain ont été effectuées sur un grand

nombre d’échantillons fécaux.

Cependant, les limites de ces méthodes sont nombreuses. La culture anaérobie des
microorganismes est longue et laborieuse. De plus, seuls les microorganismes pour lesquels
la niche écologique peut étre reproduite en laboratoire ont pu étre isolés et identifiés. Toutes
les espéces dépendantes d'interrelations étroites avec des partenaires ou exigeant des
apports nutritionnels difficiles a satisfaire in vitro ont échappé a la culture et a l'identification.
Les milieux de culture n’étant pas suffisamment spécifiques, le maintien d’'un microbiote
qualitativement et quantitativement représentatif de celui in vivo est difficile. Les
microbiologistes ont donc sous-estimé fortement la diversité des communautés microbiennes
[17,18].

Si les méthodes de culture ont permis de répertorier de nombreuses especes
microbiennes et d’'avoir une vue d’ensemble du microbiote intestinal, 70 a 80 % de la
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biomasse microbienne fécale ne sont pas cultivables en conditions classiques d’anaérobiose
[19]. L'utilisation d’approches moléculaires indépendantes de la culture anaérobie ont été
mises au point, ce qui a ouvert de nouvelles perspectives sur la détection et l'identification

des microorganismes commensaux du tube digestif.

2.2. Méthodes moléculaires basées sur 'ADN et 'TAR N

ribosomiques

A la fin des années 1980, le développement de plusieurs méthodes basées sur
'analyse moléculaire de la petite sous-unité 16S des ADN et ARN ribosomiques (ADNr 16S
et ARNr 16S) a conduit au bouleversement des connaissances sur I'écosysteme intestinal
humain [20]. Cependant, ces méthodes moléculaires ne remplacent pas I'approche classique
basée sur la culture anaérobie pour la description formelle et la caractérisation métabolique
d’especes nouvelles.

L’ARNr 16S et son géne correspondant sont des molécules ubiquitaires, non sujettes a
des transferts latéraux de matériels génétiques entre microorganismes et présentant une
structure primaire en mosaique composée de régions conservées et de régions

hypervariables [21].

Il existe différentes stratégies d’analyses moléculaires du microbiote basées sur I'étude
des séquences d’ADN et d’ARN ribosomiques. On distingue principalement les méthodes

des inventaires moléculaires et les techniques d’hybridation.

2.2.1. Méthodes des inventaires moléculaires

L'analyse comparée de séquences d’ADNr 16S permet d'identifier le degré de
parenté et de représenter sous forme graphique (arbres ou dendogrammes) les relations
évolutives naturelles qui existent entre des microorganismes : c’est le principe de I'analyse

phylogénétique.

2.2.1.1. Clonage et séquencage d’ADNr 16S

Le principe de l'analyse phylogénétique appliqué a des ADN ribosomiques 16S
obtenus par PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir d’ADN d’un échantillon fécal humain,

a permis aprés clonage d’inventorier de nombreuses espéces du microbiote. Il a été retenu
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comme critere d’appartenance a la méme espéce moléculaire un degré de similarité de
séquence d’ADNr 16S supérieur a 98 %. Cette stratégie d’'inventaire moléculaire a apporté
une richesse d'informations sur la diversité des espéces du microbiote intestinal et a permis

la constitution d’'une base de données de séquences [13].

La méthode de clonage-séquencage (méthode de Sanger) présente cependant des
limites méthodologiques, liées essentiellement aux biais possibles d’extraction et
d’'amplification. Par ailleurs, cette méthode est peu sensible et ne s’applique qu'aux especes
présentes a des niveaux de population d’au moins 10° bactéries par gramme [22]. De plus, la
réalisation d'un inventaire représente un investissement lourd et cette stratégie n’est pas
applicable a un grand nombre d’échantillons dans un contexte dynamique ou comparatif.
Cette méthode est donc aujourd’hui délaissée au profit de techniques de séquencage haut
débit, appelées NGS (Next-Generation Sequencing), qui permettent de séquencer des
centaines de milliers de fragments d’ADNr 16S en s’affranchissant des étapes de clonage.

2.2.1.2. Electrophorese sur gel en gradient dénatur  ant

Cette méthode de séparation électrophorétique, appelée DGGE (Denaturating
Gradient Gel Electrophoresis) a été appliquée a l'analyse dynamique (dans le temps ou
entre sujets) du microbiote intestinal. Dans le principe, cette technique permet, a partir d’'un
échantillon digestif, la séparation dans un gel dénaturant de fragments d’ADNr 16S sur la
base de leur dynamique de dénaturation que détermine leur composition en nucléotides [23].
Plus le fragment est riche en bases G et C, plus sa dénaturation sera tardive et son parcours
dans le gel long. Le résultat obtenu est un profil électrophorétique pour lequel chaque bande
correspond a une espece ou un groupe d’espéces taxonomiqguement proches ou non [24].

Cette technique est tout a fait applicable a un grand nombre d’échantillons.

Les bandes peuvent ensuite étre excisées du gel. Leur réamplification par PCR suivie
d'un séquencage permet d'identifier et de positionner phylogénétiqguement I'espéce
correspondante. Cette technique fournit donc une « carte d'identité » génétique unique pour

chaque microorganisme entrant dans la composition de I'écosystéme digestif humain [13].

2.2.2. Techniques d’hybridation

La base de données de séquences ribosomiques a permis de développer un panel de
sondes oligonucléotidiques ciblant les ARNr 16S qui sont mises en jeu par diverses
techniques dhybridation et qui permettent l'analyse qualitative et quantitative de la
composition du microbiote intestinal. L'intérét de la structure mosaique de '’'ARNr prend tout
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son sens dans ce contexte de recherche de signatures nucléotidiques. En effet, les régions
hautement conservées permettent le développement de sondes universelles qui déterminent
les relations entre différents groupes bactériens, tandis que les régions variables permettent
le développement de sondes de groupes phylogénétiques, de genres, voire d’espéces.
Chaque sonde est complémentaire d’'une séquence spécifiqgue de I'ARNr 16S figurant dans

une banque de données [16].

2.2.2.1. Hybridation en dot-blot

Les premiéres applications a la caractérisation du microbiote intestinal humain ont
porté sur l'application de techniques d’hybridation quantitative de type dot-blot, ou I'ARN
fécal total est hybridé avec une sonde oligonucléotidique spécifique marquée
radioactivement. Cette méthode permet de déterminer précisément la quantité d’ARNr
spécifique d’'un groupe phylogénétique, d’'un genre ou d’une espéce.

L’inconvénient majeur de cette technique réside en la manipulation de substances
radioactives, ce qui limite fortement son intérét et lui fait souvent préférer la technique
d’hybridation in situ [25].

2.2.2.2. Hybridation in situ

L’hybridation in situ, ou FISH (Fluorescent in situ Hybridization), est principalement
réalisée a partir d’échantillons fécaux mais s’'applique également a I'étude de suspensions
ou de coupes de tissus digestifs. Elle repose sur la fixation, en présence d’aldéhydes, des
structures de paroi bactériennes, et sur I'hybridation des cellules apres perméabilisation avec
des sondes ribosomiques porteuses de fluorochromes. Lorsque les sondes pénétrent dans
un corps bactérien et s’hybrident avec leur séquence cible, la cellule bactérienne est rendue
fluorescente et peut alors étre visualisée au microscope en épifluorescence ou confocal. Il
est alors possible de quantifier les bactéries ainsi marquées avec un systeme d’analyse

d’'image ou a l'aide d'un cytometre de flux [26].

La technique de FISH est une méthode faiblement sensible ou seules les bactéries
ayant un niveau de population de 10° par gramme ou plus peuvent étre détectées. Mais
récemment, plusieurs variantes de cette méthode ont été développées afin d’en améliorer la
sensibilité [27].
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2.2.2.3. Puces a ADN

Les progres apportés aux méthodes moléculaires précédentes ont permis le
développement de techniques d’analyse a haut débit. Dans ce sens, la mise au point de
puces a ADN (biopuces ou microarrays) appliqguées a des séquences d’ADNr 16S a permis
la détection simultanée de milliers d’espéces bactériennes présentes dans un échantillon
fécal [17].

2.3. Métagénomique

Méme si toutes les méthodes d’étude basées sur I'analyse moléculaire des ADN et
ARN 16S ribosomiques permettent une description plus juste de la diversité du microbiote
intestinal humain, elles ne peuvent, a elles seules, couvrir tous les aspects de cet
écosysteme. L'élargissement de I'approche moléculaire aux outils de la biologie intégrative

vient apporter d’autres gains tres significatifs dans notre vision du microbiote digestif.

Ainsi, on étudie aujourd’hui le génome complet de I'écosystéme intestinal humain,
appelé métagénome, pour identifier les génes de centaines d’espéces bactériennes encore

incultivables et connaitre leurs fonctions.

Mise au point au cours des années 2000, la métagénomique est une technique de
séquencage a trés haut débit de I'ensemble des genes microbiens hébergés par le tube
digestif de 'Homme [28].

Les chercheurs du projet européen MetaHIT (Metagenomics of the Human Intestinal
Tract) lancé en 2008 et coordonné en France par I'Institut National de la Recherche
Agronomique (INRA), ont séquencé la totalité de 'ADN extrait de selles de cent vingt-quatre
sujets européens (85 Danois et 39 Espagnols), ce qui a généré plus de trente millions de
séquences par sujet. Cela représente 85 % des génes bactériens portés par la population
étudiée. Ce séquencage a permis d’obtenir un catalogue de 3,3 millions de génes bactériens
[29].

Ces travaux ont également permis de révéler dix-neuf mille fonctions différentes
codées par le métagénome, dont six mille ont été trouvées chez tous les individus de la
cohorte et constituent le « métagénome minimal » nécessaire au bon fonctionnement de

I'écosysteme intestinal [30].

Par ailleurs, ces chercheurs ont réalisé une étude a partir de trente-neuf échantillons

fécaux provenant d’'Europe, d’Asie et d’Amérique. Les résultats obtenus ont montré que les
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individus se répartissent en trois groupes distincts, en fonction des bactéries contenues dans
leurs intestins. |l existerait donc trois types de signatures bactériennes, nommeées
entérotypes. Cette classification, indépendante de l'origine géographique, de I'état de santé,
du sexe ou de I'dge des individus, a été principalement déterminée par I'abondance de

certains types de bactéries mais aussi par leur potentiel génétique [31].
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3. ETABLISSEMENT DU MICROBIOTE INTESTINAL CHEZ

LE NOUVEAU-NE

3.1. Acquisition du microbiote intestinal et cinéti que d’'implantation

Dans des conditions normales, le faetus se développe in utero dans un environnement
stérile. La colonisation du tube digestif commence durant le processus de la naissance,
apres la rupture des membranes foetales. Le nouveau-né se retrouve brutalement plongé
dans un univers microbien riche et varié, et va se coloniser rapidement avec une flore
simple, a partir des flores maternelles (fécale et vaginale) et des microorganismes de
'environnement. Un «tri» semble étre effectué par I'enfant, de sorte que toutes les

bactéries auxquelles il est exposé ne vont pas coloniser son tube digestif.

La transmission des bactéries des flores vaginale et fécale de la mere a été clairement
montrée. Toutefois, la flore fécale maternelle apparait étre le déterminant essentiel des
premieres bactéries a s'implanter, les nouveau-nés étant colonisés plutbét par les
entérobactéries et bifidobactéries d’origine fécale que par les lactobacilles d’origine vaginale
[32].

Le nouveau-né est ensuite continuellement exposé a de nouvelles bactéries provenant
de I'environnement, de la nourriture et des bactéries cutanées de I'adulte via les tétées, les
caresses ou les baisers. Son microbiote intestinal va alors progressivement se diversifier. On
considere qu'un microbiote fonctionnellement stable proche de celui de I'adulte est atteint

entre deux et quatre ans [33].

En 2011, des équipes francaises d'immunologie de I'Institut Pasteur et du Centre
National de la Recherche Scientifigue (CNRS) ont révélé gu'au stade prénatal, le foetus
développe un arsenal immunitaire primaire prét a contrdler dés la naissance la colonisation
bactérienne du tube digestif. Ce systéme immunitaire étonnant est constitué de lymphocytes,
les ILC (Innate Lymphoid Cells), qui opérent comme acteurs de 'immunité innée et ne sont
spécifigues d’aucun agent pathogéne. Ces ILC sont capables de moduler leur action
antibactérienne pour réguler la mise en place du microbiote intestinal, tout en évitant la

prolifération de bactéries pathogenes [34].

La cinétigue d'implantation de la flore suit un schéma relativement organisé. Les
premieres bactéries a s'implanter, dans les 24 a 48 heures apres la naissance, sont des
bactéries aérobies-anaérobies facultatives : entérobactéries (principalement Escherichia
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coli), staphylocoques et entérocoques. Cette colonisation s’explique par le fait que le
potentiel d’'oxydoréduction coligue des nouveau-nés est élevé. La consommation de
I'oxygene par ces bactéries aérobies-anaérobies facultatives, dont le taux atteint rapidement
10 & 10" unités formant colonie (UFC) par gramme de contenu colique, entraine une
diminution du potentiel redox de la lumiére du tube digestif. Cette modification permet
limplantation, au deuxiéme ou troisieme jour de vie, de bactéries anaérobies strictes
appartenant aux genres Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, ainsi que celle des
lactobacilles. Inversement, l'oxygéne diminuant, le niveau d'implantation des genres

aérobies régresse [35].

3.2. Facteurs exogenes intervenant sur la colonisat  ion

Plusieurs facteurs exogenes vont modifier la cinétique d'implantation et la composition
du microbiote intestinal du nouveau-né. Les conséquences a long terme de ces
modifications sont encore mal connues, mais elles sont susceptibles d'altérer les fonctions
physiologiques du microbiote et pourraient étre un facteur clé dans l'augmentation des
allergies et des maladies inflammatoires chroniques de [lintestin, par une mauvaise

orientation du systéme immunitaire [36].

3.2.1. Mode d’accouchement

Chez les enfants nés par césarienne, la contamination mere-enfant est réduite et
I'exposition aux bactéries présentes dans I'environnement (air, personnel soignant, matériel)
est plus importante. La cinétique d'implantation de leur microbiote est donc différente de

celle des enfants nés par voie basse.

\

Les premieres bactéries a s'implanter sont toujours les espéces anaérobies
facultatives (entérobactéries, entérocoques, staphylocoques), mais la colonisation par les
bactéries anaérobies strictes est nettement retardée (Figure 6). Ce retard porte
principalement sur les bactéries d’origine entérique appartenant aux genres Bifidobacterium
et Bacteroides, preuve indirecte supplémentaire que le microbiote maternel est un
déterminant essentiel d'une colonisation digestive optimale du nouveau-né. Il a été montré
que le retard de colonisation était toujours significatif a un mois pour le genre Bifidobacterium

et a six mois pour le genre Bacteroides. L'accouchement par césarienne est aussi associé a
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une plus forte colonisation des bactéries présentes dans I'environnement comme les
Clostridium [37].
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joo 33 30 30 27 3 28 33 28 28 21 Bp 3430 30 28 33 29 33 29 2
80 4
40
80 " Naissance naturelie
Ml Césarienne 20
40 *
20
20 10 <
g o
3 10 30 &0 180 3 10 30 60 180
Age (jours) Age {jours})
a: Pource:ntag_e de colonisation par des bactéries b : Pourcentage de colonisation par des bactéries
B;ﬁdobacteﬁumq‘t_ke chez des enfants de 3 8 180 jours Lactobacilius-like chez des enfants de 3 4 180 jours nés
nés par voie vaginale ou par césarienne. " p < 0.001. par voie vaginale ou par césarienne.
Nombre d’enfants
6039 30 31 27 2¢ 28 30 3 328 2 Nombre d’enfants
50 33 30 331 27 33 27 33 29 29 322
50
40 o #
404 : *
30 .
30
20 . _ Al
10 0
g 0 =
3 10 30 60 180
Age fours) ‘ 3 10 Agiuﬁwmsc 180
c: Pourcentage de colonisation par chstrzdrum d : Pourcentage de colonisation par Bacteroides fragilis
perfringens chez des entants de 3 & 180 jours nés par chez des enfants de 3 & 180 jours nés par voie vaginale

voie vaginale ou par césarienne * p < 0.001, #p =0.009.
Ou par césarienne. *p < 0.003.

Figure 6 : Influence du mode d’accouchement sur la colonisation bactérienne des nourrissons [8]

3.2.2. Environnement et conditions d’hygiene

Le microbiote intestinal des enfants nés dans les pays en voie de développement
differe de celui des enfants nés dans les pays développés. D’autres études ont également
révélé des différences entre le microbiote des enfants nés en milieu rural et celui des enfants
nés en milieu urbain ; et entre celui des enfants nés a domicile et celui des enfants nés a
I'hopital.

Dans les pays industrialisés, les procédures d’hygieéne de plus en plus strictes
entourant l'accouchement avec [utilisation large de l'asepsie de la sphere vaginale
maternelle, conduisent a un retard dans I'acquisition du microbiote, essentiellement pour le
genre Bifidobacterium. En revanche, dans les pays en voie de développement, les nouveau-
nés acquiérent un microbiote diversifié plus précocement avec une colonisation par le genre

Bifidobacterium plus fréquente et a un niveau plus important [38].

Le lieu géographique de naissance peut également avoir une influence sur la
composition du microbiote des enfants. Une étude a récemment montré gu’il existe un
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gradient, du nord vers le sud, de la composition du microbiote fécal de nourrissons agés de
six semaines. Ainsi, le genre Bifidobacterium est un colonisateur dominant dans les pays du
Nord (Suéde et Ecosse), alors que le genre Bacteroides domine au sein du microbiote dans

les pays du Sud (ltalie et Espagne) [39].

De plus, une période d’hospitalisation du nouveau-né a un impact important sur la mise
en place du microbiote. Il a en effet été démontré que chez des nourrissons hospitalisés, la
colonisation intestinale par certaines especes de Klebsiella, Proteus, Pseudomonas et
Escherichia coli était plus fréquente. Une implantation plus tardive des bifidobactéries et une

présence accrue de Clostridium perfringens ont également été observées [40].

3.2.3. Terme de naissance

Chez les nouveau-nés prématurés, on note un retard de colonisation important par
rapport aux enfants nés a terme, ainsi qu’une colonisation par un nombre plus réduit

d’especes bactériennes.

Les bactéries aérobies colonisent assez rapidement le prématuré mais I'implantation
des bactéries anaérobies (Bifidobacterium et Bacteroides) est trés retardée, et ce d’autant
plus que I'age gestationnel est bas [41]. Cette séquence d'implantation peut s’expliquer par
le fait que ces enfants sont souvent nés par césarienne, se retrouvent séparés de leur mere,
sont placés dans un environnement de soins intensifs trés aseptisé et éventuellement
soumis a une antibiothérapie a large spectre. Ainsi, la colonisation par la flore entérique

d’origine maternelle est moins fréquente que par la flore environnementale [42].

3.2.4. Antibiothérapie

Les effets de I'antibiothérapie administrée a la mére per partum et/ou a I'enfant a la
naissance vont étre soit l'implantation de bactéries ayant acquis des mécanismes de
résistance a l'antibiotique, soit une diminution de la résistance a la colonisation par des

bactéries pathogénes.

De nombreuses études ont été effectuées dans des unités de soins intensifs, montrant
gu’une antibiothérapie supérieure a trois jours chez le nouveau-né est un facteur de risque
de colonisation par des entérobactéries résistantes. Ce risque est d’autant plus élevé que
'antibiothérapie est a large spectre. Cette colonisation par des bactéries résistantes a
également été corrélée a la durée d’hospitalisation, au faible age gestationnel et au faible
poids de naissance [33]. D’autres études menées chez des nourrissons agés de un a trois

mois ont montré que leur microbiote fécal était considérablement perturbé par la prise
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d’antibiotiques par voie orale (amoxicilline essentiellement), avec une augmentation du taux
d’entérobactéries alors que les genres Bacteroides, Bifidobacterium et Lactobacillus étaient

souvent indétectables [43,44].

Le cas le plus fréquent d’administration d’antibiotiques a la mére per partum concerne
I'antibioprophylaxie de linfection néonatale a streptocoque du groupe B. Certaines études
ont montré d’'une part une augmentation des infections néonatales a germes résistants a
I'antibiotique administré en per partum, et d’autre part une diminution du taux de colonisation

des genres Bifidobacterium et Clostridium [45].

3.2.5. Mode d’alimentation

Le type d'allaitement joue un rdle important dans I'évolution de la colonisation du tube
digestif. Le microbiote d'un nouveau-né allaité au sein est moins diversifié que celui d'un
nouveau-né nourri au lait artificiel. L’allaitement maternel favorise I'implantation dominante
du genre Bifidobacterium. Parallelement, I'implantation des entérobactéries, et surtout celle
des Clostridium et des Bacteroides, est retardée et/ou se fait a un taux moins élevé. Cette
différence de colonisation s’explique par une concentration en protéines plus faible et un
pouvoir tampon réduit dans le lait maternel, entrainant un pH colique bas favorable a
l'implantation des bifidobactéries et lactobacilles et défavorable aux autres genres bactériens
[46,47]. De plus, les oligosaccharides présents dans le lait humain ne sont pas hydrolysables
par les enzymes digestives humaines en raison de leur structure. lls ne sont pas assimilés
au niveau de lintestin gréle du nouveau-né et constituent ainsi de véritables facteurs

bifidogénes du lait maternel [48].

De nos jours, les différences observées entre le microbiote d’enfants nourris au sein et
nourris avec des formules de laits infantiles tendent a diminuer. En effet, certaines études
ont montré que les nouveau-nés nourris au lait artificiel peuvent étre colonisés par le genre
Bifidobacterium aussi rapidement et a un niveau aussi élevé que les nouveau-nés allaités,
mais les espéces dominantes semblent étre différentes. Ces modifications d’implantation
sont vraisemblablement dues d’'une part, a 'amélioration des formules de laits adaptés
pouvant contenir des facteurs bifidogénes comme les oligosaccharides, et d’autre part, en
raison des autres facteurs décrits précédemment [42].

Lors de la diversification alimentaire, les bactéries commensales intestinales doivent
s’adapter a la dégradation des fibres alimentaires. C’'est donc un moment de perturbation
majeure durant lequel le microbiote subit une importante diversification. Il sera comparable a

celui de I'adulte a I'age de trois ans en moyenne [22].
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4. COMPOSITION DU MICROBIOTE INTESTINAL DE

L’ADULTE

4.1. Répartition topographique du microbiote

Bien que la totalité du tractus digestif héberge des microorganismes, ils ne sont pas
répartis de facon homogéne. Les conditions écologiques difféerent dans de nombreux
endroits du tube digestif qui constituent autant de niches écologiques spécifiques. Ainsi, la
composition du microbiote varie tout au long du tube digestif, mais aussi transversalement

entre lumiére et muqueuse intestinales.

La distribution spatiale du microbiote intestinal en fonction du site digestif est trés
complexe a étudier et suppose la collecte déchantillons intra-intestinaux des différents
compartiments du tube digestif [49].

4.1.1. Distribution longitudinale

La densité et la composition du microbiote varient selon les segments du tube digestif

avec un gradient croissant dans le sens oral-anal (Figure 7).

L’estomac héberge trés peu de bactéries (10* & 10° UFC par millilitre de liquide

gastrique), principalement en raison de I'acidité du milieu.

Au niveau des premiers segments de lintestin gréle, jéjunum et duodénum, le pH
redevient progressivement neutre. Le taux de bactéries n'excéde pas 10* & 10° UFC par
gramme de contenu. Il s'agit d'espéces aéro-anaérobies facultatives appartenant
principalement aux genres Streptococcus, Lactobacillus et a la famille Enterobacteriaceae.
Le microbiote de liléon est plus important, atteignant 10° & 10’ bactéries par gramme de
contenu. Il est composé essentiellement de bactéries aérobies strictes du genre Bacteroides
associées a des espéces anaérobies facultatives. Il semble que la motilité importante au
niveau de lintestin gréle, induisant des temps de transit courts (4 a 6 heures), empéche les
bactéries de s’y maintenir. Le microbiote a ce niveau du tube digestif n'assurerait pas de
fonctions majeures en dehors de situations pathologiques.

Le cblon est le segment du tube digestif le plus riche en bactéries, majoritairement
anaérobies strictes. Les taux atteignent 10° & 10** bactéries par gramme de contenu. Ceci

s'explique par un transit trés fortement ralenti a ce niveau, associé a un trés bas potentiel
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d’oxydoréduction. Au fur et a mesure que l'on se rapproche de I'extrémité du célon, le
microbiote devient plus abondant et diversifié. La population bactérienne anaérobie, comme
les genres Bacteroides et Bifidobacterium, augmente d'un facteur cent du célon proximal au
cblon distal [42,50]. Le microbiote fécal est souvent considéré comme représentatif du
microbiote colique, mais il ne représente cependant que le microbiote luminal des parties

distales du colon.
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Figure 7 : Répartition topographique du microbiote le long du tube digestif [51]

4.1.2. Distribution transversale

Le microbiote intestinal varie également transversalement entre la lumiére et la tunique
interne de lintestin. Les bactéries peuvent en effet étre associées a la couche de mucus
sécrété par les cellules épithéliales ou adhérer a la muqueuse. Elles peuvent aussi étre
localisées au niveau de la lumiére intestinale sous forme libre ou fixées aux particules
alimentaires [13].

Plusieurs études ont montré que la communauté microbienne qui colonise la couche
de mucus était stable dans le temps et remarquablement similaire de I'léon au rectum pour
un individu donné [52].

4.2. Les différents type de microbiote au sein de I'écosystéme

intestinal

Le microbiote fécal, reflet imparfait du microbiote colique, est le plus étudié. Il
comprend deux principaux types de microbiote : le microbiote endogéne résident et le
microbiote de transit.
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4.2.1. Microbiote endogene résident

Le microbiote « normal », dit endogéne résident ou autochtone, comprend I'ensemble
des espéces microbiennes présentes dans I'écosystéme digestif de facon permanente. Ces
espéces ont colonisé un site spécifique et sont capables de se multiplier dans cet

environnement car elles sont parfaitement adaptées aux conditions du milieu [42].

4.2.1.1. Microbiote dominant

On considere que les bactéries dominantes sont celles qui représentent au moins 1 %
des bactéries totales, soit des niveaux de population atteignant au moins 10° UFC par
gramme de feces (Figure 8). Ce sont ces bactéries qui contribuent le plus significativement
aux fonctionnalités de I'écosysteme digestif.
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Figure 8 : Arbre phylogénétique des principaux groupes bactériens du microbiote fécal dominant chez
'adulte en bonne santé [19]
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On observe que la diversité d’espéces du cortege microbien intestinal dominant est
propre a chaque individu, le nombre d'espéces communes a plusieurs individus étant trés
restreint (voire nul). De plus, la composition du microbiote fécal dominant apparait trés stable
au cours du temps pour un individu donné sur des échelles de temps allant de quelques

jours a plusieurs années [19].

S'il semble que le microbiote intestinal dominant puisse conduire a la détermination
d'une empreinte fécale spécifique de l'individu, I'analyse de sa composition en taxa (genres
bactériens et/ou grands groupes phylogénétiques) fait ressortir I'existence de composantes
récurrentes, retrouvées chez tous les individus. Certains de ces taxa sont connus depuis
bien longtemps via les méthodes classiques de culture, mais la plupart n'ont été mis en
évidence que récemment grace aux approches moléculaires. La prise en compte des
microorganismes non cultivables a permis d’affiner cette vision et de l'inscrire dans un cadre

phylogénétique, placant les microorganismes en fonction de leurs relations dans I'évolution.

On considere aujourd’hui que trois phyla bactériens rassemblent la majorité des
bactéries fécales dominantes [15,53] :

- le phylum des Firmicutes est toujours fortement représenté et comprend deux

groupes :

* le groupe dit « Eubacterium rectale - Clostridium coccoides », le plus
important (14 a 31 % des bactéries totales en moyenne suivant les études),
est composé d’espéces bactériennes appartenant aux genres Eubacterium,
Clostridium, Ruminococcus et Butyruvibrio ;

* le groupe « Clostridium leptum», avec notamment les especes
Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus albus et R. flavefaciens, est aussi

trés souvent dans la dominance (16 a 22 %) ;

- le phylum des Bacteroidetes, toujours présent (9 a 42 %), inclut des bactéries des
genres Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas ;

- le phylum des Actinobacteria, avec les bifidobactéries (0,7 a 10 %) et les bactéries du
groupe Collinsella-Atopobium (0,3 a 3,7 %) est moins systématiquement détecté en

dominance.

Malgré des caractéristiques trés conservées en termes de composition au niveau des
phyla et grands groupes phylogénétiques, la présence de nombreuses espéces sujet-
spécifiques laisse penser qu’il existe, au plan fonctionnel, une interchangeabilité entre
especes et que les niveaux de résolution différents fournissent des informations totalement

complémentaires [49].
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4.2.1.2. Microbiote sous-dominant

La population bactérienne du microbiote sous-dominant est présente a des taux
compris entre 10° et 10° UFC par gramme de contenu colique. Ces bactéries sont aéro-
anaérobies facultatives et appartiennent notamment a différentes espéces de la famille des
Enterobacteriaceae (surtout Escherichia coli) et aux genres Streptococcus, Enterococcus et

Lactobacillus. Les effets exercés par ce microbiote semblent étre minimes [42].

Le microbiote sous-dominant est beaucoup moins stable au plan qualitatif et sujet a un
relais constant d’'espéces. De plus, de légéeres fluctuations de Il'alimentation ou de la
physiologie de I'héte peuvent conduire les niveaux de population de ce microbiote a devenir
dominant [54].

4.2.2. Microbiote de transit

Le microbiote de transit, appelé également allochtone ou de passage, correspond aux
espéces bactériennes qui, sauf lors de circonstances pathologiques, traversent le tube
digestif sans pouvoir le coloniser.

Il est représenté par des entérobactéries du genre Citrobacter, Klebsiella, Proteus ou
Enterobacter, mais aussi par des Pseudomonas, des staphylocoques et des levures
essentiellement du genre Candida. Les bactéries de ce microbiote polymorphe sont
présentes a des taux inférieurs & 10° UFC par gramme de féces et proviennent surtout de
l'alimentation [42]. Certains de ces microorganismes sont potentiellement pathogénes mais
généralement ils sont réprimés par le microbiote dominant et n'expriment donc pas leur
toxicité [13].

4.3. Dynamique du microbiote intestinal

La dynamique du microbiote intestinal peut étre considérée dans l'espace (entre

individus ou entre compartiments intestinaux) et dans le temps (pour tout individu donné).

La capacité d’'une espéce bactérienne a coloniser et persister dans le milieu intestinal
est la conséquence d'interactions complexes bactérie/héte et bactérie/bactérie. La
composition globale de la communauté microbienne intestinale dominante semble constante

entre individus et dans le temps. Les mémes phylums majeurs sont présents, avec des
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proportions qui varient entre individus mais, le plus probablement, demeurent au sein du

méme équivalent d’'unités logarithmiques pour ce qui est de la population [52].

Une étude menée chez neuf volontaires sur soixante-dix huit échantillons fécaux
successifs a permis, par hybridation in situ couplée a I'analyse d'image, de montrer que la
variation du groupe Bacteroides semble plus importante que celle du groupe Clostridium
coccoides. Mais pour chague volontaire, c'est le groupe Bifidobacterium qui est le plus
variable [55]. Toutefois, de nombreuses observations illustrent la capacité du microbiote
intestinal dominant a résister, la plupart du temps, aux modifications. Cette capacité, connue
sous le nom de résilience, suggere une adaptation finement réglée du microbiote a l'intestin,

et méme a I'hdte qui 'héberge.

Quelques travaux ont montré gu’au niveau souche, le microbiote présente une plus ou
moins forte stabilité suivant I'individu considéré. Il est ainsi suspecté que la stabilité observée
au niveau des groupes ou des espéces masquerait un turn-over important au niveau des

souches.

Il a également été observé que la diversité d’espéces au sein des groupes sous-
dominants, par exemple Lactobacillus, est moins stable que celle des groupes dominants, et
que la stabilité des communautés est plus grande au niveau du célon qu’au niveau de l'iléon
[49].

De plus, I'existence d'un facteur génétique influencant la composition du microbiote
semble possible. En effet, les microbiotes fécaux de jumeaux monozygotes sont plus
proches que ceux de jumeaux dizygotes, eux-mémes plus proches que ceux de sujets non

apparentés [42].

Par ailleurs, I'analyse du microbiote fécal de personnes agées a mis en évidence une
grande diversité des espéces, avec des groupes phylogénétiques dominants hétérogénes
jamais observés chez le jeune adulte. Une augmentation des clostridies, des entérobactéries
et des entérocoques, ainsi qu'une diminution du taux de bactéries anaérobies ont

notamment été démontrées [56].

A I'échelle de lindividu, des modifications du microbiote peuvent correspondre a des
phénoménes concomitants de colonisation et de pertes. Dans la plupart des cas, elles seront
essentiellement la conséquence de relais de dominance en réponse a des facteurs modulant
les niches écologiques. Les facteurs pouvant avoir un impact sur la stabilité des
communautés microbiennes intestinales sont nombreuses, comme nous le verrons a la fin

de cette deuxiéme partie.
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5. LES PRINCIPALES FONCTIONS DU MICROBIOTE

INTESTINAL

Le microbiote intestinal exerce de nombreuses activités physiologiqgues dont les
répercussions pour I'héte sont, pour la plupart, bénéfiques. Parmi les principales fonctions du
microbiote, la fermentation des substrats disponibles au niveau du célon, le rdle de barriere a
la colonisation par les microorganismes pathogenes, les interactions avec les cellules
épithéliales, ainsi que le développement et la maturation du systeme immunitaire intestinal et

périphérique ont des rbles essentiels pour le maintien de la santé de 'Homme.

Il est paradoxal de constater que, bien qu'il existe une forte diversité interindividuelle
dans la composition des espéces bactériennes du microbiote, les fonctions physiologiques
globales sont homogénes d'un individu a l'autre. Ainsi, I'existence d'un «noyau du
microbiome humain » a été suggérée par plusieurs scientifiques et consisterait en une série
de caractéristiques partagées par la trés grande majorité des microbiotes intestinaux
humains [57].

5.1. Activités méetaboliques

Les sources de carbone et d'énergie du microbiote intestinal sont représentées par une
grande variété de substrats. La biotransformation de ces différents substrats par le
microbiote intestinal implique I'existence de nombreuses activités métaboliques des
microorganismes en présence. Les processus microbiens de dégradation et de fermentation
de ces composés générent ainsi la production de nombreux métabolites dont la plupart sont
absorbés et utilisés par I'organisme humain. De plus, I'ensemble de ces réactions de
fermentation permet aux bactéries d'obtenir I'énergie nécessaire a leur croissance et au

maintien de leurs fonctions cellulaires [12].

Les activitts métaboliques varient en fonction du site intestinal. Elles sont
particulierement intenses au niveau du célon car ce dernier est trés riche en bactéries et les

résidus alimentaires y séjournent suffisamment longtemps pour étre métabolisés.
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5.1.1. Substrats disponibles pour le microbiote col ique

L'importante diversité des sources de carbone et d'énergie disponibles pour les
microorganismes dans le c6lon contribue a maintenir la biodiversité bactérienne rencontrée
au sein de cet écosysteme. Ces substrats fermentescibles sont d'origine exogéne ou
endogene (Figure 9).
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Figure 9 : Substrats exogenes et endogénes disponibles pour le microbiote colique [58]

5.1.1.1. Substrats exogenes

Les substrats exogenes sont apportés par l'alimentation. lls sont essentiellement
constitués par les glucides non digérés dans la partie supérieure du tube digestif ; les lipides
et les protéines ingérés étant presque totalement absorbés dans l'intestin gréle. Ces glucides
proviennent principalement des céréales, des légumes et des fruits. Ils sont représentés par
'amidon résistant, les polyosides composant la paroi des végétaux, des glucides de réserve,
certains oligosides et des sucre-alcools non assimilés par I'organisme. La quantité totale de
glucides fermentescibles atteignant le c6lon varie, en fonction du régime alimentaire, de 10 a

60 grammes par jour.

Environ 10 % de I'amidon consommé résistent a lI'action des amylases pancréatiques
et échappent donc a la digestion dans l'intestin gréle, ce qui en fait le substrat exogéne

majeur parvenant au c6lon (8 a 40 grammes par jour) [58].

Les polyosides de la paroi des végétaux sont principalement constitués par des
glucides insolubles comme la cellulose, les hémicelluloses et les pectines. D’autres
polyosides végétaux comme [linuline, les gommes ou les mucilages sont également

fermentescibles. Certains de ces polymeéres étant utilisés comme émulsifiants ou agents de
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texture par l'industrie agroalimentaire, I'apport exogene total des polyosides végétaux est

estimé entre 8 et 20 grammes par jour.

Enfin, certains oses, oligosides et sucre-alcools non digestibles parviennent aussi au

cblon, tels que le raffinose, le stachyose ou les fructo-oligosaccharides [59].

5.1.1.2. Substrats endogenes
Les substrats endogénes parvenant au cblon proviennent [58]:

- de lintestin gréle :

e sécrétions pancréatiques, qui contiennent une grande variété d'enzymes
hydrolytiques et représentent une source importante d’azote organique pour
le microbiote colique ;

o cellules épithéliales desquamées ;

* mucines, qui sont des glycoprotéines sécrétées tout le long du tractus
digestif ;

* sécrétions biliaires, constituées de divers stérols (cholestérol, acides
biliaires...) et de bilirubine ;

- de la paroi colique elle-méme :
* mucopolysaccharides, comme [l'acide hyaluronique et les sulfates de
chondroitine ;

e mucines.

5.1.2. Métabolisme des glucides

BN

L'écosystéme colique est particulierement bien adapté a I'utilisation des différents
polyosides présents. Le métabolisme des glucides par le microbiote du cblon inclut la

dégradation des polyosides et la fermentation des métabolites libérés.

La dégradation anaérobie et la fermentation des substrats glucidiques constituent un
processus complexe impliquant plusieurs groupes bactériens aux activités métaboliques
variées et complémentaires. Ces microorganismes interagissent entre eux pour former une
chaine trophique qui assure la transformation des macromolécules glucidiqgues en acides
gras a courte chaine (AGCC), principalement I'acide acétique, I'acide propionique et I'acide
butyrique (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma global de la chaine trophique de dégradation et de fermentation des glucides par
le microbiote colique [58]

5.1.2.1. Dégradation des polyosides

La premiéere étape de la chaine est I'hydrolyse des polyosides par les bactéries
hydrolytiqgues, aboutissant a la libération de fragments osidiques plus petits (oses,
oligosides...). La dégradation des différents polymeres nécessite I'intervention d’une grande
variété d’hydrolases (polysaccharidases, glucosidases...), enzymes non produites par I'h6te,
gui permettent aux bactéries d’hydrolyser les polyosides et d'utiliser les fragments osidiques
libérés comme source de carbone et d’énergie. Une méme fonction hydrolytique peut étre
assurée par des espéces bactériennes phylogénétiquement trés éloignées. Les principales
espéces bactériennes pour lesquelles une activité hydrolytique a I'égard des polymeéres
glucidiques a été démontrée appartiennent aux genres Bacteroides, Bifidobacterium,
Ruminococcus et Roseburia, ainsi qu'a quelques espéces des genres Enterococcus,
Clostridium et Eubacterium. Les activités des différentes hydrolases produites par ces
espéces sont principalement mesurées dans la fraction bactérienne associée aux particules

alimentaires des échantillons fécaux [12].

De nombreuses espéces bactériennes dites glycolytiques sont incapables d’hydrolyser
les polyméres complexes glucidiques et utilisent pour leur croissance les fragments
osidiques libérés par les microorganismes hydrolytiques.
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5.1.2.2. Fermentation des glucides

Malgré la diversité des glucides disponibles et des espéces susceptibles de les
fermenter, les substrats glucidiques sont catabolisés par le microbiote colique par un nombre

relativement restreint de voies métaboliques (Figure 11).
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Figure 11 : Principales voies métaboliques de fermentation des glucides par le microbiote colique [60]

La majorité des especes bactériennes utilise la glycolyse, ou voie d’Embden-Meyerhof-
Parnas, pour convertir les glucides en pyruvate. La voie des pentoses-phosphates est
également empruntée par certaines bactéries coliqgues et conduit aussi a la synthése de
pyruvate. Le pyruvate, métabolite central de ces processus fermentaires, est ensuite
transformé selon différentes voies métaboliques en produits terminaux de fermentation. lls
constituent les accepteurs finaux d’électrons et sont majoritairement I'acétate, le propionate
et le butyrate. Toutefois, un certain nombre de bactéries hydrolytiques et glycolytiques
produisent également des métabolites intermédiaires comme le succinate, le lactate,
I'éthanol, le formate, qui ne s’accumulent pas dans I'écosystéme mais sont métabolisés in
situ par d’'autres especes bactériennes en métabolites terminaux. Par exemple, le lactate,
produit par des especes bactériennes appelées communément bactéries lactiques et
appartenant pour l'essentiel aux genres Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus et

Enterococcus, est réutilisé suivant différentes voies métaboliques qui conduisent a la
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synthese de propionate ou de butyrate. La synthése de composés intermédiaires contribue

au maintien de la diversité du microbiote colique [58,60].

La plupart des especes bactériennes du microbiote colique se caractérisent in vitro par
une fermentation de type acide mixte et produisent donc plusieurs métabolites lors de
I'utilisation d’'un substrat. L'acétate est synthétisé lors de la fermentation des glucides par la
majorité des espéces prédominantes du cdlon (Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium,
Ruminococcus, Eubacterium, Fusobacterium...). Le propionate est principalement synthétisé
par des bactéries appartenant aux genres Bacteroides, Propionibacterium et Veillonella. Les
espéces productrices de butyrate appartiennent aux genres Clostridium, Eubacterium,
Fusobacterium, Butyrivibrio, Coprococcus, Roseburia et Faecalibacterium [61]. Ces trois
AGCC synthétisés sont rapidement absorbés par les cellules épithéliales du cdlon, puis

métabolisés dans différents organes (foie, muscles, cerveau...).

5.1.3. Métabolisme des gaz

L’hydrogene (H,) représente I'un des gaz majoritairement produit lors des processus
fermentaires. En effet, environ 300 millilitres d’H, par gramme de substrat fermenté sont
libérés chaque jour dans le célon. Les espéces bactériennes produisant ce gaz in vitro lors
de la fermentation des glucides appartiennent principalement aux genres Clostridium,

Ruminococcus et Eubacterium.

L'élimination de I'H, est fondamentale au maintien de [I'efficacité du processus
fermentaire. Il est ainsi en partie excrété par voies pulmonaire et anale, mais la majeure
partie de I'H, est réutilisé in situ par les microorganismes hydrogénotrophes. Le microbiote
hydrogénotrophe joue un rble fondamental au sein de I'écosystéme coligue en maintenant la
pression partielle en hydrogéne a un niveau faible, ce qui assure l'efficacité des activités
fermentaires. Trois mécanismes métaboliques par les microorganismes hydrogénotrophes
ont été décrits dans le cdlon humain: la méthanogenése, la sulfato-réduction et

'acétogenese réductrice [62].

5.1.3.1. Méthanogenese

La méthanogenése conduit & la production de méthane (CH,) par les Archaeae
méthanogenes. Seules deux especes ont été décrites dans le célon humain
Methanobrevibacter smithii qui est I'espéce prédominante et Methanosphaera stadmaniae
observée en plus faible quantité.
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On distingue deux groupes de sujets, selon qu'’ils excretent ou non du CH, (sujets
méthano-excréteurs et non méthano-excréteurs). Le déterminisme de ce statut de méthano-
excrétion chez I'Homme reste encore inconnu. Il a été établi que le taux d'Archaeae

méthanogénes est supérieur & 10" par gramme de selles chez les sujets méthano-

excréteurs. Ces individus représentent 30 a 50 % de la population occidentale [63,64].

5.1.3.2. Sulfato-réduction

La réduction de sulfate par I'H, conduit a la production de sulfures, composés
potentiellement toxiques pour les cellules eucaryotes. Les especes sulfato-réductrices du
microbiote colique humain appartiennent majoritairement au genre Desulfovibrio. Les genres
Desulfobacter, Desulfomonas, Desulfobulbus et Desulfatomaculum sont également

rencontrés mais a des niveaux de population plus faibles.

L’activité hydrogénotrophe de cette communauté sulfato-réductrice dépend de la
quantité de sulfate disponible dans I'écosystéme, provenant soit de substrats alimentaires
sulfatés, soit de sécrétions endogénes. Ainsi, la disponibilité en sulfate étant
vraisemblablement différente en fonction du régime alimentaire et des sécrétions de mucus,
les microorganismes sulfato-réducteurs doivent étre capables de s’adapter a des variations
importantes de concentration en sulfate dans I'écosystéme [58].

5.1.3.3. Acétogenése réductrice

L'acétogenése réductrice est une voie particuliére de biosynthése de l'acétate. Ce
mécanisme hydrogénotrophe ne semble pas capable de s’exprimer en présence d'Archaea
méthanogénes, mais il est particulierement important chez les sujets non méthano-
excréteurs. Chez ces individus, 35 % de 'acétate produit dans le cdlon seraient synthétisés

par cette voie réductrice [65].

Les espéces acétogénes hydrogénotrophes isolées des selles de sujets non méthano-
excréteurs appartiennent a des genres variés comme Clostridium, Ruminococcus et

Streptococcus [66].

5.1.4. Métabolisme des protéines

Quantitativement, le métabolisme anaérobie des protéines, appelé putréfaction, est
moins important que celui des glucides, en particulier dans le célon proximal. On estime que

la quantité totale de composés azotés dans le cblon varie de 6 a 18 grammes par jour en
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fonction du régime et de la structure des protéines alimentaires, mais les principales sources

d’azote proviennent des substrats endogénes.

A la différence de la fermentation des glucides, la dégradation des protéines dans le
cblon génere de nombreux métabolites potentiellement toxiques pour I'héte (phénols,

indoles, ammoniac, amines) [60].
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Figure 12 : Métabolisme des protéines par le microbiote colique [12]

5.1.4.1. Protéolyse

Les protéines et les peptides étant la principale source azotée dans le célon, les
bactéries doivent hydrolyser ces polyméres pour disposer du carbone et de l'azote qui les
composent. Les mécanismes régulant ce processus de protéolyse sont encore mal connus.
La structure et la solubilité des protéines, ainsi que leur temps de transit, représentent
vraisemblablement des facteurs importants. De plus, un pH intraluminal voisin de la
neutralité est optimal pour l'activité des protéases (enzymes protéolytiqgues) bactériennes.
Les facteurs influencant le pH colique, comme la production d’acides lors de la fermentation
des glucides, sont donc susceptibles de moduler I'activité protéolytique au sein de

I'écosysteme.

L’hydrolyse des protéines par les protéases conduit a la libération de peptides plus
petits (Figure 12). Un grand nombre d’espéces bactériennes coliques possedent une activité
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protéolytique. Celles prédominantes appartiennent aux genres Bacteroides, Clostridium,

Propionibacterium, Fusobacterium, Streptococcus et Lactobacillus [58].

5.1.4.2. Métabolisme des peptides et des acides ami  nés

Les peptides issus de la protéolyse peuvent étre assimilés par de nombreuses
espéces bactériennes intestinales pour stimuler leur croissance. Leur utilisation
s'accompagne fréquemment de I'excrétion d’acides aminés non nécessaires a la croissance
de la bactérie, qui deviennent alors potentiellement disponibles pour d'autres bactéries

n'assimilant pas les peptides.

Un nombre important de bactéries coliques utilisent les acides aminés comme
principale source d’énergie, notamment certaines especes des genres Veillonella,
Peptococcus, Fusobacterium, Acidaminococcus, Clostridium et Eubacterium, car elles sont
incapables de fermenter les glucides. De nombreuses especes glycolytiques utilisent aussi

les acides aminés et les peptides, mais uniquement comme source d’azote [12].

La fermentation des acides aminés met en jeu des réactions d'oxydation et de
réduction variées, dont les accepteurs finaux d’électrons sont divers (acides gras insaturés,
autres acides aminés, H,...) (Figure 12). La voie réductrice de désamination des acides
aminés, conduisant a la formation d’AGCC et d'ammoniac, apparait étre majoritairement
empruntée par les espéces bactériennes coliques. L'acétate, le propionate et le butyrate sont
les principaux métabolites produits. Néanmoins, une variété d’autres composés est
également formée lors du métabolisme des acides aminés, comme des phénols, des acides
dicarboxyliques et des acides gras ramifiés (isobutyrate, 2-méthylbutyrate, isovalérate). La
concentration de ces métabolites augmente significativement du cblon proximal au cb6lon
distal. Les composés phénoligques et indoliques, issus de la dégradation des acides aminés
aromatiques (tyrosine, triptophane et phénylalanine) par certaines espéces de Clostridium,
Lactobacillus et de Bifidobacterium, sont absorbés et détoxifiés par la muqueuse colique,
puis excrétés dans les urines. Une augmentation de la formation des phénols et des indoles
a cependant été décrite en association a diverses situations pathologiques chez I'Homme,

notamment en cas de cancer du colon [60].

5.1.4.3. Ammoniac

La désamination des acides aminés dans le cblon représente la voie majeure de
production de 'ammoniac (NHz), I'urée ne contribuant que faiblement a cette production.

L’'ammoniac formé par le microbiote intestinal est absorbé par la muqueuse colique et
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transporté par la veine porte jusqu’au foie, ou il est converti en urée qui est ensuite excrétée
dans les urines. L'ammoniac représente également la source d’azote préférentielle d'un
grand nombre d'espéces bactériennes coliques. A lintérieur de la cellule bactérienne, des
amino-transférases permettent aussi la synthése d’acides aminés nécessaires a la bactérie,

grace au transfert de 'ammoniac sur les structures carbonées [12].

L'ammoniac est un composé potentiellement toxique pour I'hdte. En effet, de faibles
concentrations de ce métabolite pourraient altérer la morphologie et le métabolisme
intermédiaire des cellules intestinales, et augmenter la synthése d’ADN. L’'ammoniac pourrait

ainsi étre impligué dans les mécanismes d'initiation du cancer colique.

La concentration en ammoniac dans le cdlon résulte d'un équilibre entre la
désamination des acides aminés par les bactéries et I'utilisation de 'ammoniac par les
cellules pour leurs biosyntheses. En stimulant la protéosynthése bactérienne, la fermentation
des glucides contribue a la diminution de la concentration d’ammoniac dans la lumiére
colique [58,60].

5.1.4.4. Amines et polyamines

Les amines (histamine, tyramine, piperidine...) et les polyamines (cadavérine et
putrescine) sont des métabolites majeurs issus principalement de la décarboxylation des

acides aminés par le microbiote colique.

La synthése de polyamines dépend majoritairement de la présence de décarboxylases
spécifiqgues bactériennes. De nombreuses espéces des genres Bacteroides, Prevotella et
Veillonella ont besoin de polyamines dans le milieu extracellulaire pour une croissance

optimale, les mécanismes physiologiques impliqués restant encore mal connus.

Les espéces bactériennes ayant la capacité de produire des amines appartiennent aux
genres Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, Eubacterium, Streptococcus et incluent aussi
certaines entérobactéries. Les amines produites par le microbiote colique sont
vraisemblablement rapidement absorbées et oxydées au niveau de la muqueuse coligue,
mais elles sont reconnues comme potentiellement toxiques pour I'hbte. En effet, elles sont
susceptibles d'affecter un grand nombre de fonctions chez 'Homme et pourraient jouer un
réble important dans diverses affections (migraine, schizophrénie, gastro-entérites
infantiles...) [58].
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5.1.5. Métabolisme des stérols

Les stérols endogénes parviennent au cblon principalement par la bile, et représentent,
a coté des stérols exogenes, une source potentielle de substrats pour le microbiote
intestinal. Les stérols biliaires sont essentiellement le cholestérol, les acides biliaires et les
hormones stéroidiennes. L’activité du microbiote colique a I'égard de ces différentes
substances est aujourd’hui reconnue, et un certain hombre d'espéces capables de les

métaboliser ont été identifiées.

5.1.5.1. Métabolisme du cholestérol

Bien que le cholestérol soit majoritairement absorbé au niveau de lintestin gréle,
environ un gramme par jour parvient au colon, en provenance de la bile (70 %), de

l'alimentation (20 %) et de la desquamation des muqueuses intestinales (10 %) [67].

Le métabolisme du cholestérol par le microbiote colique aboutit a la synthése de
coprostanol et de faibles quantités de coprostanone. Ce métabolisme permet de limiter
'absorption du cholestérol et donc de diminuer le risque de maladies cardio-vasculaires,
mais il a également été suggéré qu’un taux fécal élevé de coprostanol pourrait étre corrélé a

la cancérogenése colique.

Chez la majorité des individus, plus de 70 % du cholestérol est métabolisé par le
microbiote, alors que pour une minorité, moins de 20 % du cholestérol est transformé ainsi.
Cette répartition bimodale au sein de la population est directement liée au nombre de
bactéries coprostanoligénes présentes dans le colon. En effet, un taux minimal de 10° par
gramme de contenu digestif est nécessaire pour une conversion partielle du cholestérol,
tandis qu'une conversion totale nécessite une population de bactéries coprostanoligénes

supérieure ou égale & 10® par gramme de contenu digestif [12].

Plusieurs espéces bactériennes capables de métaboliser le cholestérol ont été isolées
a partir de selles humaines. La plupart de ces bactéries coprostanoligenes appartiennent au
genre Eubacterium. De plus, la capacité de réduire le cholestérol en coprostanol a été
rapportée chez différentes souches des genres Clostridium, Bifidobacterium, Bacteroides et
Lactobacillus [68].

5.1.5.2. Métabolisme des acides biliaires

Les acides biliaires sont synthétisés dans le foie a partir du cholestérol et sont ensuite

conjugués a la glycine ou a la taurine. lls sont absorbés au niveau de I'iléon, puis transportés
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au foie ou ils sont de nouveau excrétés dans la bile. Environ 5 % des sels biliaires (0,2 4 0,3
gramme par jour) échappent a ce cycle entéro-hépatique et parviennent au célon ou ils sont

métabolisés par le microbiote en acides biliaires dits secondaires [69].

Plus de vingt acides biliaires secondaires ont été mis en évidence dans les féeces,
témoignant de la grande variété de conversions possibles des acides biliaires primaires par
le microbiote colique. La déconjugaison des acides biliaires est catalysée par une hydrolase
spécifiqgue rencontrée principalement chez certaines espéces des genres Bacteroides,
Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium, Lactobacillus, Listeria et Streptococcus.
L'oxydation et [|'épimérisation des groupements hydroxyles mettent en jeu des
deshydrogénases spécifiques présentes chez de nombreuses espéces de Clostridium,
Eubacterium, Fusobacterium et Ruminococcus. Les espéces bactériennes responsables de
la 7-déshydroxylation des acides biliaires ne sont détectées qu'a un faible niveau de
population dans les selles humaines (10° & 10° par gramme de selles) et appartiennent
essentiellement aux genres Clostridium et Eubacterium. L’estérification des acides biliaires
par le microbiote colique est assurée par certaines espéeces de Bacteroides, Eubacterium,
Citrobacter, Lactobacillus et Ruminococcus. Enfin, différentes espéces de Clostridium,
Fusobacterium et Peptococcus ont la capacité de désulfater les acides biliaires, par
l'intermédiaire d’une désulfatase spécifique [58,68].

5.1.5.3. Métabolisme des hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes sont conjuguées au niveau du foie a un glucuronide ou un
sulfate, puis excrétées dans la bile. La concentration totale de ces hormones dans les
sécrétions biliaires chez 'hnomme et la femme adultes sont respectivement de 13 et 6
milligrammes par jour. Une partie de ces hormones stéroidiennes sont métabolisées par le

microbiote colique, et les métabolites formés subissent le cycle entéro-hépatique [68].

La déconjugaison des hormones stéroidiennes constitue la réaction majeure réalisée
par les bactéries du célon. Elle est effectuée par I'intermédiaire de glucuronidases portées
surtout par Escherichia coli et des espéces du genre Bacteroides, et par des sulfatases
détectées chez certaines espéces appartenant aux genres Clostridium, Lactobacillus,
Eubacterium, Bacteroides et Peptococcus. D’autres biotransformations bactériennes
catalysées par des réductases, des deshydratases et des deshydrogénases spécifiques ont
également été démontrées, et seraient réalisées essentiellement par des espéces des
genres Clostridium et Eubacterium [70,71].
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5.2. Interactions avec la muqueuse intestinale ete ffet de barriere

Le microbiote intestinal constitue une défense naturelle vis-a-vis du monde extérieur et

exerce de nombreux effets structuraux sur I'épithélium colique [12].

5.2.1. Des modeles d’étude adaptés : les animaux €l  evés en isolateurs

La connaissance des effets physiologiques du microbiote intestinal a beaucoup
progressé grace au développement de la gnotobiologie dans la deuxiéme partie du XX
siécle. Cette discipline vise a élever différents animaux (surtout des rats et des souris) dans
des enceintes stériles appelées isolateurs [13].

L’élevage débute par la collecte et l'introduction dans les isolateurs d'utérus de
femelles gravidiques. La descendance axénique, c'est-a-dire n’hébergeant aucun
microorganisme, peut ensuite étre élevée en isolateurs sur plusieurs générations. Ces
conditions d’élevage en atmosphére controlée permettent également d’inoculer, dans le tube
digestif de ces animaux, une ou plusieurs espéeces bactériennes (animaux dits
gnotoxéniques), le microbiote total d’animaux conventionnels (dits aussi conventionnalisés)

ou encore un microbiote d'origine humaine.

Ces animaux représentent des modeéles pertinents pour étudier les interactions entre le

microbiote et I'épithélium intestinal, ainsi que certains mécanismes mis en jeu [72].

5.2.2. Effets sur I'anatomie et la physiologie de | a muqueuse intestinale

En absence de microbiote, on constate que la lamina propria de I'épithélium est fine,
peu développée et pratiquement dépourvue de lymphocytes. De plus, le temps de transit est
ralenti chez les animaux axéniques. Au niveau du gros intestin, la vitesse de production de
cellules par crypte est ralentie et leur nombre est diminué d’environ 20 % chez I'animal
axénigue par rapport aux animaux conventionnels. Le temps de renouvellement des cellules

épithéliales est donc plus long en absence de microbiote [73].

L’activité sécrétrice des cellules caliciformes est influencée par les microorganismes
commensaux du tube digestif. Il a été observé que les cellules caliciformes de rongeurs
axéniques étaient moins nombreuses et plus petites que chez des animaux élevés dans des

conditions normales. Ainsi, la couche de mucus est plus fine en absence de microbiote [13].

Par ailleurs, le microbiote digestif intervient de facon fondamentale dans les

mécanismes de l'angiogenése. Par rapport aux animaux conventionnels, le réseau de
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vaisseaux sanguins de la paroi intestinale est deux fois moins dense chez les animaux
axéniques, en raison d'un développement stoppé prématurément chez ces derniers.
L'inoculation d’un microbiote intestinal complexe restaure une densité de vaisseaux sanguins

normale en seulement dix jours [74].

En comparant a lI'aide de puces a ADN les profils d'expression génique de l'intestin
gréle distal de souris axéniques et conventionnelles, un travail récent a permis d’approfondir
la compréhension du réle du microbiote colique dans le fonctionnement de I'épithélium
intestinal. Les résultats obtenus ont mis en évidence que l'absence de microbiote
s'accompagne d’'une augmentation ou d'une diminution de I'expression d’environ une
centaine de génes impliqués dans diverses fonctions intestinales. Les effets de plusieurs
bactéries vis-a-vis de I'expression de génes cibles ont été testés et les profils d’expression
génique different selon les souches bactériennes inoculées. Ainsi, des interactions entre les
bactéries du microbiote et les cellules épithéliales intestinales impliqueraient la sécrétion de
molécules « signal » par les bactéries, pouvant moduler I'expression de génes cibles au
niveau de la muqueuse digestive. La nature des molécules « signal », I'existence de
récepteurs spécifiques au niveau de I'épithélium et les voies de transduction du signal
restent largement a explorer [72,75].

5.2.3. L'effet de barriere

Le concept d'effet de barriére (ou résistance a la colonisation) a été découvert a partir
de l'observation d'un risque accru d’'infections intestinales chez les sujets recevant des

antibiotiques.

Le microbiote autochtone joue un rdle crucial dans la résistance a la colonisation par
des bactéries pathogénes, en exercant un effet bactériostatique. Pour ce faire, certaines
espéces bactériennes commensales du tube digestif agissent sur les pathogenes en
occupant leurs sites d'adhérence, en consommant les substrats nécessaires a leur
croissance, en neutralisant leurs actions toxiques et/ou en produisant des substances
antimicrobiennes. La barriére est dite permissive lorsqu’elle autorise un portage sain ; elle
est dite drastique lorsque le microorganisme pathogéne est totalement éliminé de

I'organisme.

La rupture de l'effet de barriére peut survenir dans certaines conditions (changement
brutal de régime alimentaire, prise d’antibiotiques, stress...) et peut conduire a des troubles
digestifs dus a I'implantation de microorganismes nocifs [8].
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5.3. Effets du microbiote intestinal sur le systéme immunitaire

Le tube digestif constitue le principal site de contact entre I'organisme et les hombreux
Ag présents dans notre environnement. Parmi les multiples effets du microbiote intestinal,
son action sur le systéme immunitaire et, en particulier sur le systéme immunitaire intestinal

(SII) est considérable.

Des données comparatives entre des souris axéniques et des souris conventionnelles
ont permis de démontrer le rdle essentiel joué par le microbiote intestinal sur le
développement et I'activation du systéme immunitaire, au niveau périphérique et intestinal. A
partir des résultats fournis par ces modeéles animaux, les effets du microbiote sur I'immunité

de I'héte ont pu étre caractérisées par trois effets [8] :
- activation du systéme immunitaire ;
- modulation des réponses immunes ;

- régulation des réponses permettant a court et long termes une bonne adéquation de

celles-ci aux différents stimuli antigéniques.

La stimulation permanente du systéme immunitaire par le microbiote est nécessaire
non seulement pour son développement et sa maturation, mais également pour le maintien
de 'homéostasie intestinale, de la fonction de barriere de I'épithélium ou encore de I'équilibre
entre réponses pro- et anti-inflammatoires [15].

5.3.1. Au niveau du systeme immunitaire périphériqu e

5.3.1.1. Régulation de la balance Th1/Th2 de I'immu nité innée

BN

Depuis une quarantaine d'années, on assiste a une augmentation inquiétante de
l'incidence des allergies chez le nourrisson. Un mauvais équilibre de la balance Th1/Th2 est
'une des causes principales de ces réponses atopiques. Et selon I'hypothése hygiéniste,
une diminution de I'exposition aux bactéries durant les premiers mois de vie favoriserait le
développement des allergies [77]. Ainsi, le microbiote intestinal semble jouer un rdle crucial
sur l'orientation Th2 vers Th1.

A la naissance, le nouveau-né a une immunité de type Th2 nécessaire au non-rejet du
foetus durant la période périnatale, mais aussi propice a la survenue de réponses allergiques
IgE. L'exposition précoce a certaines bactéries du microbiote serait essentielle pour rétablir
un équilibre en stimulant la réponse Thl.

65



5.3.1.2. Effet régulateur sur 'immunité acquise

Les ganglions lymphatiques des animaux axénigues sont non structurés et présentent
des zones Ilymphocytaires atrophiées. L'inoculation d'un microbiote de souris
conventionnelles a ces souris axénigues permet de réparer ces anomalies en quelques

semaines [78].

En dehors de toute immunisation, il existe dans le sérum des Ig dites naturelles, dont le
taux est relativement constant. Le microbiote intestinal agit fortement, via ces Ig naturelles,
sur le répertoire des lymphocytes B, donc sur la possibilité pour l'individu de développer des
réponses humorales diversifiées. En effet, I'analyse de I'expression de certains génes codant
pour la synthése des parties variables des Ig, c’est-a-dire de leur site anticorps, a permis
d’évaluer le role déterminant du microbiote sur la diversification de la synthése de ces
anticorps.

Par ailleurs, il est établi aujourd’hui que certaines infections bactériennes systémiques
sont a l'origine de I'apparition d’affections auto-immunes. Les bactéries commensales du

tube digestif semblent jouer un réle protecteur contre ces maladies [8].

5.3.2. Au niveau du systeme immunitaire intestinal

Des études comparatives entre des souris axéniques et des souris conventionnelles
montrent que la présence du microbiote intestinal joue un réle crucial sur le développement
et I'activation du Sll. Les animaux axéniques présentent en effet de hombreuses anomalies
au niveau de leur SlI : hypoplasie des plaques de Peyer, nombre de LIE et de plasmocytes a
IgA réduits, concentration d’lg sériques et production de cytokines limitées. L’inoculation de
leur tube digestif par un microbiote de souris conventionnelles provoque en trois semaines
l'activation du Sl [78]. Certaines espéces bactériennes, notamment Escherichia coli ou
Bacteroides, semblent jouer un réle important dans cette stimulation puisque leur seule
présence dans le tube digestif est capable de provoquer une stimulation égale a la moitié de

celle mesurée avec un microbiote complet [13].

Il a été montré que la colonisation séquentielle du tube digestif par les bactéries
intestinales chez le nouveau-né est responsable du complet développement du SlI, et
notamment de son systeme plasmocytaire a IgA. Par ailleurs, une étude chez I'enfant portant
sur la réponse immunitaire par les IgAs spécifiques anti-rotavirus, a montré que la présence
de Bifidobacterium bifidum était responsable d’'un effet adjuvant sur le nombre d’'IgAs anti-
rotavirus, alors qu'a linverse, la présence d’Escherichia coli a un effet suppresseur. La
présence de Bifidobacterium bifidum modére l'effet suppresseur d’Escherichia coli lorsque
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ces deux espéces sont présentes au sein du microbiote. Ainsi, seules certaines bactéries du
microbiote sont suffisantes pour exercer un réle modulateur sur les réponses immunitaires

intestinales [8].

De plus, le microbiote intestinal exerce un effet régulateur sur les fonctions du Sll,
permettant en particulier la mise en place des mécanismes de suppression des réponses
immunes, telle que la tolérance orale. Expérimentalement, l'induction de la tolérance orale
peut étre mise en évidence en gavant un lot de souris avec une protéine alimentaire,
I'ovalbumine (OVA), puis en I'immunisant par voie systémigue sept jours plus tard avec cette
méme protéine. La comparaison de la réponse immune anti-OVA mesurée au niveau
périphérique entre le lot gavé et le lot témoin, gavé avec du tampon, permet de savoir si la
tolérance orale a été établie. Lorsque c’est le cas, la réponse anti-OVA cellulaire et/ou
humorale est tres diminuée ou supprimée dans le lot gavé OVA par rapport au lot témoin,
alors que dans le cas contraire, elle est comparable entre les deux lots, indiquant un non-
établissement de la tolérance orale. Ce protocole expérimental a permis de montrer que,
parmi les facteurs influencant I'établissement du processus de la tolérance orale, le
microbiote intestinal tient une place importante. En effet, aprés gavage avec de 'OVA, la
suppression de la réponse immune anti-OVA, donc la tolérance orale, est trés bréve chez
des souris axéniques par rapport a des souris conventionnelles (environ dix jours contre plus
de cinq mois chez les souris conventionnelles). La colonisation préalable au gavage du tube
digestif avec Escherichia coli ou Bacteroides suffit & restaurer une suppression aussi durable
gue celle existant chez les souris conventionnelles. D’autres études ont également montré
gue le microbiote intestinal jouait un réle protecteur important contre I'effet abrogatif de
certaines toxines vis-a-vis de la tolérance orale, a condition que certaines bactéries soient
présentes dans le microbiote dés le plus jeune age. Ces résultats expérimentaux mettent en
lumiére l'importance de la période post-natale dans la mise en place des mécanismes de

régulation de la tolérance orale, qui seront ensuite fonctionnels durant toute la vie [7].

Pour ce qui est de la tolérance du SlI vis-a-vis du microbiote intestinal, des études ont
rapporté le réle joué par les bactéries commensales dans la régulation de la voie d’activation
NF-kB de la synthése des cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, certaines de ces bactéries
seraient capables de bloquer cette voie NF-kB [8]. Ces données mettent en évidence
l'importance du dialogue existant entre les bactéries du microbiote intestinal et le SllI, sur la

régulation du fonctionnement du SlI.
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6. HOMEOSTASIE DU MICROBIOTE INTESTINAL

Les mécanismes impliqués dans le maintien de 'homéostasie du microbiote intestinal

sont complexes.

Dans des conditions normales, le microbiote intestinal est relativement stable chez un
méme individu. Cet état d’équilibre est désigné sous le terme de normobiose ou d’eubiose.
Cependant, de nombreux facteurs peuvent influencer la composition du microbiote, créant

ainsi un déséquilibre de dynamique structurelle et fonctionnelle : on parle de dysbiose.

6.1. Facteurs influencant la stabilité du microbiot e intestinal

Les populations microbiennes du microbiote intestinal réagissent a de nombreux
facteurs abiotiques et biotiques, qui peuvent induire des effets bénéfiques ou néfastes sur la

dynamique de ces populations et sur leurs actions.

6.1.1. Facteurs abiotiques

Les facteurs abiotiques correspondent a 'ensemble des facteurs physico-chimiques de
I'écosystéme digestif qui influencent le microbiote intestinal. C’est, entre autre, en réponse a
ces différents facteurs abiotiques que se développe un microbiote adapté et spécifique a
chaque compartiment digestif de 'THomme.

6.1.1.1. Sécrétions digestives

La sécrétion acide gastrique constitue un facteur de défense majeur contre la
colonisation par des microorganismes pathogénes en aval du tube digestif. La résistance a
l'acidité gastrique différe fortement entre micro-organismes, et certains survivent totalement
a leur passage dans l'estomac. Le risque d'infections intestinales est significativement
augmenté en cas d’achlorhydrie ou de traitements anti-sécrétoires, car le nombre de
bactéries nécessaires pour déclencher une infection est alors aussi réduit [79]. Cependant,
cette augmentation est contrebalancée par la présence dans le tube digestif de facteurs

antimicrobiens puissants (acides biliaires, mucus, défensines).

La présence d'acides biliaires sécrétés par le foie peut également influencer la
croissance et l'activité du microbiote intestinal. Les espéces capables de métaboliser ces

acides biliaires vont ainsi avoir un avantage écologique par rapport a celles incapables
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d’'opérer cette transformation. De plus, les acides biliaires ont des propriétés

antimicrobiennes importantes, exercées sur les membranes bactériennes [13].

Le mucus, ce gel translucide de 50 a 450 micrométres d’épaisseur qui forme une
barriére physique a la surface de I'épithélium intestinal, concentre aussi dans son réseau de
mailles de nombreuses substances antimicrobiennes comme les IgAs, la lactoferrine, la
lactoperoxydase et le lysozyme. Il a également la capacité de fixer divers microorganismes
grace a certains de ses sucres qui miment des récepteurs bactériens. Par ailleurs, le
microbiote intestinal peut modifier sa composition et ses propriétés, soit en le dégradant

partiellement, soit en influant sur sa synthése [79].

Les défensines, qui sont des peptides antimicrobiens sécrétés dans les cryptes
intestinales par les cellules de Paneth, agissent par destruction de la membrane bactérienne.
lls sont actifs notamment contre Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella et
Candida albicans [80]. Leur action éventuelle sur le microbiote résident n’est pas connue.

6.1.1.2. Motricité intestinale, pH et potentiel red  ox

Les différences de motricité de lintestin gréle et du célon expliquent la localisation
essentiellement coliqgue du microbiote intestinal. Les complexes migrants inter-digestifs sont
a l'origine de la pauvreté du microbiote dans l'intestin gréle, a I'exception de I'iléon terminal.
La réduction du péristaltisme est un facteur favorisant I'apparition de troubles fonctionnels

intestinaux.

Les phénomenes fermentaires, liés a l'activité du microbiote, induisent des variations
du pH au sein des compartiments digestifs qui influencent la stabilité de communautés
microbiennes. Par exemple, une production excessive de lactate entrainera une diminution

importante du pH intra-colique a I'origine de perturbations de I'équilibre microbien.

De plus, une différence importante de pH existe entre les différentes parties du célon. Il
est plus élevé dans la partie distale (6,6 a 6,9) que dans la partie proximale (5,4 a 5,9). Cela
peut s’expliquer par la nature, la quantité et le temps de séjour des substrats qui y arrivent.
Ces différences de pH plus ou moins favorables au maintien de certaines espéces
expliguent en partie les différences observées au niveau du microbiote dans ces deux

compartiments [13].

Enfin, le potentiel redox bas régnant dans le célon conditionne fortement le
développement du microbiote, composé en majorité de bactéries anaérobies strictes [79]. En
général, les bactéries anaérobies facultatives du microbiote ont la capacité d'éliminer

'oxygéne et protégent ainsi les communautés aérobies strictes de sa toxicité. La présence
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d’'oxygéne dans I'écosysteme digestif peut étre, en outre, favorable a '’émergence d’espéces
bactériennes pathogenes qui trouvent dans un milieu oxydé des conditions favorables a leur

croissance.

6.1.1.3. Systéme immunitaire

Le rble du systéme immunitaire dans le contrdle homéostatique du microbiote intestinal
est étayé par la constatation de perturbations de ce dernier au cours de déficits immunitaires
[79].

6.1.1.4. Alimentation

Comme nous l'avons vu précédemment, le microbiote de nourrissons nourris au lait
maternel est sensiblement différent de celui des nourrissons allaités avec des préparations
lactées. Par ailleurs, la diversification alimentaire est une période importante dans

I’établissement du microbiote.

L’aliment est un facteur essentiel influencant I'équilibre des populations microbiennes
du tube digestif. En effet, il conditionne I'apport de nutriments et d’énergie pour le microbiote,
et au cours de sa biodégradation, il agit sur les paramétres qui conditionnent I'homéostasie
du milieu (pH, potentiel redox, concentrations des métabolites...).

La grande variété de substrats disponibles pour le microbiote contribue au maintien de
la diversité microbienne au sein de I'écosystéme. Les réactions de dégradation et de
fermentation de ces substrats sont nécessaires aux bactéries. Un changement de régime
alimentaire modifie, au moins partiellement, le niveau des fonctions du microbiote. Bien que
I'équilibre au niveau des espéces du microbiote fécal semble inchangé par l'alimentation,
certaines activités enzymatiques bactériennes sont significativement influencées [15]. Par
exemple, la production de gaz par le microbiote est consécutive a la consommation
d'aliments fermentescibles. De méme, de fortes doses d’hydrates de carbone sont
responsables jusque dans le cdlon distal d'un effet osmotique, c'est-a-dire d’'un risque de

diarrhée.

6.1.1.5. Antibiotiques

La plupart des antibiotiques utilisés en thérapeutique chez I'Homme induit des
modifications du microbiote intestinal. Celles-ci dépendent du spectre antibactérien et de la
pharmacocinétique de I'antibiotique (qui conditionne les concentrations obtenues dans le
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c6lon), et sont particulierement importantes lorsque la cible d’action est présente au niveau

intestinal. Les effets indésirables qui résultent de I'antibiothérapie sont notamment [78] :

- une diminution de la capacité de fermentation, responsable d'un risque accru de

diarrhée ;

- une diminution de l'effet de barriére, responsable d’'un risque accru d’émergence de
pathogenes, au premier rang desquels Clostridium difficile a l'origine de diarrhées pouvant

évoluer en colite pseudo-membraneuse ;
- l'apparition puis la dissémination d’'une résistance aux antibiotiques.

Chez I'Homme, l'utilisation d'antibiotiques visant & moduler le microbiote endogéne est
essentiellement destinée a réduire le risque d’infections a point de départ intestinal chez des

sujets a risque (sujets immunodéprimés ou patients hospitalisés).

6.1.2. Facteurs biotiques

Les facteurs biotiques correspondent aux facteurs intrinseques liés aux espeéeces

bactériennes (caractéristiques physiologiques et métaboliques) et a I'ensemble des

interactions entre les microorganismes au sein de I'écosysteme digestif.

Comme dans tous les écosystemes microbiens, les diverses especes qui coexistent au
sein de I'écosystéme digestif ont tissé au cours de I'évolution un vaste réseau d'interactions

(Tableau 1), la plupart étant bénéfiques pour I'héte.

Tableau 1 : Exemples d'interactions microbiennes au sein de I'écosystéme digestif de 'Homme [13]

Relation durable et complémentaire Cas des especes bactériennes du microbiote

entre plusieurs espéces bactériennes endogéne résident

Accomplissement d’une fonction Métabolisme des glucides par I'action combinée des
physiologique par différentes espéces microorganismes hydrolytiques et glycolytiques entre
bactériennes, a leur profit mutuel lesquels se crée une véritable chaine trophique
Action inhibitrice ou réductrice d’'une Effet de barriere exercé par les bactéries

espece bactérienne sur une autre commensales sur les microorganismes pathogeénes
Concurrence entre microorganismes Dégradation des polyosides par différentes especes

pour I'utilisation d’'une méme ressource hydrolytiques du microbiote

Inhibition ou suppression d’'un Sécrétion d’enzymes lytiques et de toxines par
microorganisme par un autre certaines bactéries
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6.2. Notion de dysbiose

Par opposition a I'état de normobiose, la dysbiose se caractérise par l'altération de
I’équilibre normal du microbiote intestinal. La résultante finale de cet état de déséquilibre va
de la simple dérégulation a la pathogénie digestive, mais aussi extra-digestive (diabéte,

obésité, allergie...).

De nombreuses affections intestinales, aigués et chroniques, pourraient étre

engendrées par un déséquilibre du microbiote :

- diarrhées ;

maladies inflammatoires chroniques de l'intestin ;
- troubles fonctionnels intestinaux ;
- cancer du cblon...

Cependant, la dyshiose pourrait étre une conséquence plutdt qu’une cause. En
agissant sur les facteurs de contréle du microbiote, il est possible de restaurer ou de

maintenir I'hnoméostasie de celui-ci [52].

Parmi les stratégies thérapeutiques utilisées pour rétablir I'équilibre intestinal,
'administration de probiotiques a prouvé son efficacité. Comme nous le verrons par la suite,
les probiotiques sont capables d’interagir avec les espéces bactériennes du microbiote afin
de moduler leurs activités dans le but d’améliorer la santé de I'h6te.
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TROISIEME PARTIE : LES

PROBIOTIQUES
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1. LE CONCEPT DE PROBIOTIQUES

Si I'appellation « probiotique » est d’usage relativement récent, le concept lui, est bien
loin d’étre nouveau. L’idée d’administrer des microorganismes exogénes afin de moduler le
microbiote endogéne dans un sens favorable est relativement ancienne et constitue la base

du concept de probiotiques.

1.1. Historique et définition des probiotiques

La définition du terme probiotique a évolué dans le temps en fonction de la réflexion

des chercheurs, des connaissances scientifiques et des avancées technologiques.

Au début du XX®™ siécle, Elie Metchnikoff, savant ukrainien naturalisé francais ayant
travaillé a I'Institut Pasteur et prix Nobel en 1908 pour ses travaux sur la phagocytose, a été
le premier a observer l'effet positif de certaines bactéries sur I'Homme. Il avait en effet
remarqué qu'un nombre important de Bulgares vivaient plus de cent ans et il émit
I'hypothése que cette longévité était certainement due a leur importante consommation de
produits laitiers fermentés, ancétres des yaourts. Metchnikoff supposa alors que «la
dépendance des microbes intestinaux vis-a-vis des aliments rend possible I'adoption de
mesures pour modifier la flore de nos corps et remplacer les microbes dangereux par les

microbes utiles ».

A la méme époque, en 1906, le pédiatre francais Henry Tissier a observé que les
selles des enfants souffrant de diarrhées contenaient un faible nombre de bifidobactéries par
rapport aux selles d’enfants en bonne santé. Il suggéra alors d’administrer ces bactéries aux
patients diarrhéiques pour les aider a restaurer un microbiote intestinal sain [81].

Metchnikoff et Tissier sont donc les premiers a émettre l'idée d’administrer des
microorganismes exogenes vivants afin de palier a un éventuel déséquilibre de I'écosystéme
intestinal. Le concept de probiotiques était né et des 1917, le yaourt a été développé
industriellement. 1l était vendu exclusivement dans les pharmacies et sa consommation était

alors recommandée dans les troubles digestifs.

Mais ce n’est qu'en 1954 que le terme de probiotiques sera introduit dans la littérature
par Ferdinand Vergin dans un écrit intitulé « Anti-und Probiotika » [82]. Ce terme dérivé du
grec « pro bios », qui signifie littéralement « en faveur de la vie », sous-entend que la
substance ainsi dénommée a un effet bénéfique sur la vie au sens large du terme, par

opposition aux effets délétéres des antibiotiques (signifiant littéralement « contre la vie »).
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Dans les années 1950-1960, de nombreux médicaments probiotiques ont été
développés et commercialisés. Mais l'absence de données rigoureuses sur lefficacité
clinique de beaucoup d’entre eux a conduit a leur disparition progressive quelques années
plus tard, a l'exception de quelques-uns dont les propriétés furent confirmées. Les
scientifiques dénoncaient aussi des insuffisances parfois majeures dans la qualité
microbiologique ou la stabilité de certains produits, et certains doutaient méme de la
possibilité d'effets en raison de la probabilité (non étudiée jusque la) que ces
microorganismes et leurs principes actifs soient détruits dés leur passage dans I'estomac.
Cependant, la recherche dalternatives a [l'antibiothérapie et [I'amélioration des
connaissances sur les relations mutuelles entre le microbiote intestinal et I'héte qui I'hnéberge

ont relancé l'intérét porté aux probiotiques.

En 1965, Lilly et Stillwell parlaient des probiotiques comme des « facteurs capables de
stimuler la croissance d’autres microorganismes ». Par la suite, en 1974, Parker proposa
d’élargir la définition a des « organismes ou substances qui contribuent au maintien de
I'équilibre de la flore ». En 1989, Fuller décida d’inclure a la définition des probiotiques les
notions de viabilité et d'effets positifs exercés, et les désigna alors comme des
« préparations microbiennes vivantes utilisées comme suppléments alimentaires et qui

affectent de fagcon bénéfique I'n6te en améliorant la digestion et I'hygiéne intestinale» [83].
Trois éléments ont depuis contribué & modifier encore la définition [79] :

- le fait que certains microorganismes pouvaient avoir des effets sur I'hdte sans
nécessairement modifier son microbiote (effets directs enzymatiques ou par une

immunomodulation) ;

Y

- lintérét des industriels a ne pas labelliser « probiotique » des microorganismes
« génériques », tout particulierement ceux du yaourt standard, pour réserver ce label
a des produits d’apparence et godts voisins, mais contenant des microorganismes

dont la valeur ajoutée justifie un colt supérieur ;

- le désir de nombreux chercheurs et industriels d'exclure de la définition les
microorganismes tués, car en effet, si certains microorganismes morts peuvent
exercer certains effets bénéfiqgues pour I'héte (la lyse bactérienne peut libérer des
composés biologiquement actifs tels que des métabolites, des enzymes ou des
constituants de la paroi), des travaux ont montré que ces effets étaient souvent moins

marqués que ceux des microorganismes ingérés vivants.

Ainsi, c'est la Food and Agriculture Organisation (FAO) des Nations Unies et
I'Organisation Mondiale de la santé (OMS) qui, en 2001, officialisent la définition du terme
« probiotique » afin d’éviter des abus de langage et des dérives. Les probiotiques sont donc
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définis comme des « microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités

adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de I'héte ».

L’histoire souligne donc que la définition actuelle pourrait encore évoluer, car les
champs de recherche pour mieux connaitre et comprendre l'action des probiotigues sont

encore nombreux [82].

1.2. Notions complémentaires

1.2.1. Prébiotiques

Le terme de prébiotiques a été introduit récemment, en 1995, par Gibson et Roberfroid.
Bien que complémentaires, les prébiotiques sont a distinguer des probiotiques, car ce ne
sont pas des microorganismes. lls sont définis comme étant des « ingrédients alimentaires
non digestibles qui stimulent de maniére sélective au niveau du colon la croissance et/ou
l'activité d’une ou d’'un nombre restreint d’espéces bactériennes susceptibles d’améliorer la
physiologie et donc la santé de I'héte » [84]. Les groupes bactériens concernés sont
essentiellement les bifidobactéries (effet bifidogene) et les bactéries lactiques, car ils sont

bénéfiques pour I'hbte.

Il existe de nhombreux candidats a I'appellation de prébiotiques. La plupart sont des
glucides d'origine végétale ou synthétique. Certains prébiotiques sont naturellement présents
dans des aliments, et d’autres sont ajoutés dans des aliments a visée fonctionnelle ou dans

des suppléments alimentaires.
Les prébiotiques les plus connus et les mieux caractérisés sont :
- les fructanes, polymeres de fructose, parmi lesquels on trouve :

« [linuline, présente dans plusieurs végétaux (oignons, ail, asperges, artichauts,

bananes...) et principalement extraite des tubercules de chicorée ;

* les fructo-oligosaccharides (FOS), ou oligofructoses, se trouvant
naturellement présents dans de nombreux aliments tels que le blé, les
oignons, les betteraves, les bananes, le miel, l'ail et les poireaux, et pouvant
aussi étre produits soit par hydrolyse de I'inuline, soit par biosynthése a partir
de saccharose et de fructose ;

- les galacto-oligosaccharides (GOS) et les transgalacto-oligosaccharides (TOS) ;

- le lactulose.
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De nombreux autres glucides (xylo-oligosaccharides, isomalto-oligosaccharides, gluco-
oligosaccharides, maltodextrines résistantes...), des protéines, certains peptides ainsi que
des lipides pourraient aussi étre des prébiotiques, mais les preuves sont encore insuffisantes
pour qu'ils soient considérés comme répondant a tous les critéres du concept original des

prébiotiques.

La consommation de prébiotiques entraine une modulation de I'équilibre entre les
populations bactériennes dominantes du microbiote colique, ce qui influence favorablement
le fonctionnement de l'intestin. lls peuvent ainsi avoir des effets bénéfiques sur la prévention
et le traitement de désordres gastro-intestinaux, avec notamment pour effets physiologiques
[85] :

- une augmentation du nombre de bifidobactéries dans le cdlon, qui contribue a

renforcer I'effet de barriere du microbiote ;

- une diminution importante du pH intra-colique, qui défavorise la croissance de

microorganismes potentiellement pathogénes tels les Bacteroides ou les clostridies ;
- un accroissement de I'absorption calcique ;
- une augmentation du poids fécal ;
- un raccourcissement du temps de transit gastro-intestinal ;
- éventuellement, une diminution du taux de lipides dans le sang.

Bien qu’ils soient habituellement bien tolérés, les prébiotiques peuvent cependant
provoquer des effets indésirables. En effet, tant qu’ils n’ont pas été métabolisés, ils exercent
un effet osmotique dans la lumiére intestinale, négativement corrélé a leur poids moléculaire,
gui augmente le débit d’eau dans l'intestin et pouvant ainsi induire des borborygmes, des
douleurs abdominales et éventuellement de la diarrhée. Par ailleurs, la fermentation des
prébiotiques peut induire des émissions excessives de gaz rectaux. La dose ingérée ainsi
gue le mode de consommation influencent la fréquence de ces symptébmes. De plus, la
susceptibilité a ressentir ces effets indésirables est trés variable d’'un sujet a l'autre. Cela
pourrait s’expliquer par une sensibilité viscérale propre a chacun et par des différences du
profil bactérien du microbiote intestinal. Néanmoins, la sévérité des symptdémes rapportés est

généralement modérée et n’entraine aucun risque pour la santé [79].

Malgré I'accroissement récent des travaux expérimentaux et des essais cliniques chez
'’Homme, beaucoup d’efforts sont nécessaires pour établir de fagon incontestable l'intérét de
ces nouveaux ingrédients alimentaires. En effet, alors que le concept de prébiotique repose
sur la modification sélective de la composition bactérienne du microbiote colique, seuls les

effets sur les populations bactériennes dominantes sont bien établis ; les effets éventuels sur
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les groupes bactériens sous-dominants n’ayant généralement pas été déterminés. De
méme, la majorité des études a été réalisée pendant des périodes de quelques semaines, et
l'influence éventuelle de la durée de consommation n’'est pas complétement connue. Il est
également indispensable que les effets cliniques préventifs et/ou curatifs des prébiotiques
sur les pathologies intestinales soient mieux caractérisés. Enfin, il est nécessaire de bien
connaitre les doses efficaces n’engendrant pas d’effets indésirables, la nature des composés
les plus actifs et les mieux tolérés, ainsi que les éventuels effets synergiques ou

antagonistes avec les autres composés alimentaires ingérés [86].

1.2.2. Symbiotiques

Un symbiotique est défini comme un « produit qui contient a la fois un (des)
probiotique(s) et un (des) prébiotique(s) ». Cette définition indique que la démonstration d’'un
effet synergique des prébiotiques et probiotiques n’est pas requise, et chaque composant du
symbiotique peut avoir des effets indépendants [22].

Toutefois, il est préférable et plus judicieux qu’'un symbiotique soit une combinaison
appropriée de probiotiques et de prébiotiques. En effet, I'association d’'un probiotique a un
substrat prébiotique qui lui est favorable permet de stimuler sélectivement le développement
du probiotique, ce qui potentialise les effets bénéfiques de ce dernier sur la santé. Ces
symbiotiques dits réels améliorent ainsi la survie, I'implantation et I'activité de compléments
alimentaires microbiens vivants dans le tractus intestinal de I'hdte. Une telle action de

synergie doit étre démontrée scientifiguement [87].

Malgré lintérét certain de [l'utilisation des symbiotiques, les études cliniques sont

encore insuffisantes pour se prononcer sur leurs effets chez 'Homme.

78



2. REGLEMENTATION

Globalement, les probiotiques bénéficient d'une image positive vis-a-vis des
consommateurs. lls sont présents dans certains aliments, notamment les produits laitiers,

gu'ils participent a leur fabrication ou leur aient été ajoutés, dans des compléments

alimentaires ou encore dans des médicaments.

En Europe, les conditions de mise sur le marché des probiotiques sont définies en
fonction de leur application : médicamenteuse ou alimentaire. En majorité, les probiotiques
sont des aliments fonctionnels ou sont utilisés sous forme de compléments alimentaires. Ces
« aliments santé » se situent a la frontiére entre le médicament et l'aliment traditionnel et

sont régis par la législation alimentaire (Figure 13).

Fonction A
« santé »
Médication
=1 « Aliments santé¢ »
SRS
Almentation Produits diététiques
particuliére
_____________________ Camnlémants o d
alimentaires
Alimentation Aliments
fonctionnelle Aliments traditionnels fonctionnels
avec un effet santé B¢ el o
: égés,
naturel enrichis, etc.
Aliments traditionnels
Satisfaction des besoins
nutritionnels de base
>
. Degré
Sous forme d‘aliments Sous forme galénique technologique

Figure 13 : Classification des « aliments santé » et place des probiotiques [88]

Récemment, de nouvelles directives sont venues durcir la réglementation autour de

ces aliments probiotiques car leurs bénéfices sur la santé ont du mal a étre reconnus.

2.1. Médicaments probiotiques

Un médicament est défini par l'article L5111-1 du Code de la santé publique comme
« toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a I'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant
étre utilisé chez 'hnomme ou chez I'animal ou pouvant leur étre administré, en vue d'établir un
diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en

exercant une action pharmacologigue, immunologique ou métabolique ».
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En France, peu de probiotiques sont des médicaments. On trouve notamment [89] :

- Bacilor® et Ultra-levure®, indiqués dans le traitement symptomatique d’appoint de la
diarrhée (a noter que Lactéol® ne répond pas a la définition des probiotiques car il
contient des bactéries tuées par la chaleur) ;

- Carbolevure®, composé d’'une levure probiotique et de charbon activé, indiqué dans
le traitement symptomatigue des manifestations fonctionnelles intestinales,
notamment avec météorisme, et dans le traitement symptomatique d’appoint de la
diarrhée ;

- Trophigil® et Florgynal®, des gélules vaginales indiquées dans certaines affections

gynécologiques.

lls ont été mis sur le marché par les autorités compétentes nationales (Agence
Nationale de Sécurité du Médicament) ou européennes (Agence Européenne pour
Evaluation des Médicaments), apres évaluation rigoureuse de leur sécurité, de leur
efficacité et de leur qualité, sur la base des résultats d’essais pharmaceutiques, pré-cliniques

et cliniques.

Dans ce contexte de médicaments probiotiques, certains auteurs préferent employer le
terme « d'agents biothérapeutiques » pour distinguer parmi les microorganismes

probiotiques ceux qui sont utilisés pour prévenir ou traiter des maladies humaines [90].

2.2. Aliments probiotiques

Le marché mondial des aliments probiotiques est en forte croissance depuis le début
des années 2000, particulierement en Europe. Cette dynamigue est notamment soutenue

par le lien existant entre alimentation et bénéfices santé.

Les probiotiques utilisés comme compléments alimentaires, de méme que les aliments
fonctionnels, sont considérés comme des denrées alimentaires et sont régis par la Iégislation
y attenant. lls se différencient des aliments diététiques qui sont destinés a une alimentation
particuliere et doivent faire I'objet d'une formulation ou d'un procédé de fabrication spécifique
pour se différencier de l'aliment courant, et des médicaments, en particulier pour ce qui est

des allégations [81,91].
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2.2.1. Compléments alimentaires et aliments fonctio  nnels

An niveau européen, les compléments, ou suppléments, alimentaires sont clairement
définis comme « des denrées alimentaires dont le but est de compléter le régime alimentaire
normal et qui constituent une source concentrée de nutriments ou d’autres substances ayant
un effet nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés ». Ills sont commercialisés sous

forme de doses (gélules, pastilles, comprimés, sachets de poudre, ampoules...) [92].

Les aliments fonctionnels, encore appelés alicaments ou nutraceutiques, ne sont pas
définis par la législation européenne. lls sont considérés comme des aliments courants
destinés a étre consommés dans le cadre d’'une alimentation équilibrée et variée. Leur
particularité réside dans le fait qu’ils contiennent des composés biologiquement actifs qui
exercent un effet bénéfique sur une ou plusieurs fonctions cibles de I'organisme, au-dela des
effets nutritionnels de base, de maniere a améliorer la santé et le bien-étre et/ou a réduire le
risque de maladie [88]. Les produits laitiers, plus particulierement les yaourts, sont les
aliments probiotiques les plus nombreux, avec en téte de file les produits Activia® et
Actimel® de Danone.

Les effets bénéfiques sur la santé pour lesquels les aliments probiotiques peuvent étre
appliqués comprennent les infections gastro-intestinales, certains troubles intestinaux,

l'allergie et les infections génito-urinaires.

Au sein de I'Union Européenne (UE), I'entrée sur le marché des aliments fonctionnels
et des compléments alimentaires est réglementée par la réglementation n°258/97 datant du
27 janvier 1997 des nouveaux aliments. Ills ne nécessitent pas d’autorisation de mise sur le
marché, mais doivent faire I'objet en France d'une déclaration auprés de la Direction
Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes
(DCCRF) qui examine leur composition, aprés évaluation initiale du produit réalisée par

I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA).

En tant que denrées alimentaires, les aliments fonctionnels et les compléments
alimentaires probiotiques sont soumis a des régles de sécurité et d’'étiquetage, notamment
en ce qui concerne les allégations utilisées par l'industrie alimentaire comme argument de

vente.

2.2.2. Allégations

Le terme « allégation » est défini a I'échelon international par le Codex Alimentarius comme
« tout message ou toute représentation, y compris une représentation sous la forme
d'images, d'éléments graphiques ou de symboles, quelle qu'en soit la forme qui affirme,

suggere ou implique qu'une denrée alimentaire posséde des caractéristiques particulieres ».
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L'utilisation d’allégations repose sur deux principes généraux : d'une part, aucun
aliment ne doit étre décrit ou présenté de facon fausse, trompeuse, mensongére ou
susceptible de créer une impression erronée au sujet de sa nature ; et d'autre part, I'industrie

gui commercialise I'aliment doit étre en mesure de justifier les allégations avancées.

Auparavant, I'évaluation des allégations été réalisée au niveau national. Mais depuis le
1% juillet 2007, une nouvelle réglementation (1924/2006) de la Commission Européenne
(CE) a été mise en place. Elle impose que la commercialisation de toute denrée alimentaire,
y compris les aliments probiotiques, portant une allégation ne soit réalisée qu'aprés
obtention d'une autorisation officielle délivrée par I'Autorité Européenne de Sécurité

Alimentaire (AESA), aprés étude des preuves scientifiques fournies.

Différentes allégations, basées sur des profils nutritionnels, peuvent étre utilisées pour
les denrées alimentaires vendues dans 'UE. Ainsi, on distingue [93] :

- les allégations nutritionnelles, qui indiquent la présence, I'absence ou le niveau d'un
nutriment dans un aliment, ou sa valeur par rapport a des produits alimentaires

analogues (exemples : « riche en...», « pauvre...», « source de...») ;

- les allégations de santé, selon lesquelles la consommation d’'un aliment donné ou
d’'un de ses ingrédients peut avoir des bienfaits pour la santé. Ce type d’allégation est

divisé en trois catégories :

» les allégations de santé fonctionnelles génériques (article 13.1 du réglement
CE), qui reposent sur des preuves scientifiques généralement admises et sont

bien comprises par le consommateur moyen. Elles décrivent ou mentionnent :

> le r6le d’'un nutriment ou d’une autre substance dans la croissance, le

développement et les fonctions de I'organisme ; ou
» les fonctions psychologiques ou comportementales ; ou

» I'amaigrissement, le contréle du poids, la réduction de la sensation de
faim, I'accentuation de la sensation de satiété ou la réduction de la

valeur énergétique du régime alimentaire ;

* les nouvelles allégations fonctionnelles (article 13.5 du réglement CE), qui
sont basées sur des preuves scientifiques nouvellement établies et/ou qui
contiennent une demande de protection des données relevant de la propriété

exclusive du demandeur ;

* les allégations relatives a la réduction d'un risque de maladie et au

développement ou a la santé infantiles (article 14 du réglement CE), qui
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affirment, suggérent ou impliquent que la consommation d'une denrée
alimentaire ou de l'un de ses composants réduit sensiblement un facteur de

risque de développement d’'une maladie humaine.

L'utilisation d’allégations nutritionnelles et de santé constitue un argument de vente
important pour les industriels et justifie un prix de vente plus élevé par rapport aux produits

standards.

En février 2010, au titre de la réglementation 1924/2006/CE en vigueur, 'AESA a rejeté
les demandes d’allégations de santé pour les probiotiques, estimant que le niveau de
preuves scientifiques était insuffisant et que le terme probiotique est une allégation de santé
en soi. Ainsi, depuis le 14 décembre 2012, toutes les allégations de santé figurant sur les
aliments probiotiques ont été supprimées. Un coup dur pour les industriels qui jugent cette
décision trop stricte et qui, dorénavant, ne peuvent plus axer leur stratégie marketing sur ces
arguments. lls demandent maintenant que le terme probiotique soit considéré comme

générique [94,95].

Dans le contexte réglementaire actuel, les industriels de I'aliment fonctionnel et du
complément alimentaire cherchent des alternatives afin de pouvoir communiquer sur les
bénéfices santé de leurs produits. L'une d’elles consiste a faire passer des messages
suscitant I'émotion chez les consommateurs, en substituant l'allégation de santé par un
sentiment ou un état d’esprit : on parle alors d’allégations émotionnelles. Cette stratégie a
été adoptée par un certain nombre d’'industriels, comme par exemple Actimel® de Danone et

son slogan « protéger est le plus naturel des gestes ».

2.2.3. Evaluation des probiotiques en utilisationa  limentaire

Face a lintérét grandissant que les aliments probiotiques suscitent auprés des
professionnels de santé et des consommateurs, de nouveaux produits ont envahi le marché,
ce qui a nécessité le développement de guides de bonnes pratigues dans leur

développement et leur promotion.

Ainsi, en 2002, un groupe d’experts réunis a l'initiative de la FAO et de 'OMS a défini
la méthodologie a suivre pour évaluer l'efficacité et la sécurité d’emploi des probiotiques en
utilisation alimentaire (Figure 14).

De plus, ces experts recommandent que des systemes de surveillance aprés la mise
sur le marché soient mis en place, afin d’enregistrer et d’analyser tout effet indésirable
associé aux probiotiques dans les aliments. Ces systémes pourraient également étre utilisés
pour évaluer les effets bénéfiques a long terme des probiotiques [81].

83



Identification de la souche par des méthodes
phénotypiques et génotypiques
¢ Genre, espece, souche

¢ Dépbdt de la souche dans une collection
de cultures internationale

Caractérisation fonctionnelle Evaluation de I'innocuité
e Tests in vitro ¢ In vitro et/ou chez 'animal
e Etudes chez I'animal ¢ Etude clinique de phase |

De préférence une
deuxiéme étude
indépendante pour
confirmer les résultats

Etude clinique de phase Il pour déterminer I'efficacité de la
souche : chez 'Homme, randomisée, en double aveugle
contre placebo, sur un nombre suffisants de sujets cibles

Etude clinique de phase Ill  pour comparer
I'efficacité du probiotique avec des
traitements standards dans des conditions
spécifiques

Aliment probiotique

Etiquetage

e Contenu — genre, espece, identification de la souche

¢« Nombre minimum de microorganismes viables jusqu’a la date
limite de consommation

¢ Dose journaliere recommandée

«  Conditions recommandées de stockage

e Sécurité d'emploi

e Coordonnées du fabricant pour I'information au consommateur

Figure 14 : Guide pour I'évaluation des probiotiques en utilisation alimentaire [96]
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3. CRITERES DE SELECTION DES SOUCHES

PROBIOTIQUES

Une grande variété de produits probiotiques a été développée et mise sur le marché
ces derniéres années. Cependant, les effets attribués a un bon nombre de ces produits ne
sont pas soutenus par une justification scientifique adéquate. Les produits de qualité
médiocre doivent étre dénoncés car ils discréditent ceux dont [efficacité a été
scientifiquement documentée aux yeux du grand public. Par conséquent, il est nécessaire
d’établir des critéres rationnels pour le criblage et la sélection des microorganismes
candidats (Tableau 2), sans oublier d’évaluer I'efficacité des souches sélectionnées chez
'’Homme avec des essais cliniques contrblés [97].

Il est admis que les effets manifestés par les probiotiques sont propres a la souche
considérée et ne peuvent étre extrapolés d'une souche a lautre, méme si elles

appartiennent au méme genre ou a la méme espéce [98].

3.1. Criteres de sécurité

Une série de principes généraux et de critéres pratiques ont été mis en place pour

sélectionner les souches probiotiques les plus sécuritaires.

3.1.1. Identification de la souche

Les effets des probiotiques étant souche-spécifiques, il est nécessaire de caractériser
de maniére précise les souches utilisées. La détermination taxonomique d’'une souche

potentiellement probiotique est donc une étape indispensable.

Les souches probiotiques doivent étre identifiées via des méthodes moléculaires
fiables de détermination du phénotype et du génotype. Pour spécifier I'appartenance d’'une
souche a une espéce, I'hybridation ADN-ADN est la méthode de référence, mais le
séquencage du géne codant pour I'ARNr 16S est une technique tout aussi pertinente.
L’identification de la souche doit ensuite étre réalisée avec une méthode génétique reconnue
telle que I'électrophorése en champ pulsé [99].
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Toutes les souches probiotiques doivent étre déposées dans une collection de cultures
reconnue a I'échelon international. A chaque souche est attribué un code alphanumérique

d’identification choisi par le laboratoire ou la collection [85].

Une fois identifiées, les bactéries probiotiques doivent é&tre nommées selon les régles
du Code Internationale de Nomenclature des Bactéries pour une compréhension universelle

(Nom du genre / nom de I'espéce / identifiant de la souche).

3.1.2. Innocuité

Un microorganisme probiotique doit présenter une totale innocuité pour le
consommateur, c’'est-a-dire étre non toxique et exempt de toute pathogénicité. Ce critére de
sécurité semble évident, mais il est important de I'évaluer précisément pour chaque souche
potentiellement probiotique, en étudiant tout effet indésirable possible (résistance aux
antibiotiques, activités métaboliques nocives, production de toxines, potentiel infectieux,
activité hémolytique).

La plupart des microorganismes reconnus probiotiques sont d'usage courant en
agroalimentaire depuis de nombreuses années. Leur consommation de longue date sans
risque établi pour I'Homme demeure la meilleure preuve de leur sdreté. Selon cette
approche, il a été dressé une liste de souches probiotiques jugées historiguement
sécuritaires : on parle de souches a statut QSP (Qualified Presumption of Safety) en Europe
ou GRAS (Generally Recognized As Safe) aux Etats-Unis [100].

Le profil de résistance aux antibiotiques des souches probiotiques utilisées en
thérapeutique est important a étudier. En effet, afin de pouvoir utiliser une souche
probiotique, il est important de s’assurer qu’elle ne soit pas résistante aux antibiotiques et
gu'elle ne pourra pas induire de résistance. |l est admis que certains microorganismes
possédent des genes de résistance aux antibiotiques codés notamment par des plasmides
ou des transposons, qui peuvent étre transférés a d’autres microorganismes intestinaux
endogénes et/ou d'origine alimentaire. Ainsi, les souches qui contiennent des genes
transmissibles codant une résistance aux antibiotiques ne doivent pas étre utilisés comme

probiotiques [81].

Par ailleurs, plusieurs bactéries probiotiques d’origine intestinale ont développé un
mécanisme de défense par l'intermédiaire de la BSH (Bile Salt Hydrolase), aussi appelée
cholyglycine hydrolase, pour résister a I'action détergente des sels biliaires. Cette enzyme
catalyse I'hydrolyse des sels biliaires conjugués avec la glycine ou la taurine en résidus
d’acides aminés et en sels biliaires libres. Cependant, une déconjugaison excessive des sels
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biliaires peut induire une lyse cellulaire. Pour les souches potentiellement probiotiques qui
possédent cette activité, il est donc essentiel de s'assurer que la déconjugaison dans

l'intestin gréle n’est pas accrue et qu’aucun changement ne survient au niveau du célon.

De plus, il a été montré que certaines bactéries étaient capables de déshydroxyler les
acides biliaires déconjugués, ce qui semble provoquer plusieurs effets néfastes, notamment
une augmentation des risques de cancer du célon et de calculs biliaires. Cependant, cette
capacité n'est attribuée qu'aux especes de Clostridium et d’Eubacterium, qui, par

conséquent, ne doivent pas étre utilisées en tant que probiotiques [101].

3.1.3. Origine

De nombreux scientifigues ont suggéré qu’'une souche probiotique isolée du tractus
digestif humain serait plus sécuritaire et plus efficace pour une utilisation chez 'Homme.
Actuellement, ce critere est de plus en plus remis en question. En effet, les bactéries ne
peuvent pas étre « d’origine humaine » stricto sensu car, d’'une part, elles étaient présentes
sur Terre des millions d’années avant ’'Homme, et d’autre part, le tractus digestif est stérile a
la naissance. Cependant, il est vrai que certaines bactéries sont plus a méme que d’autres
de survivre chez 'Homme et donc de s'implanter. Ces derniéres ont colonisé le tractus

digestif et la sélection a progressivement conservé les souches les plus adaptées [102].

Ainsi, les souches probiotiques d’origine humaine sont considérées comme les plus
compatibles avec le tractus intestinal humain. Mais elles peuvent également étre d’origine
animale, alimentaire, minérale ou végétale, du moment qu’'aucune donnée scientifique

n'atteste de leur dangerosité pour la santé humaine.

3.2. Criteres fonctionnels

Afin d'étre conformes a la définition établie en 2001 par la FAO/OMS, les
microorganismes utilisés comme probiotiques doivent survivre, persister temporairement
dans le tractus digestif et montrer une activité qui doit se traduire par des effets positifs sur la
santé de I'hote.

Les exigences fonctionnelles des probiotiques sont établies a I'aide de tests in vitro qui
se réferent a des propriétés bactériennes et plus rarement a des effets probiotiques
proprement dits [103].
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3.2.1. Survie au cours du transit digestif

Pour espérer étre efficaces jusqu’a leur site d’action, a savoir au niveau intestinal, les
probiotiques ingérés doivent étre vivants dans le tube digestif et donc survivre durant le
transit. La capacité de survie varie considérablement d’'une souche a l'autre selon leur
résistance intrinséque, mais aussi en fonction de la dose ingérée, de facteurs liés a I'h6te et
du vecteur alimentaire ou galénigue dans ou avec lequel ils sont ingérés. Certains
probiotiques sont détruits dés leur passage dans I'estomac alors que d’autres ont une haute

capacité de survie jusque dans les selles [101,104].

Au niveau de I'estomac, la survie des probiotiques dépend de leur capacité a tolérer le
pH faible du suc gastrique. Par conséquent, tout microorganisme probiotique doit avoir une
tolérance élevée a l'acidité du milieu stomacal. Il a été démontré que cette résistance était
augmentée par lingestion de nourriture en méme temps que celle du probiotique [83].
Ensuite, au niveau de l'intestin gréle, le pourcentage de survie des probiotiques est influencé
par la sécrétion de la bile. Les microorganismes qui survivent aux conditions acides de
'estomac doivent alors faire face a l'action détergente des sels biliaires libérés dans le
duodénum. Comme nous l'avons spécifié précédemment, certains microorganismes
potentiellement probiotiques peuvent réduire I'effet émulsifiant des sels biliaires en les
hydrolysant grace a la BHS, mais cette activité ne doit pas étre trop accrue. Enfin, les
souches probiotiques doivent aussi étre sélectionnées en fonction de leur capacité a tolérer

les autres enzymes digestives libérées dans le milieu intestinal.

Pour prédire la survie des probiotiques in vivo, certains modéles in vitro simulant
l'acidité gastrigue et les sécrétions bilio-pancréatiqgues peuvent étre utilisés. La majorité des
études effectuées in vivo consiste a mesurer la survie des probiotiques ingérés au niveau
des selles émises. Cependant, si I'on s’'intéresse aux effets des probiotiques au niveau de
l'intestin gréle, il faut avoir recours & une méthode dite de « perfusion intestinale » : chez des
volontaires sains, une sonde lestée est introduite par le nez et migre dans I'estomac, puis le
long de l'intestin gréle jusqu’au caecum. La pharmacocinétique et la survie du probiotique
étudié sont alors comparées a celles d'un marqueur inerte ingéré en méme temps que lui.
Les spores de Bacillus stearothermophilus sont souvent utilisées comme marqueurs de
transit car elles ne se multiplient pas et ne sont pas détruites dans le tractus digestif. Apres
leur ingestion, elles sont éliminées dans les selles suivant une courbe exponentielle et
deviennent indétectables en cing a neuf jours. Ces méthodes sont limitées par la précision
des techniques bactériologiques disponibles pour identifier et quantifier le probiotique étudié
au sein des bactéries endogénes du microbiote. Le recours a des sondes spécifiques est
souvent nécessaire. L'expression des résultats en pourcentage de survie par rapport a

lingesta est souvent utilisée car elle permet une comparaison facile de différents

88



probiotiques. Cependant, c’est la concentration de probiotiques au site d’action qui est la
plus importante. Les résultats de ces tests doivent par ailleurs étre pris en compte pour

définir le dosage minimal efficace de chague souche probiotique.

A noter que la mort des probiotiques dans le tractus gastro-intestinal n'implique pas
nécessairement une absence d’effets, pas plus que la survie implique forcément I'existence
d’effets positifs. Toutefois, comme I'effet bénéfique des composantes provenant de bactéries
mortes (métabolites, ADN ou particules présentes sur leurs parois) n'est pas encore admis
avec certitude, il convient de s’en tenir a la définition actuelle des probiotiques qui insiste sur

le paramétre de viabilité [101].

3.2.2. Adhésion aux cellules intestinales et/ou au mucus

La capacité d’adhésion des souches probiotiques semble étre un critere de sélection
important, car la fixation aux cellules de la paroi intestinale et/ou au mucus est considérée
comme une condition préalable a la colonisation et a la croissance. La propriété adhésive est
différente pour chaque souche probiotique étudiée, nulle pour certaines mais excellentes
pour d’autres.

L'adhésion permet d’augmenter le temps de rétention des probiotiques dans l'intestin
car ils résistent mieux aux mouvements péristaltiques intestinaux. Il est généralement admis
gue l'effet probiotique aura d’autant plus de chance d’étre maximal que le microorganisme

vivant séjournera longtemps dans le tube digestif.

Par ailleurs, plusieurs effets bénéfiques des probiotiques semblent directement liés a la
capacité d’adhésion. En effet, 'adhésion serait importante pour I'immunomodulation car les
probiotiques adhérents sont en contact direct avec les cellules immunes épithéliales. De
plus, I'adhésion des probiotiques permettrait de prévenir 'implantation de pathogenes sur les

cellules épithéliales intestinales par des mécanismes de compétition [97].

Il est difficile d’étudier in vivo la capacité d’adhésion car cela implique d’effectuer des
biopsies intestinales lors de coloscopies. Par conséquent, plusieurs méthodes in vitro ont été
développées pour évaluer plus simplement les propriétés d’adhésion des probiotiques.
Cependant, ces tests in vitro sont trés controversés. Dans bien des cas, il n'existe pas de
bonne corrélation entre I'adhésion in vitro des souches probiotiques et leur adhésion in vivo a
I'épithélium intestinal car le microbiote résident semble étre un facteur influencant. Les
modéles in vitro font appel a des cultures de lignées cellulaires humaines d’origine
intestinale, principalement les Caco-2 et les HT-29, toutes deux isolées d’adénocarcinomes

coliques humains. Pour la numération des probiotiques adhérés sur ces lignées cellulaires,
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différentes méthodes sont possibles (comptage a l'aide d’'un microscope optigue ou en
épifluorescence, par marquage radioactif ou avec des fluorochromes, quantification par PCR
en temps réel...) [98,105].

3.2.3. Colonisation

La question de la colonisation intestinale par les probiotiques a longtemps fait I'objet de
nombreux débats au sein de la communauté scientifique. Il est maintenant démontré que les
probiotiques ne s’implantent pas, ils transitent dans le tube digestif jusque dans les selles,

parfois sans avoir adhéré ou s’étre multipliés.

La possibilité d'une colonisation durable de [I'écosysteme intestinal par un
microorganisme probiotique — qui correspond au maintien & un niveau constant et au
développement local de celui-ci sans qu’une ré-inoculation périodique ne soit nécessaire —
est considérée comme conceptuellement impossible du fait d'un grand déséquilibre de force
en faveur des microorganismes du microbiote autochtone, quantitativement plus abondants.
Les probiotiques colonisent donc temporairement le tractus digestif et font ainsi partie du
microbiote allochtone. Leur persistance est plus ou moins longue, de deux a vingt jours en
moyenne selon les souches sélectionnées. Les souches ayant une durée de persistance

élevée sont a privilégier [101].

Une consommation réguliére de probiotiqgues semble donc indispensable pour obtenir
un effet bénéfique persistant. Le produit probiotique doit étre administré en continu et
massivement de fagon a pouvoir entrer en compétition avec le microbiote intestinal résident.
Une gamme de doses minimales effectives et optimales doit étre définie pour chaque souche

probiotique.

Il est souvent considéré, mais rarement observé, que les concentrations de
probiotiques doivent étre supérieures & 10° UFC par millilitre dans l'intestin gréle et a 10®
UFC par gramme dans les selles. De telles concentrations dans lintestin gréle ont été
proposées car ce sont celles observées chez les patients présentant une colonisation
chronique pathologique de lintestin gréle avec expression clinique (diarrhées). Quant aux
concentrations proposées dans les selles, ce sont celles des microorganismes composant le
microbiote résident [104,105].

3.2.4. Activité antimicrobienne
Les microorganismes probiotigues doivent essentiellement maintenir de bonnes
conditions sanitaires au sein du tube digestif. Il est donc important qu’ils soient capables
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d’inhiber le développement des germes indésirables. Pour cela, plusieurs mécanismes

d’action sont envisageables [81] :

- par la production de substances bactéricides ou bactériostatiques, notamment des
bactériocines, des acides organiques ou du peroxyde d’hydrogene ;

- en stimulant le systeme immunitaire (modulation des réponses immunitaires innées et

adaptatives) ;
- en empéchant I'adhésion des germes pathogenes aux cellules de la paroi intestinale ;

- par compétition pour les nutriments, entrainant ainsi une diminution de la quantité de

substrats disponibles pour les germes indésirables.

La présence d'activités antimicrobiennes peut étre démontrée in vitro par
un challenge-test. Cette technique consiste a inoculer une concentration connue de germes
microbiens dans la préparation de probiotiques a tester, puis a dénombrer ces germes a
différentes échéances. Si la présence d’activités antimicrobiennes n’est pas démontrée in
vitro, les chances de colonisation des souches probiotiques ainsi que leur efficacité in vivo
semblent considérablement diminuées. Cependant, méme si les résultats obtenus in vitro
sont favorables, ils sont difficilement extrapolables in vivo car les mécanismes d’action ne
sont pas totalement élucidés. Les souches probiotiques sont malgré tout sélectionnées en

fonction de leur activité antimicrobienne démontrée in vitro [83].

3.2.5. Aptitude a produire des effets bénéfigues su  r la santé

L’évaluation des probiotiques n’échappe pas a la régle désormais générale dite de
« l'evidence-based medicine », c’est-a-dire de « médecine fondée sur les preuves », qui
exige que toute affirmation scientifique soit caractérisée par un niveau de preuve satisfaisant
[104].

BN

L'aptitude des probiotiques a produire des effets bénéfiques sur la santé demeure
encore délicate a évaluer, notamment parce que les mécanismes moléculaires a I'origine de
ces effets ne sont totalement élucidés. Il existe donc différents degrés de preuves a I'appui

de la vérification ces effets bénéfiques.

Dans un premier temps, des études in vitro efficaces doivent étre conduites pour
déterminer les effets bénéfiques potentiels des probiotiques sur la santé. Si les résultats sont
convaincants, ils devront alors étre confirmés par des essais clinigues randomisés chez

’'Homme, en double aveugle contre placebo, menés sur des populations cibles. Ces essais
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permettant de juger l'efficacité du produit probiotique doivent étre réalisés sur un nombre

suffisants de sujets pour que les résultats puissent étre statistiquement significatifs [81].

Par ailleurs, la quantité minimale de probiotiques administrée doit étre basée sur celle
jugée efficace lors des études clinigues réalisées chez 'Homme, I'effet biologique de chaque
souche probiotique étant dose-spécifique. D’'une maniere générale, les doses généralement
recommandées se situent entre 10° et 10" microorganismes probiotiques par jour et
devraient permettre d’atteindre les concentrations voulues au niveau des cibles d'action

intestinales [100].

En tout état de cause, I'accent ne devrait pas étre mis sur une souche particuliere

considérée supérieure a une autre, mais sur I'effet bénéfique procuré.

3.3. Criteres technologiques

En plus de l'innocuité et des critéres fonctionnels, plusieurs aspects technologiques
doivent étre pris en compte dans la sélection des souches probiotiques. En effet, les
caractéristiques des souches ne doivent pas étre altérées durant les procédés de production,

de conservation et de distribution du probiotique.

3.3.1. Viabilité et stabilité des microorganismes

Les probiotiques peuvent étre présents dans les produits laitiers ou certains aliments,
ainsi que dans des compléments alimentaires ou des médicaments, sous forme de
comprimés, de gélules, de solution buvable ou de poudre. La fabrication nécessite la mise
en ceuvre de procédés souvent néfastes pour la survie des microorganismes probiotiques
tels que I'atomisation, la centrifugation ou la lyophilisation. La quantité initiale de probiotiques
doit donc étre appropriée, avec une variabilité minimale d’'un bout a l'autre de la chaine de

production pour chaque produit.

De plus, la stabilité physique et génétique des probiotiques, ainsi que toutes les
propriétés nécessaires pour exercer leurs bienfaits sur la santé doivent étre maintenues

durant les processus de transformation, de manipulation et de stockage du produit.

Des contrbles doivent donc étre effectués a différentes étapes de la fabrication pour
s'assurer de la viabilité et de la stabilité des souches probiotiques. Il est également important
d'appliquer les regles de bonnes pratiques de fabrication durant la production pour une
assurance qualité adéquate [81,83].
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3.3.2. Conservation

Afin de garantir que toute souche probiotique conserve son potentiel bénéfique, les
produits doivent étre conservés dans des conditions appropriées et il faudra controler

régulierement 'identité de la souche et ses propriétés.

Les souches probiotiques doivent rester stables lors de la conservation du produit et
fournies en dosage approprié jusqu'a la date de péremption. A ce propos, des études
doivent étre menées pour déterminer la date limite d’utilisation de chaque produit probiotique

sans diminution ou perte de leurs propriétés bénéfiques [85].

3.3.3. Propriétés organoleptiques

Afin d’étre attrayant pour le consommateur, les produits a base de probiotiques doivent
posséder de bonnes propriétés organoleptiques, en particulier en termes de godt.

Tableau 2 : Principaux criteres de sélection des souches probiotiques [97,99]

= |dentification taxonomique précise

=  Souche caractérisée par des méthodes phénotypiques et génotypiques

=  Souche déposée dans une collection de cultures reconnue internationalement
=  Historique de non pathogénicité (statut QSP ou GRAS)

= Pas de transmission possible de genes de résistance aux antibiotiques

= Pas de déconjugaison excessive des sels biliaires

= Souche d'origine humaine de préférence

= Tolérance a I'acidité gastrique, a la bile et aux enzymes digestives

= Adhésion aux cellules intestinales et/ou au mucus et persistance dans le tractus
digestif

=  Antagonisme vis-a-vis des pathogenes, production de substances
antimicrobiennes et immunomodulation

= Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé (efficacité documentée et
prouvée dans des études in vitro et in vivo contrélées chez 'Homme)

=  Viabilité et stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini
= Conservation des propriétés probiotiques apres production

=  Bonnes propriétés organoleptiques

Il est difficile, voire méme impossible, de sélectionner une souche probiotique idéale
remplissant la totalité des critéres énoncés ci-dessus. Dans la pratique, le choix d'un produit
probiotique réalisable d'un point de vue industriel et économique est toujours un bon
compromis entre les différentes propriétés bénéfiques, l'efficacité et la production des

souches testées.
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4. LES MICROORGANISMES PROBIOTIQUES

Les probiotiques sont des bactéries ou des levures ingérées vivantes, présentes ou
non dans le microbiote intestinal résident. lls se répartissent en trois principaux groupes
(Tableau 3). Les souches les plus utilisées sont des bactéries lactiques qui appartiennent
aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium

4.1. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des siécles pour la conservation et la
fabrication d’aliments, notamment des produits laitiers, bien avant que I'on ne connaisse leur

existence en tant que telles.

Elles constituent un groupe hétérogéne réunissant plusieurs genres caractérisés par
leur capacité a fermenter les glucides en produisant de I'acide lactique. La fermentation est
dite homolactique lorsque l'acide lactique est le seul métabolite formé ; elle est qualifiée
d’hétérolactique lorsque d’autres composés (éthanol, dioxyde de carbone, acides organiques
volatils) sont produits en plus de 'acide acétique. Selon le mode de fermentation obligatoire

ou préférentielle, on parle de bactéries homofermentaires ou hétérofermentaires.

Les bactéries lactiques incluent les genres Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus. Ce sont des
bactéries a Gram positif, généralement immobiles, asporulées, anaérobies ou
microaérophiles, uniguement capables de fermentation en aérobiose ou en anaérobiose. Le
pourcentage en bases guanine et cytosine (% GC) de leur ADN montre une hétérogénéité
des especes constituant ces genres.

Selon leur morphologie, les bactéries lactiques peuvent étre divisées en trois
catégories : les lactobacilles, les coques et les bifidobactéries.

4.1.1. Les lactobacilles

Les lactobacilles font partie du phylum des Firmicutes, de la classe des Bacilli, de
I'ordre des Lactobacillales et de la famille des Lactobacillaceae. Ces bactéries ont une forme

de batonnets qui sont souvent groupés en chainettes (Figure 15).
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Figure 15 : Vue au microscope de Lactobacillus casei

Le genre Lactobacillus regroupe a ce jour plus de cent espéces, largement répandues
dans les regnes humain, animal et végétal. Elles sont caractérisées par leur hétérogénéité :
le % GC varie de 32 a 53 %. De par leur variété, elles sont présentes dans des milieux trés
différents (laits fermentés comme le kéfir ou le yakult japonais, végétaux fermentés comme
la choucroute, I'ensilage ou le vin, les viandes fraiches ou fermentées, le tube digestif de
’'hnomme et des animaux...) [106,107].

Les lactobacilles sont les bactéries majoritairement utilisées comme probiotiques, en
particulier Lactobacillus acidophilus, L. casei et L. rhamnosus, car ces trois espéces offrent
une bonne résistance a l'acidité gastrique et présentent une forte capacité d’adhérence aux

cellules intestinales [108].

4.1.2. Les coques

Les bactéries lactiques des genres Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Pediococcus et Leuconostoc sont des coques sphériques ou ovoides, généralement groupés

en paires, en chainettes ou en tétrades (Figure 16).

r ﬂ { L

Figure 16 : Vue au microséoe de Streptocbébus thermophilus

Seuls les Streptococcus, les Enterococcus et éventuellement les Lactococcus sont
utilisés comme probiotiques. Ces trois genres appartiennent au phylum des Firmicutes, a la
classe des Bacilli, a I'ordre des Lactobacillales et a la famille des Streptococcaceae.

Les streptocoques appartiennent en majorité au genre Streptococcus, qui comprend

essentiellement des especes d’origine humaine ou animale. Certaines sont pathogenes et ne
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sont donc pas utilisées comme probiotiques, mais d'autres sont saprophytes de la cavité
orale ou de l'intestin de 'Homme. L'espéce Streptococcus thermophilus, largement présente
dans le lait et les produits laitiers comme agent d’acidification, posséde le statut GRAS et est
utilisée dans certains produits probiotiques. Les especes du genre Enterococcus se
caractérisent par leur grande résistance aux facteurs environnementaux. Elles sont
présentes notamment dans lintestin de 'Homme et des animaux, les produits végétaux, le
sol et les produits laitiers. Les espéces Enterococcus faecalis et E. faecium, anciennement
désignées « streptocoques fécaux », sont toutes les deux utilisées comme probiotiques. Les
espéces du genre Lactococcus ne possedent aucun caractére pathogéne. Elles sont
largement présentes dans le lait et les produits laitiers, mais les produits végétaux
constituent leur réservoir principal. Seule I'espéce Lactococcus lactis est utilisée pour ses
effets probiotiques [106,109,110].

4.1.3. Les hifidobactéries

Les bifidobactéries ont été observées pour la premiére fois en 1900 par Tissier dans
des selles d’enfants. Anciennement classé dans les lactobacilles sous le nom de
Lactobacillus bifidus, le genre Bifidobacterium se différencie des autres bactéries lactiques
par leur % GC élevé (de 55 a 67 %) et par la présence d'une enzyme, la fructose-6-
phosphate, qui leur permet de fermenter les glucides en produisant plus d'acide acétique

gue d’'acide lactique (rapport 3 : 2) et de faibles quantités d’acides organiques et d’éthanol.

Les bifidobactéries appartiennent au phylum et a la classe des Actinobacteria, a la
sous-classe des Actinobacteridae, a l'ordre des Bifidobacteriales et a la famille des
Bifidobacteriaceae. On distingue aujourd’hui plus de trente especes. Ce sont des bacilles de
forme irréguliere, isolés ou en chaines et présentant généralement des protubérances, des

bifurcations ou des extrémités spatulées (Figure 17) [106,109].

Figure 17 : Vue au microscope de Bifidobacterium longum

Les Bifidobacterium sont d’origine humaine ou animale. On les trouve également en
grandes quantités dans les eaux résiduaires. Chez 'homme, ce sont des commensaux de la

bouche, des bronches, du vagin et surtout de l'intestin. lls colonisent par voie orale, a partir
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de la flore vaginale ou fécale maternelle, le tube digestif des nourrissons entre le deuxiéeme
et le cinquieme jour aprés la naissance et deviennent dominants. Leur implantation est
favorisée par l'allaitement maternel. La population de Bifidobacterium diminue ensuite avec
'age chez les adultes, mais constitue le microbiote dominant tout au long de la vie. Les
espéces de Bifidobacterium varient également selon I'age : le cblon des enfants présente
essentiellement les espéces B. infantis, B. breve, B. bifidum et B. longum ; alors que les

espéces qui dominent chez les adultes sont B. longum et B. adolescentis [83].

De par leurs caractéristiques chimiques et leurs propriétés, de nombreuses espéces de
Bifidobacterium sont employées comme probiotiques.

4.2. Les bactéries non lactiques

D’autres bactéries, dont le métabolisme est différent des précédentes, font également
preuve d'intérét en tant que probiotiques. Il s'agit notamment de la souche Escherichia coli

Nissle 1917 et de bactéries sporulées dont Bacillus subtilis et B. cereus.

4.3. Les levures

Les levures, champignons chez lesquels la forme unicellulaire prédomine, sont
utilisées depuis des siecles par 'Homme en panification et pour la fermentation de boissons
alcooliques. Depuis de nombreuses années, elles sont également utilisées comme additifs
alimentaires chez les animaux pour améliorer les performances zootechniques et comme

régulateur du microbiote intestinal chez 'Homme.

Les levures utilisées comme probiotiques sont des souches de Saccharomyces
cerevisiae, et en particulier une souche bien déterminée dénommée Saccharomyces
boulardii (Figure 18) [111].

| A : cellules identifiées

&l par microscopie

| électronique a balayage
B : caecum de souris,
trois heures aprés

A = N .;x Pt — : B
Figure 18 : Vue au microscope de Saccharomyces boulardii
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L’histoire de Saccharomyces boulardii est singuliere a bien des égards. Elle remonte
au début des années 1920 lorsque le Docteur Henri Boulard, microbiologiste de formation,
se rend en Indochine, mandaté par un groupement francais de brasseurs qui souhaite
produire de la biére sur place. Les souches de S. cerevisiae utilisées a I'époque comme
levure de biére en France, avaient une température optimale de développement d’environ
4°C, donc totalement inadaptées au climat des tropiques. Il convenait dés lors de trouver une
souche se développant a une température beaucoup plus élevée. Séjournant au Vietnam, le
Docteur Boulard apprend qu’une population locale utilise une décoction d’écorces de litchis a
des fins anti-diarrhéiques. L'analyse microbiologique de cette préparation a alors permis
d’identifier une souche de Saccharomyces se développant a trés haute température pour
une levure, 37°C, soit celle du corps humain. De retour en France, le Docteur Boulard
brevéte sa découverte et lui associe son nom. Il la commercialise sous forme d’ampoules
buvables sous le nom d’Ultra-levure®, comme médicament anti-diarrhéique (« ultra » parce
que S. boulardii & une température de croissance optimale « ultra-haute » par rapport aux
souches utilisées en brasserie ou en boulangerie). Ce médicament est cédé dans les années
1950 a un industriel, Francois Vallet, qui s’associe a un pharmacien, Michel Hublot, pour
fonder le laboratoire Biocodex qui, depuis, diffuse le médicament dans plus de quatre-vingts
pays. La maitrise technologique du laboratoire permis, dés 1962, la lyophilisation du filtrat de
S. boulardii, assurant ainsi une stabilité du produit dans le temps [112].

Depuis les années 1970, de nombreux travaux de recherche ont été effectués sur S.
boulardii. lls ont permis a cette levure d'évoluer d'une observation clinique a la
démonstration de ses multiples propriétés biologigues et de ses mécanismes d’action. Ceux-
ci mettent en jeu [113] :

- des effets trophiques, anti-sécrétoires et anti-inflammatoires sur la muqueuse
intestinale ;

- une stimulation du systéme immunitaire de I'héte, notamment la stimulation de la
production d’'IgAs et la modulation de la signalisation cellulaire de I'hote ;

- des effets spécifiques sur les bactéries entéropathogénes, en particulier par son
activité protéolytique et par linhibition de l'adhérence bactérienne aux cellules
épithéliales.

En plus de ses effets, cette levure se caractérise par sa capacité de résistance a la
température et au pH acide de l'estomac. Le concept de microorganisme probiotique
s’applique ainsi parfaitement a S. boulardii.

98



Tableau 3 : Principaux microorganismes utilisés comme probiotiques chez I'Homme

Bactéries lactiques

Bactéries non lactigues
et levures

. : Espéces de
Espéces de Lactobacillus - : Autres
Bifidobacterium

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium Bacillus cereus

L. brevis B. animalis E. faecalis B. subtilis

L. casei B. bifidum

L. crispatus B. breve Streptococcus lactis Escherichia coli Nissle 1917
L. delbrueckii subsp. bulgaris B. infantis S. thermophilus

L. fermentum B. lactis Saccharomyces boulardii
L. gasseri B. longum Lactococcus lactis S. cerevisiae

L. helveticus

L. johnsonii

L. lactis

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

L. salivarius

Le rythme d'apparition de nouveaux produits probiotiques est en augmentation
constante depuis plusieurs années, une progression corrélée au nombre de publications
scientifiques consacrées aux probiotiques. Les souches probiotigues sont cultivées
industriellement et ensemencées dans des aliments ou lyophilisées pour étre administrées

directement sous une forme galénique.

De plus en plus de produits a base de probiotiques envahissent les rayons des
pharmacies (Tableau 4). lls sont composés d’'une ou de plusieurs souches probiotiques, et
éventuellement d’'autres éléments, en particulier des vitamines et minéraux. Il faut rester
vigilant quant a leur dosage et leur composition, qui sont des éléments clés de I'efficacité des
produits. Le réle du pharmacien est donc important dans le conseil.
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Tableau 4 : Exemples de produits probiotiques disponibles en pharmacie [89,114-116]

Carbolevure®

Ultra-levure®

Biogaia®

Plus

Immunostim®
Levure +

Lactibiane®
Référence

Lactibiane®
Voyage

VSL#3® (non
commercialisé en
France)

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces boulardii

Lactobacillus reuteri Protectis DSM
17938

Lactobacillus grasseri PA 16/8
Bifidobacterium bifidum MF 20/5
Bifidobacterium longum SP 07/3

Lactobacillus rhamnosus GG
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium bifidum

Lactobacillus helvticus R-52
Bifidobacterium bifidum R-71
Bifidobacterium infantis R-33

Lactobacillus helveticus R-52
Lactobacillus rhamnosus R-11
Bifidobacterium longum R-175
Saccharomyces boulardii

Lactobacillus helveticus LA 102
Bifidobacterium longum LA 101
Lactococcus lactis LA 103
Streptococcus thermophilus LA 104

Lactobacillus acidophilus LA 201
Lactobacillus casei LA 205
Lactobacillus plantarum LA 301

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium lactis

Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium infantis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaris

Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Streptococcus thermophilus

Traitement symptomatique d’appoint de la
diarrhée et des manifestations
fonctionnelles intestinales, notamment avec
météorisme

Traitement symptomatique d’appoint de la
diarrhée

Restaure I'équilibre du microbiote intestinal

Soulage les manifestations de la colique
infantile, de la diarrhée et des régurgitations

Renforce les défenses naturelles de
I'organisme

Evite I'inconfort intestinal et les
ballonnements

Participe a I'équilibre du microbiote
intestinal

Améliore les défenses naturelles de
I'organisme

Restore I'équilibre du microbiote intestinal,
notamment apres la prise d'antibiotiques

Contribue au maintien du microbiote
intestinal

Améliore le confort digestif et le transit

Contribue au maintien du microbiote
intestinal au cours de voyages a I'étranger

Contribue et favorise I'équilibre du
microbiote intestinal

Favorise I'équilibre du microbiote intestinal
Améliore les fonctions gastro-intestinales
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5. EFFETS BENEFIQUES ET MECANISMES D’ACTION DES

PROBIOTIQUES

Méme si de nombreuses souches probiotiques sont aujourd’hui sur le marché, la
communauté scientifique et les consommateurs demeurent souvent septiques quant a leurs
effets bénéfiques pour la santé. Et pour cause, pendant longtemps, le manque réel de
fondement scientifique, l'ignorance des mécanismes mis en jeu dans les effets observés,
ainsi que des allégations non confirmées, ont entretenu ces doutes légitimes. Néanmoins,
devant I'enjeu économique, se sont multipliées ces derniéres années des études cliniques
enfin sérieuses, menées chez I'animal ou 'Homme, qui ont montré des effets bénéfiques

précis de certains probiotiques sur des symptoémes cliniques donnés [117].

Grace a une approche pharmacologique, le mode d’action des probiotiques est de
mieux en mieux compris mais beaucoup d’hypothéses subsistent. La diversité des situations
clinigues dans lesquelles une efficacité a été démontrée suggére qu’'un mécanisme d’action
unique est improbable, et qu’au contraire, ce sont de multiples mécanismes qui sont
impliqués.

Les probiotiques peuvent étre considérés comme un moyen de véhiculer des principes
actifs (enzymes, composants de la paroi, peptides ou nucléotides immunomodulateurs,
protéines antibactériennes...) jusqu'a leur cibles d'action dans le tractus digestif. Ces
principes actifs ne sont pas les mémes pour tous les effets. Par ailleurs, certains peuvent
étre naturellement présents dans des probiotiques, et d'autres, grace aux progres des
techniques de génie génétique, peuvent y étre introduits. Plus les principes actifs seront
précisément connus et plus la recherche progressera pour développer des probiotiques plus
actifs. Toutefois, méme si ces probiotiques génétiquement modifiés suscitent l'intérét des
chercheurs, I'acceptation du public et des autorités pour I'utilisation de tels produits dans le

futur est encore trés incertaine [104].

5.1. Effets sur les fonctions intestinales

La démonstration d'un effet sur une fonction intestinale n’est pas synonyme d'une
action sur la santé. La relation effet physiologique/santé doit faire I'objet d’'une analyse
attentive et documentée, de méme que les éventuelles variations des résultats d'une

population a une autre.
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En matiére d’affirmation d’effets probiotiques sur les fonctions intestinales, il faut bien

distinguer les effets décrits a partir d’'études physiologiques (c'est-a-dire sur intestin

« normal ») et ceux déduits d'études physiopathologiques [19].

5.1.1. Digestion intestinale

Les probiotiques, en produisant et/ou en augmentant l'activitt de nombreuses
enzymes digestives, permettent d’améliorer significativement la digestion et I'absorption

intestinales, notamment chez des sujets ayant un déficit enzymatique.

Ainsi, la lactase des bactéries du yaourt (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaris et
Streptococcus thermophilus) améliore la digestion du lactose dans lintestin gréle par
comparaison a un lait standard, méme chez les sujets hypolactasiques. Cette meilleure
absorption et tolérance du lactose dans les yaourts est due au fait que la paroi des cellules
de L. delbrueckii subsp. bulgaris et S. thermophilus offre une protection mécanique a la
lactase bactérienne envers l'acidité gastrique. La paroi est ensuite dégradée par les sels
biliaires dans l'intestin gréle, permettant ainsi d’augmenter I'hydrolyse enzymatique du
lactose [118]. D'autres probiotiques, notamment L. acidophilus et Saccharomyces boulardii,
ont montré un effet favorable sur la digestion du lactose, mais guantitativement moins

prononce.

Dans le méme ordre d'idées, un travail a montré que l'ingestion de S. cerevisiae, qui
est riche en saccharase, aidait a la digestion du saccharose et supprimait les signes
cliniques d'intolérance chez les enfants ayant une carence congénitale en saccharase-

isomaltase [79].

5.1.2. Motricité intestinale et transit

Certaines souches probiotiques accélérent le transit intra-luminal oro-anal ou colique,
total et/ou segmentaire. A ce sujet, les effets de I'ingestion de Bifidobacterium animalis DN-
173 010 ont été les mieux étudiés.

Ainsi, une étude menée chez des volontaires sains agés de 21 a 42 ans, a montré que
lingestion quotidienne de trois pots de yaourt contenant B. animalis DN-173 010 (108 UFC
par gramme) pendant onze jours raccourcissait d’environ 20 % le temps de transit colique
par rapport & une méme période d’'ingestion de yaourt sans supplémentation du probiotique.
L'effet chez la femme était plus prononcé que chez I'homme, surtout en cas de transit

initialement ralenti.
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Une autre étude réalisée chez deux cents volontaires sains agés de 50 a 75 ans a
également montré que l'ingestion quotidienne d’'un ou de deux pots de yaourt enrichi en B.
animalis DN-173 010 (10® UFC par gramme) accélérait significativement le transit oro-fécal,
notamment sigmoidien, de facon dose dépendante. Cet effet a persisté jusqu’a six semaines

apres l'arrét de I'ingestion des probiotiques.

Les mécanismes impliqués ne sont pas connus. Les probiotiques pourraient agir
directement ou indirectement par I'intermédiaire des effets de leurs produits fermentaires sur
l'activité motrice coliqgue. Cette hypothése est étayée par les effets accélérateurs sur le
transit de certaines fibres alimentaires, notamment les fibres fermentescibles qui peuvent

modifier le microbiote colique et/ou son métabolisme [119].

5.2. Modulation du microbiote intestinal

Les probiotiques modulent favorablement I'équilibre du microbiote intestinal, améliorant
ainsi 'homéostasie de l'organisme. Ainsi, lors de situations pathologiques, l'apport de
probiotiques peut suffire & influencer de fagon bénéfique I'évolution de la maladie.

Dans la plupart des cas, I'administration de probiotiques provoque une augmentation
des lactobacilles et des bifidobactéries, et une diminution des germes pathogenes en créant
un environnement peu favorable a leur développement. Différentes propriétés antagonistes

des probiotiques sont impliquées pour inhiber les microorganismes pathogenes :
- production de substances antimicrobiennes, en particulier des bactériocines ;
- acidification du contenu colique via la sécrétion d’acides organiques ;
- compétition pour les sites d’adhérence ;
- compétition pour les nutriments.

La modification du microbiote par les probiotiques est transitoire : I'effet persiste tout au

long de I'administration, puis diminue progressivement apres son arrét.

5.2.1. Production de bactériocines

Les probiotiques sont capables d'exercer un effet antimicrobien direct en produisant
des molécules inhibitrices bactéricides ou bactériostatiques. 1l s'agit notamment des

bactériocines.
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Les bactériocines sont des molécules de nature protéique synthétisées par voie
ribosomique possédant des propriétés antibiotiques. Il en existe différents types. Elles
agissent principalement sur la membrane cellulaire des pathogénes: elles se fixent a
certains récepteurs membranaires des bactéries, formant ainsi des pores qui rendent la
membrane cytoplasmique perméable et qui ménent a la libération du contenu intracellulaire
et donc la mort de la bactérie affectée. Puisqu’elles semblent agir sur la membrane cellulaire
cytoplasmique, elles ont une activité dirigée essentiellement contre les bactéries Gram-
positives ; la membrane externe des bactéries Gram-négatives ne leur permettant pas
d’'atteindre la membrane interne. Les bactériocines ont un spectre d’action relativement
étroit. L’'activité bactéricide ou bactériostatique est essentiellement dirigée contre des

espéces taxonomiquement proches de la souche productrice [120].

Les lactobacilles sont souvent associés a la production de bactériocines. Il a par
exemple été démontré in vivo que Lactobacillus salivarius produit une bactériocine dirigée
contre Listeria monocytogenes. La production de bactériocines par les souches de
bifidobactéries est moins documentée. Néanmoins, il a été rapporté que la souche
Bifidobacterium bifidum NCFB1454 produit une bactériocine active contre différents genres
bactériens potentiellement pathogénes.

5.2.2. Diminution du pH intra-luminal intestinal

Les probiotiques, notamment les souches de lactobacilles, produisent des acides
organiques tels que l'acétate, le lactate ou le propionate qui abaissent le pH local intra-
luminal colique. Grace a cette propriété, les probiotiques peuvent exercer un effet
antimicrobien contre les microorganismes pathogénes. En effet, I'acidification du milieu
permet d’inhiber l'activité enzymatique des bactéries acidosensibles Gram-négatives et donc
leur croissance. Par ce mécanisme, il a été démontré que les souches Lactobacillus lactis, L.
casei Shirota et L. acidophilus YITO070 réduisaient la croissance d’Escherichia coli O157:H7

[121].

De plus, en abaissant le pH intestinal, les probiotiques limitent le microbiote de
putréfaction du c6lon descendant dont le développement est favorisé en milieu alcalin et qui
génére des amines toxiques (putrescine et cadavérine notamment), de 'ammoniac et des
indoles [108].
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5.2.3. Inhibition compétitive de 'adhésion des pat  hogenes

Les probiotiques peuvent diminuer I'adhésion des pathogénes et de leurs toxines aux
cellules épithéliales intestinales en se fixant sur les mémes sites récepteurs. Ainsi, plusieurs
souches de lactobacilles et de bifidobactéries sont en mesure de rivaliser avec des bactéries
pathogénes comme Bacteroides vulgatus, Clostridium difficile, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes ou encore Yersinia enterocolitica. Cette inhibition compétitive est

proportionnelle a la concentration de probiotiques ajoutés.

Par ailleurs, des chercheurs ont étudié I'adhésion des souches Lactobacillus casei
Shirota et L. rhamnosus GG en présence de souches d’Escherichia coli et de Salmonella sur
des glycoprotéines de muqueuse intestinale humaine et sur des cellules Caco-2. lls ont
constaté que les lactobacilles étaient capables d’exclure et de déplacer les pathogénes
étudiés de facon significative sur le mucus. Le degré de compétition était dépendant de
chaque souche, probablement en raison de I'affinité respective des adhésines présentes a la
surface des bactéries aux glycoprotéines du mucus [121,122].

5.2.4. Compétition au niveau de l'utilisation des n  utriments

L'inhibition de la croissance des pathogénes peut également s’effectuer par un
processus de restriction des nutriments. En effet, les probiotiques entrent en compétition
avec les pathogenes en utilisant les mémes substrats présents dans la lumiére intestinale.
Les substrats disponibles diminuant, I'environnement est alors peu favorable a la croissance

des pathogénes.

5.3. Renforcement de la barriere fonctionnelle épit  héliale

5.3.1. Stimulation des défensines

En plus de la sécrétion de bactériocines qui agissent directement sur les bactéries
pathogénes, certains probiotiques favorisent l'activité des défensines en agissant soit sur

leur synthése, soit sur leur activation.

C'est par exemple le cas d’Escherichia coli Nissle 1917 qui stimulent la synthése des

défensines, et améliorent ainsi la fonction de barriére intestinale [123].
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5.3.2. Préservation de l'intégrité de la barriere

Plusieurs souches probiotiques agissent favorablement sur l'intégrité de la barriére
intestinale, d’une part, en augmentant la résistance électrique transépithéliale par le maintien
structural des protéines du cytosquelette et des jonctions serrées intercellulaires, et d’autre

part, en diminuant la perméabilité de la muqueuse.

Par exemple, in vitro, dans des lignées cellulaires HT-29 et Caco-2, les souches
Streptococcus thermophilus ATCC19258 et Lactobacillus acidophilus ATCC4356
augmentent la résistance électrique transépithéliale et bloquent la sécrétion de chlore induite
par Escherichia coli entéropathogéne [19].

5.3.3. Production de mucus

Certains probiotiques peuvent agir sur la sécrétion de mucus indispensable a la
fonction de barriere. Pour ce faire, ils stimuleraient I'expression des ARN messagers des
mucines (MUC).

Il a été montré que Lactobacillus plantarum 299v augmente I'expression des génes de
MUC2 et MUC 3 (mucines prédominantes de l'iléon et du cblon) dans des lignées de cellules
HT-29. Cet effet expligue en partie l'inhibition de l'adhérence épithéliale de bactéries

pathogénes, notamment Escherichia coli entéroinvasifs [19].

5.4. Immunomodulation

Tout comme les bactéries du microbiote résident, les probiotiques peuvent interférer
avec le systeme immunitaire de I'h6te. lls jouent un réle important dans la mise en place des

réponses immunitaires innées et adaptatives.

En colonisant temporairement le tube digestif, les probiotiques sont séparés du
systeme immunitaire intestinal local par la barriere épithéliale. Ils peuvent communiquer avec
les cellules de la lamina propria soit indirectement en envoyant des signaux aux entérocytes
via des cytokines, soit directement par contact, en cas de translocation vers la lamina propria
et les ganglions mésentériques. Ce phénoméne de translocation est minime en condition
normale. Les probiotiques peuvent aussi libérer des composés dans la lumiere intestinale,
qui sont susceptibles d’'étre absorbés par I'épithélium intestinal et d’agir sur les cellules

immunitaires [19].
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5.4.1. Stimulation de 'immunité innée

De nombreuses études in vitro indiquent que des probiotiques tels que les
bifidobactéries, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaris, L. casei, L. acidophilus
et L. helveticus peuvent entrainer une stimulation de la sécrétion de cytokines, de type Thl
le plus généralement (IFN-y, TNF-a, IL-1B), par les cellules immunitaires, avec des effets
dépendants des souches. Cependant, ces études impliquent un contact direct
bactérie/cellule immunitaire, ce qui n'est pas représentatif de la configuration in vivo. De
plus, la sécrétion de cytokines est étudiée sur les cellules immunitaires circulantes et non sur
les cellules colonisant I'intestin, ce qui sous-estime l'effet de I'environnement intestinal, en
particulier son tonus suppresseur. Ainsi, les études in vitro ne tiennent pas compte de
I'environnement cytokinique et des interactions avec d’autres types cellulaires intervenant in

vivo, ce qui pose la question des résultats obtenus dans ce contexte simplifié.

La plupart des études cliniques menées chez I'Homme suggérent un renforcement de
limmunité par différentes souches de lactobacilles et de bifidobactéries. Dans une étude,
trois cent soixante personnes agées ont été divisées en deux groupes supplémentés ou non
pendant trois semaines par un lait fermenté contenant S. thermophilus, L. bulgaris et L.
Casei DN 114001. Le méme taux d’infections hivernales était observé dans les deux
groupes, mais la durée des épisodes infectieux était plus courte (7 jours versus 8,7 jours)
chez les individus supplémentés. Cette notion d’effet positif des probiotiques sur la durée de

l'infection plus que sur la résistance semble étre actuellement confirmée [124].

De plus, des études indiquent un pouvoir anti-inflammatoire de certains probiotiques
(lactobacilles, bifidobactéries et VSL#3®) dans des modéles d'inflammation intestinale chez
animal et dans des maladies inflammatoires cryptogénétiques de lintestin (maladie de
Crohn et rectocolite hémorragique) chez 'Homme. Les mécanismes impliqués sont peu
connus. lls pourraient impliquer la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, notamment
I'IL-10, induisant la mise en place de signaux anti-inflammatoires de type Th2. En effet, des
études montrent que certains probiotiques entraineraient une diminution de la translocation
nucléaire de NF-kB et donc une diminution du relargage de cytokines pro-inflammatoires
[99].

5.4.2. Stimulation de I'immunité adaptative

Chez I'Homme, la plupart des études concernant I'effet des probiotiques sur I'immunité
adaptative sont pédiatriques. Des études menées au cours d'épisodes de diarrhées a
rotavirus chez les enfants ont montré que I'administration de Lactobacillus rhamnosus GG
induisait une augmentation de la sécrétion d’'IgA anti-rotavirus. Chez I'enfant également, lors
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de vaccinations orales contre le rotavirus, une supplémentation en L. rhamnosus GG
conduisait a une réponse IgM anti-rotavirus plus élevée que chez les témoins non
supplémentés. Par ailleurs, dans une étude menée chez des enfants sains, I'administration
d’'un produit fermenté contenant des bifidobactéries entrainait une augmentation significative

des IgA fécales totales.

Chez des volontaires sains adultes, I'ingestion de lait fermenté par L. johnsonii LA1 et
de bifidobactéries pendant vingt-huit jours, jointe a un stimulus infectieux (Salmonella typhi
atténuée) a conduit & une augmentation de la concentration des IgA sérigues spécifiques de
Salmonella quatre fois plus élevée que celle observée chez des sujets ne recevant pas de
lait fermenté, mais n'a induit qu’'une faible augmentation des IgA totales sériques et aucune

modifications des autres Ig.

Dans I'ensemble, ces résultats indiquent un renforcement par certains probiotiques de
immunité sécrétoire IgA au niveau de la muqueuse intestinale vis-a-vis de pathogénes
viraux ou bactériens. Cependant, le nombre d’études reste restreint, surtout chez I'adulte. De
plus, la corrélation existant entre les taux plus élevés d’IgA sécrétoires et la prévention des

infections reste controversée [19].
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6. EFFETS INDESIRABLES POTENTIELS DES

PROBIOTIQUES

La sécurité d’emploi des probiotiques développés jusqu’ici est excellente. Cependant,
guatre types d'effets indésirables potentiels méritent d’étre envisagés : infections, activités

métaboliques délétéres, immunomodulation excessive et transfert de génes.

6.1. Infections

Les probiotiques ne sont pas sélectionnés parmi des pathogénes, le risque d’infection
est donc particulierement bas. Cependant, de rares cas d'infections locales ou systémiques
incluant des septicémies ou des endocardites, dues a des lactobacilles, des bifidobactéries
ou d’autres bactéries lactiques, ont été rapportés. Les espéces Enterococcus faecium et E.
faecalis sont plus souvent impliqués et suscitent une attention particuliere du fait de
'émergence de souches résistantes a la vancomycine. Dans la plupart des cas, les
infections sont apparues comme étant d'origine endogéne, c’est-a-dire provenant du
microbiote résident du sujet. Toutefois, dans quelques cas, la consommation récente de
probiotiques a été incriminée comme cause potentielle aux infections. Ainsi, une trentaine de
cas de fongémie ont été rapportés chez des malades traités par Saccharomyces boulardii et
deux cas d'infection ont été imputés a des Lactobacillus rhamnosus véhiculés par des

probiotiques.

Le nombre des fongémies survenues au cours d’un traitement par S. boulardii doit étre
rapporté a sa large utilisation dans le monde, notamment en milieu hospitalier, et a son statut
de médicament qui s'accompagne d'une utilisation chez des patients souvent fragilisés et
présentant un large éventail de facteurs de risque. Ici, tous les sujets ayant eu une infection
a S. boulardii étaient porteurs d’'un cathéter veineux central. Une contamination manuportée

des cathéters a la suite de I'ouverture de sachets de probiotiques a été mise en évidence.

Concernant les infections a L. rhamnosus, il est fort probable qu’elles aient été la
conséquence d'une translocation. La translocation est définie comme le passage de
microorganismes ou de leurs produits, endotoxines et exotoxines, a partir du tractus gastro-
intestinal jusqu’a des sites extra-intestinaux comme les ganglions mésentériques, le foie, la
rate ou le sang. Les bactéries endogénes transloquent de maniére continue en tres faible

quantité, y compris chez des sujets immunocompétents, mais ces bactéries sont tres
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rapidement détruites dans les organes lymphoides. La translocation bactérienne peut
résulter d’'une pullulation microbienne intestinale, d’une perméabilité intestinale accrue ou
d’'un déficit immunitaire. Une femme de 74 ans, ayant un diabete non insulinodépendant et
consommant régulierement le probiotique L. rhamnosus GG, a souffert d'un abces du foie a
lactobacilles impossible a distinguer de la souche du probiotique. L'autre cas d'infection
probablement due a L. rhamnosus ingéré sous forme de probiotiques a été observé chez un
homme de 67 ans ayant une insuffisance mitrale minime et qui avait pour habitude de
macher un mélange de probiotiques contenant L. rhamnosus, L. acidophilus et
Streptococcus faecalis. Quelques jours aprés une extraction dentaire associée a une
antibiothérapie par amoxicilline, survenait chez ce patient une endocardite a L. rhamnosus.
Le lactobacille isolé a partir du sang était en tout point similaire a I'un des microorganismes
présents dans la préparation probiotique. Cependant, des infections a lactobacilles
endogéenes sans rapport avec le probiotique sont aussi possibles, et un cas d’infection a L.

rhamnosus chez un sujet atteint de rectocolite hémorragique a notamment été publié.

Par ailleurs, une équipe de chercheurs a étudié la prévalence des bactériémies liées a
des lactobacilles en Finlande du Sud pendant deux périodes consécutives de quatre et six
ans et ont comparé les caractéristiques des hémocultures positives (vingt sur les dix ans)
aux souches de probiotiques des produits laitiers du commerce. En aucun cas il n’existait de
similarité entre les souches infectieuses et les souches de probiotiques.

Les données sont encore insuffisantes sur les risques d'infections des probiotiques en
cas de déficit immunitaire. Au contraire, S. boulardii a démontré un effet protecteur contre

des pathogénes intestinaux chez des souris immunodéprimés [79].

6.2. Activités métaboliques déléteres

Si I'on admet que les probiotiques peuvent véhiculer ou promouvoir des activités
bénéfiques dans le tractus gastro-intestinal, ils pourraient aussi avoir des effets négatifs sur

la santé par le méme mécanisme.

Les concentrations de microorganismes transitant dans l'intestin gréle aprés ingestion
de probiotiques sont souvent du méme ordre de grandeur que celles observées au cours de
la colonisation bactérienne chronique du gréle. Une étude a attiré I'attention sur un risque
potentiel d’'une déconjugaison excessive et d'une déshydroxylation des acides biliaires dans
l'intestin gréle par des probiotiques. En effet, elle montrait chez des sujets porteurs d'une
iléostomie qui ingéraient Lactobacillus acidophilum et un Bifidobacterium, que ces deux
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bactéries transformaient significativement les acides biliaires primaires dans l'intestin gréle
en acides biliaires secondaires libres responsables de diarrhées et de Iésions intestinales,

comme lors d’une colonisation bactérienne chronique du gréle.

Une dégradation excessive du mucus intestinal pourrait également étre un effet

indésirable de certains probiotiques [105].

6.3. Immunomodulation excessive

L’administration parentérale de composants de parois bactériennes tels que les
peptidoglycanes peut induire de la fievre, des arthrites et des maladies auto-immunes. Ces
effets secondaires sont médiés par les cytokines et il est désormais bien établi que la
sécrétion de cytokines est induite par de nombreux probiotiques.

D’aprés les connaissances actuelles, un seul effet immunologique indésirable a été
observé chez I'Homme, sous la forme d'une observation anecdotique et non détaillée
d’hépatite auto-immune qui aurait été aggravée par l'ingestion de trés fortes quantités de
yaourt.

La modulation potentielle de maladies auto-immunes par ingestion de probiotiques

mériterait des travaux plus approfondis [104].

6.4. Transfert de génes

Certains génes microbiens, particulierement des génes de résistance aux antibiotiques
codés par des plasmides, peuvent étre transférés entre microorganismes. La probabilité de
transfert de génes dépend de la nature du matériel génétiqgue a transférer (plasmides,
transposons...), de la nature des souches donneuses et receveuses, de leurs concentrations
respectives et de la pression de sélection dans le milieu (tout particulierement la présence
d’antibiotiques) favorisant la pousse des transconjugants. Il est difficile de mesurer in vitro ou
in vivo le risque de transfert de génes, et encore plus difficile de choisir quel niveau de
probabilité est acceptable.

La résistance des probiotiques aux antibiotiques n’est pas en elle-méme un risque,

sauf si elle rend le probiotique intraitable en cas d’'infection systémique par celui-ci ou si elle
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peut étre transmise a des pathogénes chez lesquels la résistance thérapeutique pourrait

avoir des conséquences cliniques néfastes.

Les infections causées par des entérocoques résistants a la vancomycine posent un
probléme clinique grave. Par conséquent, la sécurité des souches d’Enterococcus faecium et

d’E. faecalis doit faire I'objet de travaux extrémement attentifs [79].
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QUATRIEME PARTIE :

APPLICATIONS THERAPEUTIQUES

DES PROBIOTIQUES DANS

DIFFERENTES PATHOLOGIES

INTESTINALES
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1. DIARRHEES

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, la diarrhée est définie comme I'émission
d’au moins trois selles molles ou liquides par jour, ou a une frégquence anormale pour
lindividu. Selon sa durée, elle est considérée comme aigué lorsqu’elle dure moins de

quatorze jours, persistante entre quatorze et vingt-huit jours et chronique au-dela.

La diarrhée aigué est généralement le symptéme d’une infection gastro-intestinale, qui
peut étre due a divers microorganismes (bactéries, virus ou parasites). Elle peut aussi avoir

une origine médicamenteuse et est notamment souvent associée a la prise d’antibiotiques.

La diarrhée sévere entraine une déshydratation de I'organisme et le prive des sels
minéraux nécessaires pour la survie. Les enfants en bas age et les personnes malnutries ou
immunodéprimées sont les plus exposés au risque de diarrhées engageant le pronostic vital.
La diarrhée est d’ailleurs la deuxiéme cause de mortalité chez I'enfant de moins de cing ans

dans le monde, aprés les infections aigués des voies aériennes supérieures [126].

La réhydration orale est le traitement essentiel de toute diarrhée aigué. Elle doit étre
débutée le plus tét possible et maintenue tant que les diarrhées persistent. Elle s’adresse
principalement a I'enfant et au sujet agé (qui doit s'imposer de boire, la sensation de soif
étant souvent altérée avec I'age). Le volume a apporter est fonction de la déshydratation et
de la perte de poids. Des solutions de réhydratation orale sont disponibles en pharmacie,
comme l'Adiaril®, le GES 45® ou le Picolite®. Le Coca-Cola®, classiquement recommandé,
est trop riche en sucres, hyperosmolaire et pauvre en sodium : il doit étre dilué a 50 % avec
de I'eau et associé a un apport de sel.

Par ailleurs, des traitements médicamenteux ayant pour but de réduire le nombre de

selles peuvent étre utilisés selon la sévérité et la cause de la diarrhée. On distingue :
- les anti-diarrhéiques, qui comportent :
» les ralentisseurs du transit (Arestal®, Imodium®...) ;
* les anti-sécrétoires intestinaux (Tiorfan®) ;
» les adsorbants (Gélopectose®...) ;
- les antiseptiques intestinaux (Ercéfuryl®, nifuroxazide) ;
- les pansements digestifs (Bedelix®, Pepsane®, Smecta®...) ;
- les antibiotiques, notamment les fluoroquinolones, I'azithromycine, la colistine ;

- les antiparasitaires.
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En plus de cet arsenal thérapeutique, différents probiotiques ont montré un effet
préventif ou curatif sur des diarrhées de différentes étiologies. lls permettent de rétablir
I'équilibre du microbiote intestinal qui est altéré lors des épisodes diarrhéiques. L'Ultra-
levure® est notamment un médicament probiotique reconnu pour son intérét dans le
traitement de la diarrhée. Mais de nombreuses autres souches montrent une efficacité

attestée par plusieurs études.

1.1. Diarrhée aigué infectieuse

La diarrhée aigué d’origine infectieuse, ou gastro-entérite, est une affection tres
fréquente et constitue un vrai probléme de santé publique. Elle est responsable chaque
année de la mort de plusieurs millions de personnes dans le monde. La principale cible est la
personne fragilisée, donc particulierement les enfants de moins de cing ans et les sujets
ageés.

Dans les pays développés, tout age confondu, on recense en moyenne un a deux
épisodes diarrhéiques aigus infectieux par an et par habitant. En France, il existe un pic
épidémique hivernal important et un second plus discret en été; les causes étant plus
souvent virales en hiver et bactériennes en été. Dans les pays en voie de développement en
revanche, l'incidence des diarrhées aigués infectieuses est beaucoup plus élevée, du fait de
multiples facteurs comme notamment le faible niveau d’hygiéne, le climat tropical ou
éqguatorial ou encore les moyens financiers réduits pour améliorer les structures sanitaires et

pour lutter contre la malnutrition.

1.1.1. Physiopathologie

Habituellement, les diarrhées aigués infectieuses débutent de fagon soudaine sur fond
de transit intestinal normal et régressent spontanément ou sous traitement symptomatique
en moins de trois jours. L'épisode diarrhéique est généralement accompagné de douleurs
abdominales, de nausées et/ou de vomissements. Une fievre modérée est présente dans la
moitié des cas, celle-ci ne préjugeant pas, contrairement aux idées recues, de la nature
bactérienne plutét que virale de l'infection. Dans 30 % des cas, il y a présence de glaires
dans les selles et dans 1 % des cas, la diarrhée est hémorragique.

L'infection peut étre d'origine bactérienne, virale ou parasitaire et se transmet
généralement de fagon interhumaine par voie manuportée ou par consommation d’eau ou

d’aliments contaminés. Les infections a rotavirus sont trés fréquentes et trés contagieuses,
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et atteignent principalement chez les enfants de moins de cing ans en collectivités (creches,

services de pédiatrie...).

Au cours d'une diarrhée aigué infectieuse, la présence d’'un germe pathogéne peut étre
mise en évidence a I'examen microbiologique des selles. Au niveau intestinal, il exprime sa
virulence soit par le biais des toxines qu'il sécrete, soit par invasion des entérocytes. Le
mode d’action de ces agents pathogénes permet en pratique de distinguer deux formes

anatomo-cliniques de diarrhées infectieuses :

- les diarrhées dites « invasives », qui provoquent des lésions muqueuses (ulcération
superficielles, cedéme et hémorragies) par invasion cellulaire avec ou sans
destruction, de maniéere directe ou indirecte par le biais de toxines. Ces diarrhées
sont typiguement responsables d’émissions glairo-sanglantes avec des selles peu

nombreuses et comportent presque toujours un syndrome fébrile ;

- les diarrhées dites « hydriques » (appelées aussi hydro-électrolytiques), qui sont
dans la majorité des cas de type sécrétoire et toxinogenes. Elles résultent, soit de
'adhésion du pathogéne sur I'entérocyte permettant ainsi I'action de sa toxine, soit de
l'invasion de I'entérocyte par le germe (phénomeéne observé avec les virus ou les
parasites). Les entérocytes matures sont alors détruits et peu a peu remplacés par
des entérocytes jeunes n'ayant pas terminé leur processus de maturation. Ceux-ci
ont alors une capacité d’absorption moindre, d’ou une diarrhée aqueuse riche en

électrolytes.

Des maodifications de I'équilibre du microbiote saprophyte colique ont été mises en
évidence au cours des diarrhées infectieuses. Ces modifications globales semblent
univoques quel que soit I'agent pathogene incriminé: une augmentation des taux de
bactéries aérobies et une diminution concomitante des taux de bactéries anaérobies (en

particulier Bifidobacterium, Lactobacillus et Bacteroides).

La responsabilité de bactéries pathogénes au cours de diarrhées aigués infectieuses a
permis le développement rationnel de traitements antibiotigues. Cependant, les causes
virales représentent la premiére cause de diarrhée infectieuse, et le traitement repose donc
essentiellement sur des mesures symptomatiques de correction des troubles hydro-
électrolytiques.

1.1.2. Intérét des probiotiques

La reconnaissance de l'effet de barriére, c’est-a-dire du réle protecteur du microbiote

endogeéne vis-a-vis de l'implantation intestinale d’'un microorganisme pathogene, associée
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aux modifications observées du microbiote saprophyte colique au cours des diarrhées
aigués infectieuses, a conduit a utiliser, de facon curative ou préventive, des probiotiques

afin de rétablir I'équilibre du microbiote.

1.1.2.1. Effet curatif

L'utilisation de probiotiques ou de produits laitiers fermentés au cours des gastro-
entérites aigués est une pratique répandue. Mais les preuves scientifigues pour étayer
I'efficacité de divers produits probiotigues n'ont été rapportées que récemment. De
nombreux essais randomisés contrdlés en double aveugle portant essentiellement chez des
nourrissons et enfants de moins de cing ans ont démontré que plusieurs probiotiques
raccourcissaient significativement la durée et l'intensité des diarrhées aigués infectieuses,

notamment a rotavirus [104].

Dans une étude européenne récente, deux cent quatre-vingt-sept enfants agés de un
mois a trois ans hospitalisés pour une diarrhée aigué a rotavirus ont été divisé en deux
groupes : le groupe A (n=140) recevant une réhydratation orale simple (placebo) ; le groupe
B (n=147) recevant une réhydratation orale contenant L. rhamnosus GG (10" UFC/250 ml).
Les résultats obtenus ont montré que la durée des diarrhées dans le groupe A était de 71,9
+/- 35,8 heures versus 58,3 +/- 27,6 heures dans le groupe B. Par ailleurs, la diarrhée a duré
plus de sept jours chez 10,7 % des enfants du groupe A versus 2,7 % des enfants du groupe
B [125].

Une autre étude a été réalisée sur soixante et onze enfants 4gés de quatre a quarante-
cing mois hospitalisés pour diarrhées infectieuses (dont 82 % a rotavirus). En plus d’une
réhydratation orale, les patients ont recu pendant cing jours et deux fois par jour soit un lait
fermenté contenant L. rhamnosus GG (10" UFC/ 250 g) (groupe 1), soit une dose de L.
rhamnosus GG sous forme de poudre lyophilisée (10 UFC) (groupe 2), soit un yaourt
pasteurisé placebo (groupe 3). La durée moyenne de la diarrhée apres le début du
traitement était significativement plus courte dans les groupes 1 et 2 (1,4 jour) que dans le
groupe 3 (2,4 jours). De plus, a la guérison, il apparaissait une différence significative des
concentrations sériques d’IgA spécifiques contre le rotavirus entre les enfants traités par le
probiotique et les enfants recevant le placebo (90 % versus 46%) [126].

L'intérét de S. boulardii au cours des diarrhées aigués infectieuses a aussi fait I'objet
de nombreuses études. L'une d’entre elles a porté sur cent trente enfants 4gés de trois mois
a trois ans. Le pourcentage de guérisons clinigues (moins de quatre selles liquides par 24
heures) était significativement augmenté dans le groupe recevant S. boulardii a 48 heures et
96 heures (85 % versus 40 %) [127]. Par ailleurs, de nombreuses méta-analyses ont montré
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une réduction significative de la durée de la diarrhée et du risque de diarrhée de plus de sept

jours chez les sujets traités (adultes et enfants) par S. boulardii comparés au placebo.

D’autres souches ont également été étudiées dans le traitement de la diarrhée
infectieuse et les souches Enterococcus faecium SF 68 et L. reuteri ont présenté une

efficacité significative dans la réduction de la durée des épisodes diarrhéiques.

1.1.2.2. Effet préventif

Des essais randomisés contrélés récents ont montré un effet protecteur préventif de

certains probiotiques sur le risque de diarrhées infectieuses.

Les premiéres études ont été réalisées chez des nourrissons hospitalisés pour de
longues périodes. Leur objectif était de prévenir le risque de diarrhée nosocomiale,
notamment, mais non exclusivement, a rotavirus. Ainsi, dans un essai, une association de
Bifidobacterium bifidum et de Streptococcus themophilus ajoutée au lait usuel diminuait
significativement le risque de diarrhée nosocomiale (7 % versus 31 %). Une autre étude a
montré que Lactobacillus rhamnosus GG avait un effet préventif du méme ordre de grandeur
(6,7 % versus 33 %). Cependant, une étude réalisée chez deux cent vingt nourrissons
italiens hospitalisés n’a montré aucun effet préventif significatif de L. rhamnosus GG, alors
gue l'allaitement maternel en avait un (25,4 % versus 30,2 %).

Ces études ont été suivies d'essais réalisés chez des enfants en créche (en bonne
santé), avec pour objectif la prévention des gastro-entérites, notamment virales et
hivernales. Deux essais cliniqgues ont été effectués chez des enfants du Val-de-Marne
fréquentant des créches et recevant pendant six semaines soit un produit contrdle, soit un
lait fermenté contenant L. casei DN 144001 (Actimel®). Dans le premier travail qui incluait
deux cent quatre-vingt-sept enfants agés de six a trente-six mois, le nombre de gastro-
entérites n’était pas modifié (23,4 % versus 26,6 % sur six mois) mais leur sévérité était
diminuée dans le groupe recevant le probiotique. Dans le deuxieme travail qui incluait neuf
cent vingt-huit nourrissons agés de six a vingt-quatre mois, il a été observé une diminution
significative de la fréquence des diarrhées infectieuses dans le groupe recevant le

probiotique (15,9 % versus 22 %).

Le mécanisme de I'effet préventif des probiotiques n’est pas connu et les études a ce
jour sont encore insuffisantes. Mais ces travaux ont, compte tenu de la fréquence de la

pathologie, un grand intérét de santé publique et méritent d’étre poursuivis [104].
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1.2. Diarrhée du voyageur

La diarrhée est un probleme fréquent pour les voyageurs qui se rendent d’'une zone a
niveau d’hygiéne élevé vers un pays a plus bas niveau d’hygiéne. Son incidence varie de 30
a 80 % en fonction du pays d’origine, de la destination, du mode de transport, de la durée de
séjour et du mode de vie sur place. Pour un voyageur originaire d’'un pays développé, les
pays a risque élevé de contracter une diarrhée du voyageur sont ’Amérique latine, le sud de

I'Asie, I'Afrique (sauf Afrique du Sud) et le Moyen-Orient (Figure 19).

Régions a risque peu élevé de diarrhée : 2-4 %
Régions a risque modéré de diarrhée : 8-20 %
@ Régions a risque élevé de diarrhée : 30-50 %
Figure 19 : Répartition du risque de diarrhée du voyageur dans le monde

1.2.1. Physiopathologie

La diarrhée du voyageur, ou « turista », est classiquement définie par la survenue
brutale, au cours du séjour ou dans les sept a dix jours suivant le retour, d’au moins trois
selles non moulées par jour, accompagnée de symptomes tels que des douleurs
abdominales, des nausées et/ou des vomissements et de la fievre. Le plus souvent, il s'agit
d'un événement bénin, spontanément résolutif en un a trois jours, mais particulierement

inconfortable et désagréable en voyage.

Dans les cas de diarrhées du voyageur, plusieurs agents infectieux peuvent étre en
cause. Toutefois, l'origine est bactérienne dans 50 a 80 % des cas, avec des germes
incriminés tels que Campylobacter, Shigella, Yersinia, mais c’est la bactérie Escherichia coli
entérotoxinogéne qui est la plus fréquemment observée. Sa pathogénicité repose sur
I'élaboration de facteurs d’adhésion qui lui permettent de coloniser l'intestin gréle et sur la
sécrétion d’entérotoxines (thermolabiles et thermostables) qui agissent sur les entérocytes et
entrainent une diarrhée sécrétoire. La contamination est de type féco-oral; les deux
principaux vecteurs étant I'alimentation et I'eau de boisson [128].
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Méme s’il est impossible d’éviter complétement la diarrhée du voyageur, des mesures
préventives reposant sur des regles hygiéno-diététiques (lavage des mains avant les repas
et apres passage aux toilettes a I'eau savonneuse ou avec une solution hydro-alcoolique,
éviter les crudités, consommer les aliments bien cuits et encore chauds, ne consommer que
de I'eau en bouteille encapsulée ou désinfectée...) font baisser considérablement les risques
de survenue de diarrhée sévére. Le traitement symptomatique repose en premier lieu sur
I'hydratation pour compenser les pertes hydro-électrolytiques. Les anti-diarrhéiques peuvent
étre indiqués dans les formes moyennes. L’antibiothérapie n’est indiquée que dans les

formes séveres, et éventuellement quand la diarrhée est particulierement génante [128,129].

1.2.2. Intérét des probiotiques

Seules quelques études ont été réalisées dans le cadre du traitement curatif de la
diarrhée du voyageur par des probiotiques et ceux-ci n'ont pas montré d’efficacité notable
dans ce cas. En revanche, différents probiotiques ont démontré un réel intérét en prévention

de la diarrhée du voyageur.

Une étude a testé l'efficacité d’'un mélange de probiotiques (Lactobacilus acidophilus,
L. bulgaris, Bifidobacterium bifidum et Streptococcus thermophilus) contre un placebo chez
guatre-vingt-quatorze touristes qui voyageaient deux semaines en Egypte. Dans le groupe
qui recevait les probiotiques, I'incidence de la diarrhée était réduite de maniere significative
par rapport au groupe placebo (43 % versus 71 %).

D’autres auteurs ont montré que L. rhamnosus GG et Saccharomyces boulardii
conféraient une protection contre la diarrhée seulement pour certaines destinations. Des
agents infectieux différents pourraient expliquer la variabilité des résultats en fonction de la
destination. Dans une étude réalisée chez des voyageurs qui recevaient S. boulardii ou un
placebo, la protection contre la survenue de la diarrhée était modérée mais statistiguement

significative et dépendante de la dose [127].

Une méta-analyse incluant douze études ayant testé |'efficacité des probiotiques dans
la prévention de la diarrhée du voyageur montrent que 85 % des diarrhées du voyageur ont
été empéchées par la prise de probiotiques [130].

Certains probiotiques peuvent donc étre utilisés pour prévenir de la diarrhée du
voyageur. Leur administration doit débuter quelques jours avant le départ, se poursuivre tout
le long du séjour et continuer quelques jours apres le retour. Mais plusieurs facteurs peuvent
influencer I'efficacité des probiotiques, notamment la destination de voyage, des mauvaises
conditions de stockage, I'observance thérapeutique, le dosage et le comportement du

voyageur.
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1.3. Diarrhée associée aux antibiotiques

La diarrhée est un effet indésirable fréquent de I'antibiothérapie : on parle de diarrhée
associée aux antibiotiques (DAA). Elle survient généralement au cours du traitement
antibiotique et conduit parfois les malades a interrompre leur traitement, mais peut aussi

avoir lieu plusieurs jours aprés l'arrét des antibiotiques.

La DAA constitue la premiére cause de diarrhées aigués d’'origine médicamenteuse.
Sa fréquence est variable suivant les antibiotiques utilisés. Elle est observée chez 5 a 10 %
des malades sous ampicilline (Totapen®), chez 10 a 25 % de ceux recevant I'association
amoxicilline/acide clavulanique (Augmentin®), chez 15 & 20 % des sujets sous céfixime
(Oroken®) et enfin, chez environ 5 % des malades traités par d’autres antibiotiques comme
les fluoroquinolones (Ciflox®, Tavanic®, Oflocet®, Noroxine®...), la clarithromycine
(Zeclar®...), I'érythromycine (Ery®...) et les tétracyclines (Doxy®,Tolexine®...). Les taux
rapportés de DAA aprés administration d’antibiotiques par voie parentérale, en particulier
ceux ayant un cycle entéro-hépatique, sont similaires a ceux observés aprés administration
par voie orale. Seuls les aminosides administrés par voie parentérale n’entrainent jamais de

diarrhée.

Plusieurs facteurs liés a I'antibiothérapie et a I'héte constituent des facteurs de risque
de survenue de DAA (Tableau 5). Il est a noter que le sexe, la dose et la voie

d’administration de I'antibiothérapie ne sont pas des facteurs de risque significatif de DAA.

Tableau 5 : Facteurs de risque de diarrhée associée aux antibiotiques [131]

- Antibiotiques a large spectre : - Ages extrémes de la vie :
e amoxicilline e <6ans
e amoxicilline/acide clavulanique e >65ans

+  céphalosporines de 2°™ et 3°™

¢ clindamycine

génération
- Terrain:

e antécédents de DAA

¢ maladie sous-jacente sévere
e traitements longs « affection digestive chronique
e traitements répétés e co-morbidité

e immunodépression

- Durée de I'antibiothérapie :

- Utilisation de plusieurs antibiotiques

Hospitalisation :

- Antibiotiques a excrétion biliaire * longs séjours

e chirurgie

¢ interventions gastro-intestinales

e alimentation par sonde naso-gastrique
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1.3.1. Physiopathologie
Un peu artificiellement, on distingue trois situations cliniqgues de DAA :

- les diarrhées dites « simples », qui constituent la situation clinique la plus fréquente

et la moins sévere ;

- les colites hémorragiques, probablement en rapport avec I'émergence d’'une souche
toxinogéne de Klebsiella oxytoca ;

- les colites pseudomembraneuses, liées a I'émergence d'une souche toxinogéne de

Clostridium difficile.

A tous les mécanismes pathogéniques invoqués, le préalable commun et
incontournable de la prise d’'antibiotiques est le déséquilibre de I'écosystéeme microbien,
provoquant des perturbations quantitatives et qualitatives du microbiote a l'origine des
diarrhées. On observe en effet une diminution du taux de bactéries anaérobies dominantes,
d'ou une perte de l'effet de barriére intestinal, ce qui entraine la prolifération de germes
pathogenes endogénes et exogénes, ainsi qu’une réduction de Il'activité fermentaire du
microbiote colique. Cette baisse d’activité fermentaire engendre a son tour une diminution de
la production d’AGCC et une augmentation de la quantité de glucides non absorbés
susceptibles d’induire, d’'une part, une diarrhée dite « osmotique » et, d'autre part, une
baisse de I'absorption de I'eau, du sodium et du potassium normalement stimulée par les
AGCC. De plus, on peut observer une diminution de la conversion des acides biliaires
primaires en acides biliaires secondaires, responsable alors d'une diarrhée de type

sécrétoire par effet direct des acides biliaires primaires sur la muqueuse colique [127,132].

De maniére générale, le microbiote redevient équilibré peu de temps apres l'arrét de
I'antibiothérapie, ce qui suggére que les microorganismes responsables de I'effet de barriere
ne sont que transitoirement éradiquées, ou plutbt que leur multiplication est seulement

inhibée durant le traitement antibiotique [131].

1.3.1.1. Diarrhées dites « simples »

De loin les plus fréquentes, les diarrhées « simples » surviennent en général quelques
jours apres le début de I'antibiothérapie, mais elles peuvent également apparaitre jusqu’a six
semaines apreés son arrét. Elles sont le plus souvent modérées, aqueuses, rarement

accompagnées de douleurs abdominales et de fiévre.

Le mécanisme de ces diarrhées est complexe et leur étiologie fait intervenir des

causes :
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- métaboliques = la réduction de la concentration des bactéries anaérobies du
microbiote dominant par les antibiotiques est a 'origine d’'une diminution des activités
hydrolytigues et de fermentation du microbiote colique, responsable alors d'une
diarrhée « métabolique » ;

- infectieuses = une proportion significative de ce type de DAA (10 a 20 %) a été
rapportée a une colonisation du microbiote par Clostridium difficile, mais peut
également étre causé par la prolifération d’autres bactéries pathogénes telles que
Salmonella, Clostridium perfringens type A, Staphylococcus aureus et peut-étre
Candida albicans ;

- autres = les antibiotiqgues ont des effets multiples sur le tractus digestif, parfois
indépendants de leur activité antimicrobienne. Par exemple, I'érythromycine accélére
le transit et I'acide clavulanique de la formulation amoxicilline/acide clavulanique

stimule la motilité de l'intestin gréle.

Tous les antibiotiques peuvent étre en cause, quelle que soit la durée du traitement. Le
simple arrét de I'agent responsable suffit a entrainer une disparition de ces diarrhées en

guelques heures ou jours.

1.3.1.2. Colite hémorragigue post-antibiotique

La prolifération de Klebsiella oxytoca semble étre responsable de colite hémorragique
post-antibiotique. Cette bactérie est un bacille Gram-négatif, anaérobie facultatif, toxinogene,
détecté dans le microbiote fécal de 30 a 40 % de sujets sains. Elle posséde une résistance
naturelle aux pénicillines et aux synergistines et, de ce fait, sa détection dans les selles
aprés traitement par ces antibiotiqgues a peu de valeur. En revanche, sa détection sur des
biopsies coliques pourrait témoigner de propriétés d’adhésion ou d’invasion cellulaires, ce
gui est un argument fort en faveur de sa pathogénicité. De plus, une cytotoxine thermostable
a été isolée a partir du surnageant de souches de K. oxytoca provenant de malades atteints
de colite hémorragique post-antibiotique, ce qui constitue également un argument en faveur

du réle étio-pathogénique de cette bactérie dans ce type de DAA.

Dans sa forme typique, la colite hémorragique se caractérise par une diarrhée avec
plus de quinze émissions hydriques par jour qui deviennent sanglantes en quelques heures,
accompagnée de douleurs abdominales d’apparition brutale, parfois de la fievre et une
polynucléose. La coloscopie montre des lésions caractéristiques de la paroi du célon,
essentiellement représentées par une congestion muqueuse, parfois associée a de

nombreuses érosions trées étendues, entrainant une véritable hémorragie muqueuse en
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nappe, évoluant généralement d’'un seul tenant. Les symptdomes apparaissent en moyenne
cing jours apres le début d’'un traitement antibiotique, mais certains cas ont été rapportés

jusgu’a six semaines apres son arrét.

Les antibiotiques responsables sont principalement représentés par les pénicillines et
leurs dérivés (ampicilline, amoxicilline, amoxicilline/acide clavulanique, céphalosporines de
1% & 3°™ génération et les synergistines). Plus rarement, des fluoroquinolones ont été

incriminées [131].

L'évolution de ces colites hémorragiques est rapidement favorable aprés l'arrét de
I'antibiotique, avec une disparition spontanée des symptémes clinigues en moins de quatre
jours dans 80 % des cas [133].

1.3.1.3. Colite pseudomembraneuse

La bactérie Clostridium difficile est un bacille Gram-positif, anaérobie, toxinogéne,
ayant la capacité de former des spores résistantes pouvant persister plusieurs mois dans
'environnement. Elle est retrouvée dans le microbiote intestinal sous forme asymptomatique
chez 1 & 3 % des adultes sains et chez 10 a 25 % des adultes sous antibiotiques. L'infection
est généralement acquise en milieu hospitalier (les sujets adultes hospitalisés ont des taux
de colonisation par C. difficile de I'ordre de 20 a 30 %).

La pathogénie de C. difficile est médiée par la sécrétion de deux toxines, A et B (la
toxine B étant cent fois plus puissante que la A), responsables, d’'une part de lésions
épithéliales provoquant une augmentation de la perméabilité cellulaire, et d'autre part, d'une
réaction inflammatoire aigué de la lamina propria. Le résultat final est l'infiltration de la paroi
intestinale par des neutrophiles et la présence de pseudomembranes, avec diarrhée
sécrétoire et exsudative. La présence isolée de C. difficile a la coproculture a peu de valeur,

c’est la détection d’'une ou des deux toxines qui permet le diagnostic.

La colite pseudomembraneuse survient dés que s’'associent prolifération de C. difficile
par rupture de I'effet de barriére et baisse des défenses immunitaires de I'organisme. Elle se
manifeste, dans 95 % des cas, par une diarrhée liquide abondante (quatre a dix selles par
jour), parfois verdatre, non sanglante, associée a des douleurs abdominales, une fiévre
modérée et une hyperleucocytose quelquefois responsable d’'une hypoalbuminémie et/ou
d'une hypocholestérolémie. L’'aspect endoscopique recto-colique est caractéristique et
montre la présence de fausses membranes (plaques surélevées blanches jaunatres, faites
de fibrine, de leucocytes, de débris cellulaires et de mucus) sur une muqueuse
érythémateuse [131].
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Les symptbmes apparaissent en général quatre a neuf jours apres le début de
l'antibiothérapie, mais peuvent étre retardées de six a dix semaines apres l'arrét du
traitement. Tous les antibiotiques sont potentiellement responsables d’'une diarrhée associée
a C. difficile, mais les pénicillines a large spectre et les céphalosporines sont le plus souvent

en cause.

Le traitement de référence de la colite pseudomembraneuse a C. difficile consiste en
'administration per os pendant dix jours de métronidazole (500 mg trois fois par jour ou 250
mg quatre fois par jour) ou de vancomycine (125 mg quatre fois par jour). Le métronidazole
doit étre proposé en premiére intention car il est moins colteux que la vancomycine et ne
présente pas le risque potentiel de sélection d’entérocoques résistants, source d'infections
nosocomiales. Le taux de réponse du traitement est de 90 a 97 %, avec une disparition de la
fievre en 24 heures et de la diarrhée en quatre a cing jours. Cependant, une rechute est
observée dans 20 a 25 % des cas. Elle est suspectée en cas de réapparition des symptémes
trois jours a trois semaines aprés l'arrét du métronidazole ou de la vancomycine. Ces
rechutes d’infection a C. difficile peuvent étre causées, soit par une réinfection (exogéne) si
le sujet reste exposé a un environnement contaming, soit par une récidive (endogéne) due a
la persistance de spores dans le colon. La mise en place du méme traitement (métronidazole
ou vancomycine) est souvent plus efficace gu'initialement, mais 40 a 60 % des malades
feront une ou plusieurs rechutes itératives [79,132,133].

1.3.2. Intérét des probiotiques

Parmi les probiotiques évalués dans les DAA, Saccharomyces boulardii a été le mieux
étudié. L'intérét essentiel de cette levure réside dans le fait qu'elle est génétiguement
résistante aux antibiotiques, alors que les probiotiques bactériens sont, en régle générale,
trés sensibles a ces mémes antibiotiques. Ainsi, il est préférable de différer la prise de
probiotiques bactériens d’au moins deux heures par rapport a celle des antibiotiques, alors
gue l'administration de S. boulardii peut avoir lieu en méme temps que celle des

antibiotiques.

1.3.2.1. Effet préventif

Les lactobacilles ont été les premiers probiotiques a étre évalués dans la prévention
des DAA. Ce choix était orienté par la réduction du nombre de ces bactéries chez les

patients traités par amoxicilline.
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Dans un travail récent, des chercheurs ont montré I'efficacité de I'administration de
Lactobacillus rhamnosus GG pour prévenir la DAA chez cent quatre-vingt-huit enfants sous
antibiotiques agés de six mois a dix ans. Quatre-vingt-treize enfants ont recu 10 UCF du
probiotique (une fois par jour pour les enfants de moins douze kilogrammes, deux fois par
jour pour les autres), les autres ont recu un placebo. Sept enfants recevant le probiotique ont
développé une diarrhée contre vingt-cinqg soumis au placebo, et la durée moyenne de la
diarrhée était réduite de maniere significative (4,7 jours versus 5,9 jours) [134]. En revanche,
une autre étude menée sur trois cent deux enfants n’a pas mis en évidence de supériorité de
L. rhamnosus GG par rapport au placebo. En effet, le taux de diarrhée était de 29 % sous

probiotique contre 29,9 % sous placebo.

Une étude a évalué une préparation (Lactinex®) contenant L. acidophilus et L. bulgaris
contre un placebo chez des malades soumis a des traitements antibiotiques divers. La
fréquence de survenue d’'une diarrhée était identique dans les deux groupes. En revanche,
en ne retenant que les diarrhées liées a la prise d’amoxicilline, aucun des patients ayant recu
le mélange de lactobacilles n’a développé de diarrhée, contre 14 % des sujets sous placebo
[127,135].

Une étude a évalué l'efficacité de S. boulardii (250 mg deux fois par jour) administrée
au cours d’'une antibiothérapie et poursuivi deux semaines apres son arrét, chez cent quatre-
vingt patients hospitalisés soumis a des antibiotiques de classes différentes. L'incidence
d'une DAA chez les malades qui recevaient la levure était réduite de maniére significative
(9,5 % versus 22 % sous placebo) [136].

Dans une autre étude effectuée sur un groupe de patients hospitalisés et recevant
comme antibiotique une B-lactamine, S. boulardii (1 g par jour) ou un placebo ont été
administrés soixante-douze heures avant I'antibiothérapie et continués jusqu’a trois jours
apres l'arrét du traitement, apres quoi les patients étaient suivis pendant sept semaines. Sur
les cent quatre-vingt-treize patients étudiés, 7,2 % des sujets ayant recu le probiotique ont
développé une DAA contre 14,6 % des sujets sous placebo. D’'ou une réduction significative
du risque de DAA sous S. boulardii de 51 % [137].

Ces deux précédents résultats ont été confirmés par une étude menée chez trois cent
quatre-vingt-huit malades ambulatoires qui recevaient des tétracyclines ou des -lactamines
et S. boulardii a la dose de 200 mg par jour. Cependant, une autre étude réalisée avec la
méme posologie chez des malades hospitalisés n’'a pas donné de résultat significatif.

Par alilleurs, un essai clinique a été mené sur cent trente-huit personnes agées
hospitalisées et recevant un traitement antibiotique durant vingt jours. Les patients ont recu
durant toute la durée de I'antibiothérapie, soit un mélange de L. acidophilus (10'° UFC) et de
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B. bifidum (10 UCF) une fois par jour, soit un placebo. La fréquence des épisodes
diarrhéigues était significativement moins élevée chez les patients sous probiotiques. De
plus, sur I'ensemble des patients ayant développé une diarrhée, la proportion des sujets
chez lesquels les toxines de C. difficile ont été décelées était significativement moins forte
dans le groupe recevant les probiotiques par rapport au groupe sous placebo (2,9 % versus
7,25 %) [138].

Ainsi, I'ensemble des études menées suggérent qu'une prévention de la DAA est
possible grace a certains probiotiques. Il est donc pertinent de les proposer (particulierement
I'Ultra-levure®) a tous les patients dés le début d’'une antibiothérapie, et de continuer la prise
guelques jours aprés l'arrét du traitement antibiotique pour bien restaurer le microbiote

intestinal.

1.3.2.2. Diminution des rechutes a Clostridium difficile

Plusieurs études ont suggéré que S. boulardii, L. rhamnosus GG et L. plantarum 229v
sont bénéfiques pour diminuer le risque de rechutes itératives des diarrhées associées a C.
difficile.

Dans un essai randomisé contre placebo, I'effet de S. boulardii (1 g par jour pendant
vingt-huit jours) a été évalué en association avec le médronidazole ou la vancomycine, chez
cent vingt-quatre malades. Pour soixante-quatre d’entre eux, il s’agissait du premier épisode
de diarrhée associée a C. difficile et la prise de levure n'a pas apporté de bénéfice
significatif. En revanche, pour les autres patients, il s'agissait d’'une récidive, et il a été
observé une réduction de moitié du risque de nouvelle récidive chez ces malades (35 %
versus 65 %). Il a été observé que S. boulardii ne réduisait pas le taux de colonisation par C.
difficile, mais diminuait la détection de la toxine B. En fait, la levure exerce son action
préventive par une protéolyse et une inhibition de la fixation des toxines A et B, mais

n'éradique pas le germe [127].

Par ailleurs, une étude a montré qu’aprés administration unigue de L. rhamnosus GG
pendant plusieurs jours, il n'a pas été observé de rechutes chez 84 % des trente-deux
patients atteints d’'une forme récidivante de diarrhées associées a C. difficile avec un suivi de

un a quatre ans.
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2. SYNDROME DE L'INTESTIN IRRITABLE

Le syndrome de [lintestin irritable (IBS pour « lrritable Bowel Syndrome »),
anciennement nommé colopathie fonctionnelle, est un trouble fonctionnel intestinal
d’évolution chronique dont le diagnostic repose sur des criteres cliniques. C’est d’ailleurs le
plus fréquent des troubles fonctionnels intestinaux, avec une prévalence dans la population
générale située aux alentours de 10 a 20 %, et affectant principalement la femme (sexe
ratio : 2/1). La symptomatologie est considérée comme fonctionnelle car aucune anomalie

organique structurelle ou histologique ne vient I'expliquer [139].

S’il nN'engage pas le pronostic vital, I''BS altére significativement et de facon chronique
la qualité de vie des malades qui en souffrent. Il occasionne une importante demande de
soins, d'autant plus réguliére que les principaux médicaments thérapeutiques classiques
sont inconstamment efficaces. L'IBS représente 10 a 15 % des motifs de consultation chez
le médecin et explique plus d’'une consultation sur trois chez le gastro-entérologue. Ainsi, du
fait des co(ts directs (médicaments, consultations, examens complémentaires...) et indirects

(arréts de travail) qu’il induit, I'BS pose un réel probléme de santé publique [140].

De récents progrés sont intervenus dans la compréhension du mécanisme
physiopathologique des symptémes de I'IBS, en soulignant notamment le réle du microbiote
intestinal et en ouvrant, de ce fait, de nouvelles perspectives thérapeutiques avec les
probiotiques [141].

2.1. Symptomatologie

Selon les criteres de Rome Ill, qui sont les critéres de définition internationaux actuels,
'IBS se caractérise par une douleur abdominale évoluant depuis plus de six mois et
survenant au moins trois jours par mois durant les trois derniers mois. Cet inconfort digestif
est associé a des troubles du transit (constipation, diarrhée ou alternance des deux) qui sont
constants et plus nets lors des poussés douloureuses. Sur la base de ces critéres cliniques,
il est possible de retenir un diagnostic positif de I'IBS, sans nécessairement recourir a des
examens complémentaires (coloscopie et échographie abdomino-pelvienne notamment).
Pourtant, en l'absence de marqueur physiopathologique bien défini, le diagnostic de

certitude de I'IBS reste un diagnostic d’exclusion pour bon nombre de médecins.

D’autres symptdbmes digestifs sont classiquement répertoriés chez les malades

souffrant d’IBS, tels que des ballonnements, un ulcére gastrique ou duodénal, un reflux
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gastro-cesophagien et une dyspepsie, qui peut étre présente de fagon concomitante ou bien

apparaitre de fagon séquentielle.

Par ailleurs, les malades signalent souvent la présence de symptémes extra-digestifs,
notamment une fatigue chronique, des céphalées, des lombalgies chroniques, des cystites,

une dyspareunie ou une fibromyalgie [139,142].

Le stress intervient de facon importante dans la genése et I'exacerbation de I'ensemble

de ces symptémes.

2.2. Physiopathologie

L'IBS est une affection multifactorielle et sa physiopathologie n'est pas encore
complétement élucidée. L'accent a été mis successivement sur les troubles de la motricité
digestive, puis sur I'hypersensibilité viscérale due a un dysfonctionnement des voies neuro-
immuno-humorales bidirectionnelles qui existent entre le systéeme nerveux entérique et le
systeme nerveux central, et enfin sur le réle d’'un état inflammatoire intestinal a minima
corrélé a des perturbations de I'immunité digestive. Ces différents facteurs sont impliqués a
des degrés divers selon les malades dans la genése de la symptomatologie.

De facon plus récente, I'attention s’est portée sur le réle du microbiote intestinal dans
les troubles du transit, mais aussi dans le déclenchement et I'entretien de la douleur
abdominale et la survenue d'une production locale de cytokines pro-inflammatoires sans

Iésion de la muqueuse [141].

2.2.1. Troubles de la motricité digestive

Un trouble de la motricité digestive a été la premiére explication apportée aux
symptomes de I'IBS. Cependant, les anomalies motrices digestives ne peuvent expliquer a
elles seules la physiopathologie de I'IBS car leur présence est inconstante et leur
coincidence avec les symptébmes, notamment les douleurs abdominales, est rarement

observée.

Ces anomalies digestives ont été décrites dans l'intestin gréle et le c6lon. La mise en
évidence de troubles moteurs non limités au colon a ainsi rendu la terminologie « colopathie
fonctionnelle » impropre et explique lintroduction du terme de « syndrome de lintestin

irritable ».
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Les anomalies motrices les mieux caractérisées ont été décrites dans l'intestin gréle et
ont été surtout observées chez les malades diarrhéiques. Les perturbations motrices
coliques sont moins nettes et s’observent surtout aprés la prise d'un repas. Certains patients
atteints d'IBS, en particulier les malades diarrhéigues, ont une réponse motrice
rectosigmoidienne a [lalimentation plus marquée et/ou anormalement prolongée.
Inversement, d’autres malades ont une réponse colique a l'alimentation anormalement faible.
Par alilleurs, les perturbations de la motricité affectent le transit des gaz digestifs et
provoquent une rétention des gaz dans l'intestin, d'ou une sensation d’inconfort abdominal

avec ballonnement chez les patients souffrant d’'IBS [140,143].

2.2.2. Hypersensibilité viscérale

L’hypersensibilité viscérale existe chez une grande majorité de malades souffrant d’'IBS
et sa prévalence varie en fonction du stimulus. C’est un élément physiopathologique clé
dans la genese de la douleur abdominale. Elle a été avancée par la démonstration que la
distension rectale avec un ballonnet déclenchait une douleur chez 55 % des patients
souffrant d’IBS, alors que le méme volume de distension n’était percu douloureusement que
par 6 % des sujets contrbles. Il s’agit d’'une hypersensibilité vraie puisque I'abaissement du
seuil douloureux lors d'un test de distension s’observe indépendamment de toute
modification des propriétés mécaniques de la paroi digestive. De plus, la topographie plus
large et/ou inhabituelle de la zone douloureuse lors des distensions, par rapport a celle

décrite par des témoins, est un argument supplémentaire en faveur d’'un trouble sensitif.

L’hypersensibilité viscérale n’est pas constamment limitée au seul tube digestif. En
effet, la prévalence anormalement élevée d'une hyperréactivité bronchiqgue a un stimulus

inhalé a par exemple été mise en évidence au cours de I'IBS.

L’hypersensibilité, en particulier rectale, s'observe plutdét au cours d'un IBS a forme
diarrhéique ou la sensation de gaz, de besoin exonérateur impérieux ou d’'inconfort
abdominal lors de la distension du rectum par un ballon, survient pour des volumes plus
faibles. Plus de 90 % des malades diarrhéiques auraient une hypersensibilité viscérale
contre seulement 52 % des malades constipés.

L'origine de cette hypersensibilité viscérale demeure mal comprise. Plusieurs
mécanismes, éventuellement associés, sont envisagés a partir de I'anatomie des voies
sensitives digestives (Figure 20). Des arguments existent pour un mécanisme périphérique,
avec une sensibilisation des neurones afférents primaires de la paroi digestive et/ou la mise
en jeu de récepteurs nociceptifs pariétaux normalement silencieux. Dans I'hypersensibilité

périphérique, les neurones afférents primaires seraient anormalement stimulés par des
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médiateurs et/ou les mastocytes pariétaux digestifs, situés au contact des terminaisons
sensitives et qui semblent jouer un réle clé. En effet, par le biais de médiateurs comme
I'histamine, la sérotonine ou certaines cytokines libérées par les cellules entérochromaffines,
les mastocytes abaisseraient le seuil de sensibilité de ces neurones afférents.
L’hypersensibilité pourrait également provenir d’'une hyperexcitabilité des neurones de la

corne postérieure de la moelle, amplifiant les messages sensitifs d’origine digestive.

Systéme nerveux central

e Efats émotionnels

e ot
Muscle lisse == =

ou glandes

Figure 20 : Schéma d’organisation des voies de la sensibilité digestive [140]

Enfin, comme le suggérent les nouvelles techniques d'imagerie cérébrale fonctionnelle,
I'hypersensibilité viscérale pourrait résulter d’'un trouble de l'intégration des influx sensitifs
digestifs. En effet, lors d’'une stimulation digestive ou d’une anticipation de la réponse
douloureuse, les patients souffrant d'IBS activent beaucoup plus que des sujets contrdles,
certaines régions cérébrales telles que la région cingulaire antérieure dans le cortex
préfrontal, qui est une zone d'intégration des émotions. Cette activation est tout

particulierement marquée chez les femmes [140,144].

2.2.3. Activation immunitaire et micro-inflammation de la muqueuse

intestinale

L’hypothése d’une activation de I'état immunitaire de la muqueuse iléale et/ou colique
au cours de I'IBS est une notion récente. Les études qui ont conduit a cette conclusion
étaient essentiellement basées sur des biopsies permettant I'étude de différents types
cellulaires potentiellement impliqués dans les symptémes. Ainsi, il a été observé que la
cellularité muqueuse colique des malades atteints d’'IBS était plus élevée que celle des
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sujets sains, en particulier au niveau du célon droit. En effet, les malades ont un nombre
accru de lymphocytes T régulateurs, de LIE, de cytokines pro-inflammatoires, de cellules NK
et de mastocytes, attestant une micro-inflammation résiduelle. En fait, une augmentation de
la perméabilité cellulaire colique a été observée chez les malades souffrant d’'IBS, entrainant
un recrutement muqueux d'immunocytes et la libération de médiateurs inflammatoires. On
note aussi une augmentation du nombre des cellules entérochromaffines d'environ 25 %
chez les personnes souffrant d’IBS, avec une sécrétion préférentielle de sérotonine qui est
un médiateur de I'inflammation. De plus, les biopsies profondes chez les malades révélent
gue l'augmentation de densité et surtout le degré de dégranulation des mastocytes sont
beaucoup plus élevés prés des plexus et dans les terminaisons nerveuses, et qu'il existe une
étroite corrélation entre le nombre de mastocytes, leur degré de dégranulation et la sévérité
des symptémes.

Par ailleurs, I'existence d’un IBS post-infectieux est désormais admise et représenterait
15 & 20 % des IBS. En effet, le risque de développer un IBS est multiplié par cinq aprés une
infection intestinale (bactérienne, virale ou parasitaire). En fait, I'IBS post-infectieux
résulterait avant tout de la persistance d’'un état inflammatoire subaigué local apres une
infection, par perturbation du systéme immunitaire intestinal. Parmi les facteurs qui
influencent ce risque, le plus important est la durée de l'infection initiale : la probabilité de
voir apparaitre un IBS au décours d’une l'infection est multipliée par onze lorsque l'infection
initiale dure plus de trois semaines, alors qu’elle est non différente de celle d’'une population
contrble pour une infection bréve (moins de sept jours). Un age jeune lors de I'infection, ainsi
gue l'existence d'un terrain anxieux et/ou dépressif sous-jacent, augmenteraient aussi le

risque de développer un IBS post-infectieux [140,141,145].

2.2.4. Déséquilibre du microbiote intestinal

De nombreux arguments indiquent que le microbiote a un rble important dans la

genése des symptomes de I'IBS, notamment car :
- le microbiote intestinal influence la physiologie digestive ;

- comme nous venons de le voir, chez certains patients I'IBS apparait au décours

d’'une infection intestinale ;

- des différences qualitatives et quantitatives dans la composition du microbiote
intestinal ont été observées entre patients souffrant d’'IBS et sujets controles.

Selon différents auteurs, il existerait une pullulation bactérienne au niveau de l'intestin

gréle chez certains malades atteints d’'IBS. Celle-ci serait alors responsable d’'une production
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accrue d’AGCC et de gaz (hydrogéne et méthane) puisque la fermentation des résidus
glucidiques ne serait plus limitée au cblon, mais se produirait aussi dans l'iléon et méme le
jéjunum distal. Ces gaz majoritairement produits contribueraient au ballonnement abdominal
dont se plaignent les patients. De plus, cette colonisation bactérienne chronique du gréle

favoriserait I'apparition d’une inflammation et déclencherait des troubles moteurs.

Des études menées a partir de microbiote fécal de patients atteints d’'IBS ont révélé de
fortes concentrations d’entérobactéries et de faibles concentrations de coliformes, de
lactobacilles et de bifidobactéries. Le microbiote en contact avec la muqueuse intestinale est
également différent entre témoins sains et patients d’'IBS, avec en particulier une
augmentation des bactéries anaérobies (essentiellement des Bacteroides) et des
Escherichia coli chez ces derniers. Ces différences de composition du microbiote sont
importantes a prendre en compte, notamment depuis que des arguments de plus en plus
convaincants plaident en faveur d’'une activation immunitaire muqueuse avec production de
cytokines pro-inflammatoires au cours de I'IBS. Ainsi, la réduction de certaines colonies
bactériennes (lactobacilles et bifidobactéries principalement) pourrait étre un des facteurs
entretenant I'activation du systéeme immunitaire de I'h6te, notamment aprés une premiére
infection intestinale. D’autre part, les différentes colonies bactériennes n’ont pas les mémes
propriétés métaboliques. De ce fait, le développement de colonies bactériennes plus
productrices de gaz et d’AGCC, et donc plus aptes a déconjuguer les acides biliaires, est un
facteur susceptible d'altérer les transferts d’eau et d'électrolytes, la sensibilité et la motricité

du célon et de favoriser I'apparition d’une diarrhée [141].

2.3. Traitement

Les objectifs principaux du traitement de I'IBS sont le soulagement de la douleur

abdominale et I'amélioration des troubles du transit.

2.3.1. Moyens thérapeutiques classiques

Dans un premier temps, des conseils diététiques peuvent étre apportés aux patients,
comme notamment un enrichissement alimentaire par des fibres, une exclusion des aliments

fermentescibles (chou, [éEgumes secs...) ou encore une réduction de la fraction lipidique.

Les solutions thérapeutiques médicamenteuses qui peuvent réduire la fréquence et

l'intensité des symptémes incluent [140,146] :
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- les antispasmodiques (Duspatalin®, Dicetel®, Débridat®, Spasfon®...) et notamment

le Librax® (association d’'un antispasmodique et d’'un anxiolytique);
- les pansements gastro-intestinaux a base d’argile (Bedelix®, Smecta®...) ;

- les antidépresseurs, notamment les tricycliques et les inhibiteurs de la recapture de la

sérotonine ;
- les médicaments régularisant le transit :
* les laxatifs (Forlax®, Movicol®, Duphalac®...) ;
» les anti-diarrhéiques (Arestal®, Imodium®, Questran®...).

Aucun traitement curatif de I'IBS n’est connu et les traitements symptomatiques sont

souvent d'une efficacité seulement partielle.

2.3.2. Intérét des probiotiques

Certains probiotiques, en modulant le microbiote intestinal et en régulant la réponse
immunitaire, pourraient avoir une efficacité au cours des IBS. Différentes etudes ont donc été

menées, mais la plupart souffre de faiblesses méthodologiques.

Dans une étude menée en 2001 sur quarante patients souffrant d’IBS, la moitié ont
recu Lactobacillus plantarum 229v et I'autre moitié un placebo, sur une période de quatre
semaines. Tous les patients ayant pris le probiotique ont déclaré ne plus ressentir de
douleurs abdominales, alors que 80 % des patients sous placebo éprouvaient encore des
douleurs. En ce qui concerne I'ensemble des symptdomes de I'IBS, 95 % des patients ayant
recu le probiotique ont constaté une amélioration contre seulement 15 % des patients sous
placebo. De plus, il y a eu une tendance a la normalisation de la fréquence des selles chez
six des dix patients constipés ayant recu L. planturum 299v contre deux des onze patients

constipés traités avec le placebo [147].

Une autre étude a démontré l'efficacité significative de Bifidobacterium infantis 35624
(10® UFC par jour pendant quatre semaines) dans I'amélioration globale des symptdmes de
'IBS. Par ailleurs, il a été montré dans une autre étude que B. infantis 35624 jouait un rble
immunomodulateur. En effet, chez des patients souffrant d'IBS, le rapport IL-12/IL-10
anormalement élevé est un indicateur d’'un état pro-inflammatoire. Ce ratio a été normalisé
chez les sujets prenant B. infantis 35624 (10'° UFC par jour pendant huit semaines),
contrairement aux sujets prenant un placebo [148,149].
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Dans un essai pilote qui ne portait que sur trente-quatre sujets atteints d’IBS,
Saccharomyces boulardii diminuait la diarrhée fonctionnelle mais ne modifiait pas les autres

symptémes [104].

Dans un essai mené chez quarante-huit personnes souffrant d’'IBS de type diarrhéique,
'administration de la spécialité probiotique VSL#3® (mélange de bifidobactéries, de
lactobacilles et de Streptococcus thermophilus) a été associée a une réduction des
flatulences et a un retard du transit colique par rapport au placebo, mais n'a pas eu d’effets

sur la douleur abdominale [150].

Enfin, une étude en double aveugle contre placebo a été menée chez cent patients
présentant un IBS, dont 29 % a type de constipation, 29 % a type de diarrhée et 41 %
présentant une alternance diarrhée/constipation. Cinquante-deux malades ont regu un
placebo et les autres ont recu un mélange de quatre souches probiotiques (B. longum LA
101, L. acidophilus LA 102, L. lactis LA 103 et Streptococcus thermophilus LA 104)
correspondant a la spécialité Lactibiane Référence®. Aprés quatre semaines de
complémentation, le soulagement global des symptdomes était identique dans les deux
groupes (42,6 % versus 42,3 % pour le mélange probiotiques et le placebo respectivement).
En revanche, une diminution de la douleur abdominale s’est avérée significativement plus
importante dans le groupe recevant le mélange de souches probiotiques par rapport au
groupe placebo (- 41,9 % versus - 24,2 %). De plus, dans la population constipée, le nombre
de selles était plus important chez les patients sous probiotiques, et ce des la premiére

semaine de complémentation [151].

L'ensemble de ces différentes études suggeéerent donc que certains probiotiques, et
plus particulierement des mélanges de souches, seraient bénéfiqgues pour soulager tout ou
partie des symptémes associés a I'IBS. Les probiotiques auraient donc toute leur place au
sein de [larsenal thérapeutigue de I'IBS, d'autant que les traitements qui existent
actuellement pour soulager les patients sont inconstamment efficaces. Cependant, a ce jour,
le niveau de preuve de leur intérét thérapeutique au cours de I'IBS reste insuffisant pour
gu’ils puissent étre prescrits systématiguement. Les études sont encore trop peu
nombreuses et doivent étre appronfondies pour identifier avec précision les souches les plus

intéressantes.
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3. MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE

L'INTESTIN

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) sont des affections
cryptogénétiques qui se caractérisent par une atteinte inflammatoire chronique d’'une partie
de la paroi intestinale. Elles regroupent la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RCH), aussi appelée colite ulcéreuse. Ces maladies évoluent par poussées,
de durée et de fréquence extrémement variables selon les patients, alternant avec des

phases de rémission plus ou moins totales.

Les MICI concernent entre 100 et 200 personnes pour 100 000 habitants et touchent
aussi bien les hommes que les femmes. Au cours des derniéres décennies, leur incidence a
considérablement augmenté (I'émergence de la RCH précédant de quelques années celle
de la MC) et elles sont devenues un véritable probléeme de santé publique. Aujourd’hui,
l'incidence de la RCH est stable, contrairement a celle de la MC qui augmente régulierement
dans les pays développés. La répartition des MICI n’est pas homogene puisque I'on observe
un gradient Nord-Sud, avec une prédominance dans les pays occidentaux. En France,
guatre a cing nouveaux cas de MC et presque autant de RCH sont diagnostiqués chaque
année pour 100 000 habitants. On observe deux pics de fréquence en fonction de I'age : le
premier entre 20 et 30 ans et le second, plus léger, entre 60 et 80 ans. Toutefois, 15 % des
cas de MICI concernent des enfants [152].

En fonction de la gravité et de la fréquence des poussées, ainsi que des complications
gu’elles peuvent engendrer, les MICI peuvent étre invalidantes et altérer la qualité de vie des
patients qui en souffrent. Cependant, la réussite sociale, professionnelle et familiale des
malades est en moyenne identique & celle de la population générale.

3.1. Caractéristiques de la maladie de Crohn et de  la rectocolite
hémorragique

Le diagnostic des MICI est souvent difficile car il faut tout d’abord les distinguer des
colites aigles, infectieuses ou non. Par ailleurs, il est important de différencier la MC de la
RCH, dont I'évolution et la thérapeutique vont différencier. Cette dichotomie repose sur un

faisceau d’'arguments a la fois cliniques, endoscopiques, radiologiques, histologiques et
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biologiques. Cependant, dans 10 % des cas, la distinction entre MC et RCH est impossible :

on parle alors de colites indéterminées.

3.1.1. Maladie de Crohn
3.1.1.1. Anatomopathologie

Dans la MC, l'inflammation peut étre localisée dans tout le tube digestif, de la bouche a
'anus, mais les atteintes iléo-coliques sont les plus fréquentes (Figure 21). L'iléon est atteint
isolément dans 30 % des cas et le cblon dans 20 % des cas. Par ailleurs, 10 % des patients

ont une localisation ano-périnéale spécifique associée.

Figure 21 : Localisation préférentielle des atteintes inflammatoires (en rouge) dans la maladie de
Crohn [153]

Les lésions inflammatoires touchent toute la paroi intestinale, de la muqueuse a la
séreuse, et entrainent un épaississement pariétal. Elles sont segmentaires, avec des
intervalles de muqueuse saine, et se manifestent par des ulcérations et/ou des sténoses.
Cette hétérogénéité justifie des biopsies multiples et étagées. Ces différentes lésions
intestinales peuvent étre le point de départ d’abces ou de fistules dans les organes voisins.
La surface de la muqueuse du segment atteint présente un aspect pavimenteux
caractéristique. Par ailleurs, on trouve microscopiqguement des granulomes tuberculoides

sans nécrose caséeuse qui spécifiques de la MC, mais leur présence est inconstante [154].

3.1.1.2. Manifestations cliniques

La MC se manifeste par des douleurs abdominales situées dans la fosse iliaque droite,
accentuées aprés les repas et associées a une diarrhée généralement modérée, pouvant
alterner avec des périodes de constipation. L'atteinte anale se caractérise par des fissures,

des ulcérations profondes indolentes ou des fistules multiples secondaires a un abces. Les
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signes généraux sont discrets (amaigrissement, fatigue, fébricule, retard staturo-pondéral et

pubertaire chez I'enfant).

Dans environ 20 % des cas, les poussées s'accompagnent de manifestations extra-
digestives articulaires (douleurs, gonflements), cutanéo-muqueuses (aphtes buccaux et
génitaux, Iésions de la peau diverses allant de la simple rougeur a l'ulcére), oculaires (uvéite,

conjonctivite), rénales, vasculaires ou hépatiques [155].

Il est impossible de prédire la fréquence des poussées. En revanche, il semble exister

deux groupes de patients atteints de MC :
- les malades présentant des poussées peu fréquentes et d’activité modérée ;

- les malades avec de multiples rechutes, d’évolution grave, nécessitant le recours

précoce et répété a la chirurgie.

3.1.1.3. Biologie

Au cours de la MC, I'examen sanguin met en évidence une vitesse de sédimentation
(VS) et une C-réactive protéine (CRP) augmentées dans le sang, témoignant d’un syndrome
inflammatoire. Parfois, on observe également une anémie mycrocitaire et des carences

nutritionnelles.

Le dosage sérique de certains marqueurs immunologiques permet d'orienter le
diagnostic. Ainsi, chez les patients atteints de MC, la présence d’ASCA (auto-Ac dirigés
contre Saccharomyces cerevisiae) est retrouvée dans 25 % des cas, alors ces auto-Ac sont
absents dans la RCH. En revanche, les taux d’ANCA (auto-Ac cytoplasmique des
polynucléaires) sont trés faibles chez les patients présentant une MC, contrairement a ceux
soufrant de RCH [152].

3.1.1.4. Complications

La morbidité de la MC est importante, mais la mortalité est faible (I'espérance de vie

est quasiment identigue a celle de la population générale). Plusieurs complications
intestinales peuvent survenir au cours de la MC [155] :

- une sténose, pouvant aboutir a une occlusion intestinale ;

- des abces profonds ou des fistules entéro-entérales, entéro-cutanées, entéro-
vésicales ou ano-périnéales, déclenchant d'importantes douleurs et une hyperthermie

franche ;
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- une colectasie (mais plus rarement que dans la RCH), c’est-a-dire une dilatation de
plus de six centimétres au niveau du coélon transverse, pouvant entrainer une

perforation intestinale ;

- un cancer colorectal, dont le risque de survenue est multiplié par trois par rapport a la

population générale.

De plus, les Iésions étendues ainsi que la résection chirurgicale du gréle peuvent étre
responsables d’'une malabsorption, entrainant une stéatorrhée et une hypoprotidémie. Cette
déficience nutritionnelle est souvent aggravée par une réduction volontaire du malade des

apports alimentaires, visant a supprimer les douleurs abdominales.

3.1.2. Rectocolite hémorragique
3.1.2.1. Anatomopathologie

La RCH se définit comme une atteinte inflammatoire du rectum, s’étendant sur une
portion variable du cbélon de maniére ascendante. La topographie des lésions est la
suivante : 60 % de rectite ou de recto-sigmoidite, 25 % de colite gauche, 15 % d’atteinte de

tout le cblon (pancolite) (Figure 22).

Figure 22 : Localisation des atteintes inflammatoires (en rouge) dans la rectocolite hémorragique [153]

Dans la RCH, les lésions inflammatoires sont limitées a la muqueuse et a la sous-
muqueuse. Elles sont homogénes, sans intervalle de muqueuse saine. Au début de la
maladie, la muqueuse est turgescente et présente de nombreuses petites ulcérations
sanglantes. Lors de la cicatrisation de ces ulcéres, des ilots de muqueuse peuvent former
des pseudopolypes. Au niveau microscopique, les éléments en faveur d’'une RCH sont un
infiltrat lymphoplasmocytaire, des abcés cryptiques, une diminution de la densité des cryptes
et une surface muqueuse d’aspect villeux. Par ailleurs, I'inflammation chronique entraine une
fibrose de la sous-muqueuse et une diminution de la mucosécrétion. Contrairement a la MC,
il n'existe jamais de granulome tuberculoide [155].
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3.1.2.2. Manifestations cliniques

La RCH se manifeste par de violentes douleurs abdominales a type d'épreinte et de
ténesme, accompagnées de diarrhées de faible volume, pouvant étre glairo-sanglantes et
pratiguement afécales dans les formes les plus graves. Il existe également des faux-besoins.
L'interrogatoire retrouve souvent des épisodes antérieurs identigues spontanément
résolutifs. L'état général est conservé, sauf dans les formes sévéres qui sont accompagneées

de fiévre et d'un amaigrissement.

Comme au cours de la MC, il existe des manifestations extra-digestives qui sont
présentes chez 30 a 40 % des malades et le plus souvent associées aux poussées. Les

manifestations articulaires, cutanées et oculaires sont les plus fréquentes.

La majorité des patients atteints de RCH présentent une maladie d’'une gravité allant
de légére a modérée car l'atteinte digestive reste localisée au niveau du rectum. Mais avec
le temps et sur des poussées successives, I'inflammation peut atteindre le c6lon de maniére
ascendante sur une portion importante et provoquer ainsi une forme sévére tres invalidante.

Le risque de progression vers une forme plus étendue de la maladie est de 6 % par an.

3.1.2.3. Biologie

De maniére systématique lors de la premiére poussée, il faut réaliser des coprocultures
ainsi qu’'un examen parasitologique des selles afin de faire le diagnostic différentiel avec une

colite infectieuse.

A I'examen sanguin, une anémie mixte inflammatoire et ferriprive peut apparaitre. La
VS et la CRP sont augmentées et on peut également observer une hyperleucocytose avec
une thrombocytose, témoignant du syndrome inflammatoire. Dans les formes plus séveres,
'albuminémie est diminuée en rapport avec, d'une part le syndrome inflammatoire, et d’autre

part, les pertes intestinales de protéines.

Au cours de la RCH, la présence d’ANCA est retrouvée dans environ 30 % des cas
alors que ces auto-Ac sont peu fréquents au cours de la MC. En revanche, les ASCA sont

absents alors gqu’ils ont une forte prévalence dans la MC [152].

3.1.2.4. Complications

Selon la sévérité de la maladie, la morbidité est plus ou moins importante. L'espérance

de vie des patients atteints de RCH est proche de celle de la population générale.
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Le risque a long terme de la RCH est la survenue d’'un cancer colorectal. Ce risque est
multiplié par dix par rapport a la population générale et il est d’autant plus grand que la
maladie évolue depuis plus de dix ans et qu'il s’agit d'une pancolite. Le siege est le plus
souvent recto-sigmoidien, mais il est volontiers multifocal et se développe rarement a partir
d'un polype. En revanche, I'évolution d'une RCH en cancer colorectal est précédée d'une
dysplasie muqueuse. Il faut donc effectuer une coloscopie annuelle avec biopsies étagées

apres dix ans d’évolution de la maladie afin de dépister une dysplasie sévere.

D’autres complications intestinales peuvent apparaitre lors de la RCH, notamment :

une colectasie qui constitue une urgence médicale, souvent chirurgicale, en raison du

risque de perforation digestive ;
- des hémorragies parfois massives nécessitant des transfusions sanguines ;

- une sténose.

3.2. Physiopathologie

La physiopathologie des MICI n’est que partiellement connue a ce jour. L’hypothese
actuelle est celle de maladies multifactorielles complexes, survenant chez des individus
génétiquement prédisposés, au cours desquelles une réponse immunitaire muqueuse
anormale vis-a-vis du microbiote intestinal survient, déclenchée ou aggravée par des

facteurs environnementaux.

3.2.1. Facteurs environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux ont été étudiés, tels que les habitudes
alimentaires, la contraception orale ou le stress; mais a ce jour, seuls le tabagisme et
'appendicectomie ont été reconnus comme influencant le risque d’apparition des MICI et

leur évolution, bien que leurs mécanismes d’action restent inconnu [156].

3.2.1.1. Tabagisme

Les fumeurs ont un risque réduit de 40 % de survenue de RCH par rapport aux sujets
n'ayant jamais fumé (10 % des patients sont fumeurs au moment du diagnostic), alors que la

MC survient deux fois plus souvent chez les fumeurs (50 a 60 % des patients sont fumeurs
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au moment du diagnostic). De plus, la RCH est moins sévére chez les fumeurs: la
fréquence des poussées est diminuée (surtout chez ceux qui ont commencé a fumer aprés
le diagnostic) et s’étend moins vers le cblon. Cet effet protecteur du tabac est corrélé
positivement a la quantité de cigarettes consommée et semble plus importante chez les
hommes. A l'inverse, la MC est plus sévére chez les fumeurs : les poussées sont 50 % plus
fréquentes, ainsi que les complications (abceés, fistules). Aucune hypothése expliquant cet

effet ambivalent du tabac au cours des MICI n’a été validée a ce jour.

3.2.1.2. Appendicectomie

L’'appendicectomie réduit de 70 % le risque de survenue de RCH en cas d'intervention
réalisée avant 'age de 20 ans. Comme dans le cas du tabac, et de maniére indépendante,
'appendicectomie est associée a une évolution moins grave de la RCH : la maladie survient
plus tard dans la vie, avec moins de poussées. En revanche, I'appendicectomie pourrait

augmenter le risque de MC.

3.2.2. Prédisposition génétique

Le pourcentage de formes familiales de MICI varie de 5 a 20 %. Tous liens de parenté
confondus, 8 a 10 % des sujets atteints de MC et environ 6 % des sujets atteints de RCH ont
un ou plusieurs parents atteints. La concordance pour une méme maladie est la régle mais
des formes mixtes (MC et RCH au sein d'une méme famille) ne sont pas rares, traduisant

I'existence de facteurs de risque communs aux deux maladies.

L'argument le plus fort pour évaluer le poids de la génétique repose sur I'étude de la
concordance entre jumeaux : pour une maladie purement génétique, le taux de concordance
attendu entre vrais jumeaux homozygotes est de 100 %. Or, ce n'est pas le cas pour les
MICI ou ce taux varie de 20 a 62 % pour la MC et de 6 a 19 % pour la RCH. La part de la
génétique dans I'étiologie de ces maladies est donc importante, surtout dans la MC, mais

non prédominante.

De nombreuses études ont été réalisées afin d’identifier les génes de susceptibilité aux MICI.
Le premier géne de susceptibilité identifié est le géne NOD2/CARD15, situé sur le
chromosome 16. Il n’intervient pas dans la RCH, mais en revanche, trois mutations
prépondérantes de ce gene (variants R702W, G908R et 1007fs) sont présentes chez la
moitié des patients atteints de MC et chez 15 % de sujets sains. Le géne NOD2/CARD15
n'est donc ni nécessaire, ni suffisant pour que la maladie survienne. Il code pour une

protéine qui est un récepteur intracellulaire des cellules immunocompétentes, en particulier
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des monocytes/macrophages, aux produits bactériens. Ce récepteur est donc exprimé par
les cellules qui jouent un réle clé au cours de la réponse immunitaire et est impliqué dans la
réponse aux infections bactériennes. En fait, la protéine codée par le géne NOD2/CARD15
reconnait le muranyl-dipeptide (MDP) exprimé par les peptidoglycanes des membranes
bactériennes. Cette reconnaissance entraine I'activation du facteur de transcription NF-kB a
I'origine de la production de cytokines pro-inflammatoires. Dans la MC, les trois mutations
principalement observées siégent dans le domaine LRR (Leucine-Rich Repeats) qui est
impliqué dans la reconnaissance du MDP et aboutissent donc a la synthése d’'une protéine
tronquée. Ainsi, les mutations entrainent un défaut d’activation de la voie du NF-kB par le
MDP bactérien et sont associées a une diminution de I'élimination des bactéries invasives,
en raison d'une perte de l'effet de barriére épithéliale par diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires et de défensines (Figure 23) [156,157].

a Homeostasis of mucosal flora b !moa\amce in mucecsal flora
I @& Bacteria

gl el

M Cy'tomvasmn

Release of Diminished
antimicrobial release of
peptides antimicrobial peptides
OMDP OMDP
NOD2 NOD2 L1007fsinsC =

N

X

-— = =

ﬁ) -

=) \
NF-kB activation NF—K%Ctivation =
Intraepithelial Increased
A bactericidal intraepithelial
O action . o /) bacterial
(5] i S load
9, * Chemok
i hemokine secretion
oe Chemokine secretion i
SRR L
Immune cell recruitment Bacterial translocation [ — ]

and overactivation of the Gz’%

mucosal immune system
Figure 23 : Mutation du géne NOD2/CARD15 et barriere épithéliale intestinale [158]

a. Sujets sans mutation du géne NOD2/CARD15 : la reconnaissance intracellulaire du MDP de la paroi
bactérienne par le domaine riche en leucine de NOD2/CARD15 entraine une oligomérisation de la protéine et une
activation du facteur de transcription NF-kB par le RIP2 (receptor interacting protein). La régulation de la
sécrétion de chimiokines et de défensines contribue alors a ’homéostasie de la muqueuse intestinale.

b. Sujets avec mutation du gene NOD2/CARD15 (variant ~ 1007fs) : un déficit dans la reconnaissance du MDP
bactérien entraine une diminution de I'expression des chimiokines et des défensines, aboutissant & une perte de
la fonction de barriere épithéliale et a une augmentation de I'exposition au microbiote intestinale. Ainsi, la
mutation du géne NOD2/CARD15 pourrait expliquer I'aggravation de linflammation intestinale dans la MC par
une activation secondaire excessive du systéme immunitaire muqueux.

De nombreux autres genes de susceptibilité sont impliqgués dans les MICI, notamment
les génes de l'autophagie ATG16L1 et IRGM, dont les mutations pourraient promouvoir la
multiplication de bactéries intracellulaires, conduisant ainsi a une inflammation chronique et

incontrolée au niveau de l'intestin.
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3.2.3. Dysrégulation du systéme immunitaire muqueux

Les MICI sont caractérisées par une dysrégulation du systéme immunitaire muqueux
dirigée contre le microbiote intestinal, survenant chez des sujets génétiguement prédisposés.
Ce phénomene est provoqué par une cascade de mécanismes. Le premier est la stimulation
anormale des cellules résidentes dans la muqueuse intestinale, a I'origine de l'activation des
voies de transduction. Cette activation permet alors la production de médiateurs
inflammatoires (cytokines et chimiokines) qui sont également impliqués dans le recrutement
de nouvelles cellules inflammatoires sanguines dans la paroi intestinale via la surexpression
de molécules d’adhésion. Ces deux processus aboutissent & la formation, dans la paroi
intestinale, d’'un infiltrat de cellules pro-inflammatoires activées. Un autre mécanisme
pathologique, caractérisé par une inhibition de I'apoptose, entraine une augmentation de la
survie de ces cellules pro-inflammatoires dans la muqueuse intestinale, ce qui entretient la

chronicité de l'inflammation [159].

3.2.3.1. Rupture de la tolérance

Certaines bactéries saprophytes du microbiote intestinal peuvent stimuler les
lymphocytes T de la muqueuse et pourraient étre a l'origine des lésions des MICI. Chez
’'Homme sain, les cellules mononuclées extraites de la muqueuse intestinale sont tolérantes
au microbiote homologue, mais proliféerent au contact d’'un microbiote hétérologue. Dans la
MC, les cellules mononuclées extraites de zones de cdlon |ésées s’activent également en
présence d’'un microbiote homologue. Cette activation traduit une rupture de la tolérance vis-
a-vis du propre microbiote du sujet, secondaire a I'apparition des lésions. Ainsi, il est
possible gu’une réponse immunitaire hon adaptée contre le microbiote rende le tube digestif

susceptible vis-a-vis des bactéries non pathogénes.

3.2.3.2. Activation des voies de transduction

Dans les MICI, plusieurs travaux ont mis en évidence une augmentation, dans la
muqueuse intestinale, de [l'activation des voies de transduction impliquées dans les

phénoménes inflammatoires (voies du facteur NF-kB et des kinases de stress).

3.2.3.3. Cytokines et chimiokines
La balance entre les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8 et TNF-a) et anti-

inflammatoires (IL-10 et TGF-B) gere localement lintensité et la durée de la réaction
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inflammatoire. Dans les MICI, les Iésions sont associées a une augmentation de la synthése
des cytokines pro-inflammatoires et probablement a un déficit relatif en cytokines anti-
inflammatoires. Cette anomalie de la balance des cytokines pro-inflammatoires/anti-
inflammatoires parait secondaire a l'inflammation puisque qu’elle n’existe pas dans la

mugueuse saine de patients avec MICI.

Par ailleurs, I'augmentation de la sécrétion de cytokines immunorégulatrices joue un
réle dans l'induction et la chronicité des lésions inflammatoires. Il semble que les cytokines
immunorégulatrices associées a la MC sont de type Thl (TNF-a, IFN-y et IL-12), alors que
celles associées a la RCH sont de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13).

L’IL-8 est la chimiokine la mieux étudiée dans les MICI. Plusieurs travaux ont mis en
évidence une augmentation de sa synthese dans la muqueuse colique inflammatoire de
patients atteints de MC ou de RCH. Cette augmentation de synthése est secondaire a
linflammation. La synthése des autres chimiokines impliquées dans le recrutement et
l'activation des polynucléaires et des macrophages dans la muqueuse intestinale est
également augmentée dans les MICI.

3.2.3.4. Augmentation de I'expression des molécules d’adhésion

Au cours de la MC et de la RCH, les Iésions intestinales sont caractérisées par une
infiltration de la muqueuse par des leucocytes périphériques. Ces leucocytes circulants,
essentiellement des polynucléaires neutrophiles, vont adhérer aux cellules endothéliales
intestinales via différents récepteurs de surface cellulaires appelés molécules d'adhésion.
Ces molécules d'adhésion permettent non seulement le recrutement de cellules
inflammatoires dans les tissus, mais également, dans certains cas, la fixation d'agents
pathogénes infectieux. Leur expression est régulée en partie par les cytokines et elle est

considérablement augmentée au cours des MICI [160].

3.2.3.5. Inhibition des mécanismes d'apoptose

L’apoptose est la mort cellulaire programmée. C’est un mécanisme physiologique actif
qui permet d'éliminer rapidement des cellules en sénescence et de protéger les tissus
environnants, notamment de [linflammation produite par les enzymes protéolytiques

cytoplasmiques.

Au cours de la MC, il y a une diminution de I'apoptose, probablement multifactorielle,
de certains lymphocytes T présents dans la lamina propria et responsables de réactions

inflammatoires.
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3.2.4. Dyshiose du microbiote intestinal

Récemment, il est apparu que le microbiote intestinal jouait un réle important dans la
physiopathologie des MICI. En effet, le développement de colites inflammatoires chez la
majorité des modéles animaux est influencé par la présence de certains microorganismes du
microbiote intestinal et plusieurs arguments suggérent fortement gu'’il en soit de méme chez

'’Homme au cours des MICI.

Les études menées chez I'Homme suggerent que le développement de l'inflammation
digestive serait associé a un phénomeéne de dysbiose, c’est-a-dire une rupture de I'équilibre,
entre un microbiote « pro-inflammatoire » a [l'origine des Iésions et un microbiote

« protecteur ». Chez les patients atteints de MICI, le microbiote se caractérise en effet par :

- une augmentation des Bacteroides et des entérobactéries, notamment les

populations d’Escherichia coli ;

- une diminution des lactobacilles, des bifidobactéries et de Feacalibacterium

prausnitzii, une bactérie du groupe des Clostridium leptum.

Dans la MC, les concentrations fécales de Bacteroides, et notamment B. vulgatus, sont
accrues en poussées. Ces bactéries semblent étre un élément critigue dans la survenue
d’'une inflammation. D’autres arguments expérimentaux suggerent également un pouvoir pro-

inflammatoire de certaines espéces de Clostridium comme C. ramosum.

Une implication spécifigue d’E. coli est actuellement envisagée dans les MICI.
Plusieurs travaux ont en effet montré que des souches d’E. coli isolées de selles de patients
atteints de MICI avaient, in vitro, des propriétés adhésives similaires a celles de souches
entéropathogenes. C’est par exemple le cas de la souche E. coli LF82, trouvée en exces
chez les patients atteints de MC et qui se caractérise par une adhérence particuliere et une
survie dans les macrophages facilitée par I'expression de protéines d'adhésion. Les
macrophages ainsi infectés servent de réservoir et permettent ainsi une dissémination
importante des bactéries dans les tissus plus profonds. De plus, ces macrophages sont

continuellement stimulés et sécréetent des taux élevés de TNF-a.

Y

La bactérie F. praunitzii quant a elle, est présente en grande quantité dans le
microbiote dominant de sujets sains et posseéde d’'importantes propriétés anti-inflammatoires
car elle permet d'augmenter la production d’'IL-10 et de réduire celle de TNF-a. Il a été
observé dans les selles de sujets atteints de MICI que les taux de cette bactérie sont trés
réduits, ce qui pourrait expliquer le développement ou le maintien de Iinflammation
[156,160].
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3.3. Traitement

La prise en charge des MICI requiert un traitement chronique, incluant une
combinaison de médicaments. Les objectifs thérapeutiques sont de diminuer la fréquence et
la sévérité des poussées, de traiter les phases aigués, de prévenir les complications et les

hospitalisations et de maintenir un bon état nutritionnel.

3.3.1. Moyens thérapeutiques de base

L'impact du régime alimentaire sur I'activité inflammatoire de la RCH et de la MC est
mal connu, mais des modifications diététiques peuvent contribuer & une diminution de la
symptomatologie. Il est par exemple souhaitable de réduire I'apport en fibres pendant les

poussées et d’adopter un régime sans résidu pour diminuer la fréquence des selles.

Le traitement de base des MICI comprend des médicaments symptomatiques tels que
les antispasmodiques, les anti-diarrhéiques et les antalgiques, et surtout les médicaments
suivants [161] :

- les anti-inflammatoires aminosalicylés :

* ils comprennent I'acide 5-aminosalicylique (5-ASA) ou mésalazine (Pentasa®,
Rowasa®, Fivasa®) et ses dérivés (Quadrasa®, Dipentum®), et la
sulfasalazine ou salazosulfapyridine (Salazopyrine®) ;

» ls sont indiqués dans le traitement des poussées et en traitement d’entretien ;
- les corticoides :

» ils comprennent entre autre la prednisone (Cortancyl®), la prednisolone
(Solupred®), la méthylprednisolone (Solumédrol®), le budésonide

(Entecort®), I'nydrocortisone (Colofoam®), la bétaméthasone (Bethesol®) ;

e ils suppriment généralement efficacement linflammation et produisent un

soulagement rapide des symptémes ;

» ils sont indiqués lors des poussées aigués qui ne répondent pas a des doses

adéquates de 5-ASA ou de sulfasalazine ;
e ils ne jouent pas de réle dans le maintien de la rémission ;
» les effets secondaires en limitent 'utilisation & long terme ;

- les immunomodulateurs :
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e ils comprennent I'azathioprine (Imurel®), la ciclosporine (Néoral®), le
tacrolimus (Prograf®), le méthotrexate (Novatrex®) et le mycophénolate
mofétil (Cellcept®) ;

e ils sont indigués pour maintenir la rémission, comme traitement primaire des

fistules ou chez des patients corticodépendants ou corticorésistants ;

» ils ne conviennent pas pour le traitement des poussées aigués (a I'exception

de la ciclosporine dans le traitement de la RCH aigué séveére) ;

« lutilisation du tacrolimus se limite presque exclusivement a la MC quand tous

les autres traitements reconnus ont échoué ;

» lutilisation de la ciclosporine se limite presque exclusivement a la RCH
sévere ;
- les anti-TNF-a :

» ils comprennent l'infliximab (Rémicade®) et 'adalimumab (Humira®) ;

« ils sont indiqués dans le traitement des formes actives modérées a séveres

chez les patients n’ayant pas répondu a un traitement conventionnel ;
- les antibiotiques :

* le métronidazole (Flagyl®) et la ciprofloxacine (Ciflox®) sont les plus utilisés

dans le traitement de la MC.

Malgré cet arsenal thérapeutique, I'évolution des MICI nécessite souvent le recours a
la chirurgie, avec résection soit des segments Iésés dans le cas de la MC, soit de la totalité
du célon dans le cas de la RCH. Malgré cette derniére alternative, les risques de récidives
sont fréquents (en particulier pour la MC) et certaines complications inflammatoires peuvent

apparaitre comme la pochite (inflammation du réservoir iléal apres anastomose iléo-anale).

3.3.2. Intérét des probiotiques

Etant donné que les MICI se caractérisent entre autre par une dysbiose du microbiote,
I'utilisation de probiotiques pour moduler ce déséquilibre dans un sens bénéfique est une
piste intéressante pour tenter de contrbler ces maladies. Toutefois, les résultats des essais
thérapeutiques utilisant des probiotiques au cours des MICI sont inégaux, ce qui pourrait

s'expliquer par une dysbiose spécifique a chaque situation inflammatoire.
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3.3.2.1. Probiotiques et maladie de Crohn

Au cours de la MC, plusieurs essais randomisés contrblés ont tenté de montrer
I'efficacité de divers probiotiques soit dans le maintien en rémission, soit en prévention de la

récidive postopératoire.

Dans un essai pilote, vingt-huit malades ont recu pendant une année Escherichia coli
Nissle 1917 ou un placebo. Les résultats ont montré que 70 % des malades du groupe
placebo ont rechuté contre 30 % dans le groupe probiotique. Mais au vu du faible effectif des

sujets inclus dans cette étude, les résultats doivent étre considérés avec circonspection.

Deux essais contrblés ont montré l'efficacité de Saccharomyces boulardii, d’'une part
dans le traitement des symptdmes diarrhéiques, et d’autre part, en prévention des récidives
de la MC. Le premier essai porté sur vingt malades ayant une MC stable peu active. lls ont
recu pendant sept semaines un placebo ou S. boulardii (250 mg trois fois par jour) en plus
du traitement conventionnel de la MC. Une réduction du nombre de selles quotidiennes (3,1
versus 5,1) et de l'index d’activité de la maladie était notée chez les malades recevant la
levure probiotique. Dans le second essai, trente-deux malades ont été traités pendant six
Mois apres une pousseée, soit par mésalazine seule (3 g par jour), soit par mésalazine (2 g
par jour) associée a S. boulardii (1 g par jour). Une rechute était observée chez 37,5 % des
patients traités par mésalazine seule contre 6,25 % des malades recevant I'association
mésalazine/probiotique.

Dans une étude ouverte, I'administration de Lactobacillus rhamnosus GG a quatorze
enfants atteints de MC augmentait le nombre de cellules productrices d’lgA dans la
mugueuse intestinale, fait indiquant une interaction entre le probiotique et le systéme
immunitaire muqueux. Cet essai portant sur un trés faible effectif avait fait espérer une action
bénéfique de L. rhamnosus GG au cours de la MC. Néanmoins, ceci a été contredit par deux
essais randomisés contre placebo. En effet, un essai portant sur quarante-cing malades
opérés pour MC montrait gu'a un an, la fréquence des rechutes n’était pas diminuée par le
probiotique (elle était méme supérieure, mais non significativement). Dans une autre étude
conduite chez soixante-quinze enfants ayant une MC en rémission, la durée du maintien en
rémission n’était pas différente entre le groupe probiotique et le groupe placebo (11,6 mois
dans le groupe probiotique versus 12,8 mois dans le groupe placebo). Ces deux études ont
alors conclu a l'inefficacité de L. rhamnosus GG dans la prévention des rechutes.

Par ailleurs, la souche L. johnsonii LAl a été testée en prévention de la récidive
postopératoire de la MC, mais malgré une tendance favorable, ce probiotique ne prévenait
pas significativement la récidive [127,159].
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3.3.2.2. Probiotiques et rectocolite hémorragique

Au cours de la RCH, les études montrent des résultats prometteurs quant a I'efficacité
d’Escherichia coli Nissle 1917. Des travaux antérieurs ont montré que cette souche pouvait
inhiber la croissance d'autres E. coli et de bactéries entériques. Trois études en double
aveugle ont comparé l'efficacité de ce probiotigue a celle de la mésalazine dans la

prévention des rechutes de la RCH.

Le premier essai portait sur cent vingt malades, qui ont recu pendant douze semaines
soit de la mésalazine (1,2 g par jour), soit E. coli Nissle 1917. A douze semaines, les deux
traitements semblaient d’efficacité voisine, puisque 11,3 % de rechute étaient survenues
dans le groupe mésalazine contre 16 % dans le groupe probiotique (différence non
significative). Etant donnée la courte durée du suivi des patients, le pourcentage de rechute
était faible (mais conforme a ce qui était attendu) dans les deux groupes, ce qui limitait
considérablement la puissance statistique de cet essai.

La deuxiéme étude réalisée avec la méme souche a inclus cent vingt malades, qui ont
recu pendant un an soit de la mésalazine (1,2 g par jour), soit le probiotique. A un an, il était
observé 73 % de rechute dans le groupe mésalazine contre 67 % dans le groupe E. coli
Nissle 1917 (différence non significative). Le pourcentage de rechute étant trés important
dans les deux groupes, et surprenant avec la mésalazine, I'efficacité du probiotique restait
douteuse.

Une troisieme étude a montré sur trois cents vingt-sept malades (puissance statistique
suffisante) suivis pendant un an, que le pourcentage de rechute était similaire dans le groupe
ayant pris 1,5 g de mésalazine (33,9 %) et dans le groupe ayant recu 5.10*° UFC d’E. coli
Nissle 1917 par jour (36,4 %) [104,162].

Par ailleurs, un essai préliminaire portant sur vingt-et-un malades et ayant testé un lait
fermenté par des bifidobactéries donne des résultats prometteurs, mais qui doivent étre
confirmés. En effet, cet essai randomisé contre placebo a montré 90 % de maintien en
rémission a un an chez les patients du groupe probiotique contre 27 % dans le groupe

controle.

3.3.2.3. Probiotiques et pochite

En chirurgie, aprés résection totale du célon pour RCH, un réservoir est confectionné
pour permettre une anastomose fonctionnelle entre l'iléon terminal et le rectum. Ce réservoir

peut étre le siege d’'une inflammation et cet état inflammatoire est nommé pochite. C’est
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dans cette situation inflammatoire particuliere des MICI que les résultats de I'utilisation de

probiotiques, en particulier le mélange de souches VSL#3®, sont les plus convaincants.

Un essai en double aveugle a été réalisé chez quarante malades atteints de pochite
récidivante. Apres un traitement antibiotique d’attaque, les malades ont recu pendant neuf
mois soit le VSL#3® (mélange de L. acidophilus, L. bulgaris, Lactobacillus casei, L.
plantarum, Bifidobacterium breve, B. infantis, B. longum et Streptococcus thermophilus), soit
un placebo. Le probiotique s’est avéré tres efficace, puisqu’il a été observé 100 % de rechute
dans le groupe placebo, contre seulement 15 % dans le groupe probiotique. Une étude de
confirmation utilisant le méme produit versus placebo a été réalisée chez trente-six malades

répartis dans divers centres européens et les résultats du premier essai ont été confirmés.

Les auteurs de ces deux essais ont alors réalisé une étude de prévention du premier
épisode de pochite en proposant a quarante malades, chez lesquels une anastomose iléo-
anale avec réservoir venait d’étre réalisée pour RCH, un traitement de douze mois par
placebo ou VSL#3®. Une pochite aigué est survenue chez 40 % des sujets du groupe
placebo contre 10 % du groupe probiotique [159].
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4. CANCER COLORECTAL

L’incidence des cancers du c6lon et du rectum, regroupés sous le terme de cancer
colorectal du fait de leurs similitudes, est élevée dans les pays d’Europe occidentale, aux
Etats-Unis, en Australie et au Japon. En revanche, le risque est beaucoup plus faible dans
les pays d’Amérique latine, d’Asie et surtout d’Afrique. En France, le cancer colorectal
représente 15 % de I'ensemble des cancers, avec prés de 40 000 nouveaux cas par an, dont
53 % survenant chez I'hnomme. Il s’agit du troisiéme cancer le plus fréquent chez I'homme
(aprés les cancers du poumon et de la prostate) et du deuxiéeme chez la femme (apres le

cancer du sein).

Dans 95 % des cas, le cancer colorectal touche des personnes agées de plus de 50
ans, avec un age moyen au moment du diagnostic de 70 ans chez les hommes et de 73 ans
chez les femmes. A I'échelle de la population, on peut différencier trois niveaux de risque de
développer un cancer colorectal : moyen, élevé ou trés élevé. A chaque niveau de risque

correspondent des recommandations de suivi adaptées.

Pour I'ensemble des cancers colorectaux, tous stades confondus, le taux de survie a 5
ans est de 57 %. Le taux de mortalité par cancer colorectal a diminué de 21 % ces vingt
derniéres années grace aux progres réalisés en matiére de prise en charge (précocité du
diagnostic et amélioration des modalités thérapeutiques). Environ 17 000 décés annuels lui
sont imputables en France (prés de 11 % des décés par cancer) [163,164].

4.1. Etiologie

Environ 60 % des cancers colorectaux touchent le célon et 40 % le rectum, ou la
localisation principale est le sigmoide. Dans la plupart des cas, le cancer colorectal se
développe a partir de polypes adénomateux, aussi appelés adénomes, qui sont des
excroissances bénignes dues a une multiplication anormale des cellules de la muqueuse
colique ou rectale. Avec le temps, ces adénomes peuvent évoluer en tumeurs malignes et
former ainsi des adénocarcinomes. Ces tumeurs cancéreuses ont une croissance rapide et

ont tendance a se propager aux tissus voisins, entrainant alors des métastases.

La cancérogénése est parfois soumise a l'influence d’'une prédisposition génétique qui,
prise isolément, peut se révéler insuffisante pour permettre I'évolution compléte du
processus tumoral. Ainsi, méme si les causes du cancer colorectal ne sont pas parfaitement

connues, sa survenue semble étre, comme la plupart des cancers, le résultat d'un ensemble
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complexe de facteurs. Le développement d’'un cancer est en effet sous la dépendance des
effets pro- et/ou anti-cancérogénes de nombreux facteurs environnementaux, qui peuvent
notamment altérer plusieurs genes activateurs d'oncogénes et/ou suppresseurs de tumeurs.
Les cellules néoplasiques sont donc soumises aux actions opposées de différents facteurs,
stimulant le processus de prolifération ou au contraire engageant les cellules dans la voie de
'apoptose. L’équilibre entre ces différents facteurs constitue un paramétre clé dans la
promotion et la progression tumorale. Les métabolites bactériens du microbiote semblent
étre des facteurs potentiels impliqgués dans le développement des tumeurs colorectales. Par

ailleurs, il semblerait qu’'une origine infectieuse du cancer colorectal ne soit pas exclue.

4.1.1. Facteurs de risque
Les principaux facteurs de risque de cancer colorectal sont [164,165] :
- l'age =» le risque de développer un cancer colorectal augmente a partir de 50 ans ;

- les habitudes de vie = une alimentation trop calorique, une consommation
importante de viande rouge, une alimentation riche en graisses animales,
l'alcoolisme, le tabagisme, la sédentarité et le surpoids augmentent le risque de

développer un cancer ;

- la présence de polypes sur la paroi du colon et du rectum =» le risque de
transformation d’'un adénome en cancer est fonction de la taille, de 'importance de la

composante villeuse au sein de 'adénome et du degré de dysplasie ;

- les antécédents personnels de cancer = les personnes ayant déja eu un cancer
colorectal ont un risque élevé de développer un autre cancer colorectal, qui peut se
développer au méme endroit (récidive locale) ou étre situé totalement différemment
du cancer d'origine. Une femme ayant déja été atteinte d'un cancer du sein, de

I'ovaire ou de I'endométre présente également un risque accru de cancer colorectal ;

- les antécédents familiaux de cancer colorectal = pres de 15 % des cas de cancers
colorectaux surviennent dans un contexte familial, le risque étant d’autant plus élevé

pour les personnes avec un antécédent familial au premier degré ;

- les MICI =» le risque est plus élevé dans le cas de la RCH que pour la MC et dépend

de la durée d'évolution, de I'étendue et de la sévérité de la MICI ;

- la prédisposition génétique =» les personnes a risque trés élevé de développer un
cancer colorectal sont celles avec des formes familiales héréditaires liées a une

mutation génétique. On distingue :

153



» la polypose adénomateuse familiale (PAF) : responsable de moins de 1 % des
cancers colorectaux, cette maladie est caractérisée par le développement de
plusieurs centaines d’adénomes sur la paroi interne du cbdlon et du rectum dés
'adolescence, causé par une mutation délétére du géne APC (transmission
dominante) ou du géne MYH (transmission récessive). Individuellement, ces
polypes ne sont pas plus susceptibles de devenir cancéreux que les polypes
observés chez les personnes non atteintes de PAF, mais en raison de leur
nombre élevé, le risque que l'un d'entre eux devienne cancéreux est
fortement augmenté. Ainsi, en lI'absence de prise en charge, le risque de
développer un cancer colorectal avant I'age de 40 ans est presque de 100 %
pour une personne atteinte de PAF ;

* le syndrome de Lynch, aussi appelé HNPCC (Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer ou cancer colorectal héréditaire sans polypose) :
responsable d’environ 3 % des cancers colorectaux, cette affection est
soupconnée si trois parents au moins sont atteints d’'un cancer colorectal dont
'un est uni aux deux autres par un lien de parenté au premier degré, si le
diagnostic a été porté avant 50 ans et si deux générations successives sont
atteintes. L'HNPCC engendre la formation dans la paroi colique d’adénomes
de petite taille, peu nombreux, avec un aspect plan. Les mutations concernent
les génes qui contrdlent la réparation des erreurs survenant lors de la
duplication de 'ADN au moment de la division cellulaire (le plus souvent, il
s'agit des génes hMLH1 et hMSH2). Les personnes atteintes de ce syndrome
ont un risque de développer un cancer colorectal de I'ordre de 10 % avant 50

ans et de 45 % a 70 ans.

4.1.2. Implication du microbiote dans la cancérogen  ése
4.1.2.1. Rble potentiel des métabolites bactériens

Le microbiote pourrait influencer la carcinogénese intestinale en produisant des
enzymes qui transforment des pré-carcinogenes en carcinogénes actifs et pourraient ainsi
étre impliguées dans les mécanismes de cancérogénese. Par exemple, les acides biliaires
secondaires, engendrés par la transformation colique des acides biliaires primaires via la 7
a-déhydroxylase bactérienne, semblent provoquer une hyperprolifération de I'épithélium
colique et favorisent le développement de tumeurs coliques aprés chimio-induction chez
'animal. De plus, des rats exposés a des substances cancérogénes développent moins de

foyers néoplasiques dans le célon lorsqu’ils sont maintenus en situation d’axénie, ce qui
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refléte vraisemblablement le réle de I'activité métabolique du microbiote dans la genese de

métabolites toxiques et la promotion de tumeurs.

En revanche, la synthése bactérienne de métabolites anticancérogénes, hotamment le
butyrate, a partir des substrats glucidiques et/ou protéiques, contribue au réle protecteur du

microbiote vis-a-vis de la cancérogenése.

4.1.2.2. Une bactérie en cause ?

En 2011, des chercheurs nord-américains ont découvert des liens surprenant entre
cancer colorectal et infection. En effet, une bactérie retrouvée fréquemment dans les
tumeurs cancéreuses du cbélon pourrait jouer un réle déterminant dans linitiation et le
développement de la cancérogenése. Il s’agit de Fusobacterium nucleatum, une bactérie
rare dans le microbiote intestinal, mais un pathogéne bien connu dans la bouche et souvent

responsables de parodontites.

Des travaux viennent de montrer chez des souris prédisposées au cancer colorectal,
que le nombre d’adénocarcinomes dans le c6lon était fortement augmenté lorsque que F.
nucleatum était absorbée. Il a été montré que cette bactérie se liait a un récepteur spécifique
des cellules épithéliales et que cette liaison activait la prolifération des cellules cancéreuses

du colon.

Mais malgré cette intéressante découverte, de nhombreuses questions restent posées.
Quelle proportion de cancers colorectaux serait due a F. nucleatum ? Quels liens entre la
bactérie et les facteurs de risque ? Comment cette bactérie peut se retrouver dans le cblon ?
Existe-t-il un moyen d’éliminer spécifiguement cette bactérie de I'organisme ou du moins son
entrée dans les cellules ? Les réponses a ces différentes interrogations pourraient permettre,
d'une part, de démontrer définitivement le rdle causal de F. nucleatum dans le cancer

colorectal, et d’autre part, d'espérer pouvoir prévenir I'apparition de la maladie [166,167].

4.2. Diagnostic

4.2.1. Symptomes

Les cancers colorectaux se développent souvent en silence, sans provoquer de

symptémes particulier, et peuvent ainsi rester longtemps imperceptibles. Néanmoins,
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certains signes peuvent étre révélateurs d'un cancer colorectal et doivent conduire a

consulter son médecin traitant [168] :
- une constipation soudaine ou qui s’aggrave ;
- une diarrhée prolongée ;
- des selles plus étroites que d’habitude ;
- des rectorragies ;
- un besoin pressant et continuel d’'aller a la selle (en particulier le matin) ;
- une tension au hiveau du rectum ou la sensation gu'il est plein ;

- des faux besoins, une sensation d’évacuation incompléte ou des efforts d’expulsion

des selles douloureux et inefficaces ;
- des vomissements ;
- des douleurs abdominales fréquentes ou constantes.

Il existe un test de dépistage du cancer colorectal (Hémoccult®) qui concerne les
personnes a risque moyen (hommes et femmes de plus de 50 ans) et qui repose sur une
recherche de sang occulte dans les selles. Dans le cadre du programme national de
dépistage organisé, ce test est proposé tous les deux ans chez les sujets agés de 50 a 74
ans [165].

4.2.2. Bilan diagnostic

Lorsqu’une personne présente des symptémes d’'un cancer colorectal ou aprés un test
de dépistage positif, différents examens doivent étre réalisées afin d'établir un diagnostic.
Généralement, deux étapes sont nécessaires pour établir un diagnostic précis et complet :

un bilan initial et un bilan d’extension.

Le bilan initial a pour objectif de confirmer la présence d’'un cancer, de le localiser et de
définir de quel type de cancer il s'agit. Ce bilan comprend une consultation chez un
gastroentérologue, la réalisation d’'une coloscopie totale avec biopsies des |ésions suspectes
et un examen anatomopathologique de ces biopsies. Des analyses de sang sont également
réalisées, notamment pour évaluer I'état de santé général du patient et doser le marqueur

tumoral ACE (antigéne carcino-embryonnaire) [164].

Le bilan d'extension a pour objectif de compléter le diagnostic. Il consiste a évaluer le

stade du cancer, c’est-a-dire I'étendue de la maladie du cancer en déterminant jusqu’ou les
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cellules cancéreuses se sont propagées. Pour évaluer ceci, trois critéres doivent étre pris en

compte [165] :

la taille et la profondeur de la tumeur =» lorsque les cellules cancéreuses
apparaissent, elles sont d’abord localisées sur la muqueuse colique ou rectale, puis
elles atteignent petit a petit les couches plus profondes. Etudier la taille et surtout la
profondeur de la tumeur donne donc une indication sur le degré d’évolution de la

maladie ;

I'atteinte ou non des ganglions lymphatiques et le nombre de ganglions atteints =
c’est I'examen anatomopathologique qui permet de le déterminer. Si aucun ganglion
n'est atteint, cela signifie que le cancer est a un stade précoce ; en revanche, si des
ganglions contiennent des cellules cancéreuses, cela signifie que la maladie a
commencer a se disséminer. Le nombre de ganglions envahis permet d’en savoir
plus sur le degré de propagation du cancer: moins il y en a, meilleures sont les

chances de guérison ;

la présence ou non de métastases =» les organes les plus souvent touchés par des
métastases lors d’'un cancer colorectal sont le foie, les poumons et le péritoine. Pour
vérifier si des métastases se sont développées dans d'autres parties du corps,
plusieurs examens d’imagerie peuvent étre réalisés (le plus souvent, il s'agit d’'un

scanner thoraco-abdomino-pelvien, avec injection d'un produit de contraste).

Ces trois critéres permettent ainsi de définir le stade du cancer colorectal au moment

du diagnostic selon la classification TNM (« Tumor, Nodes, Metastasis ») (Tableau 6).

Tableau 6 : Classification TNM

Ti

s : la tumeur ne touche que la muqueuse de la paroi interne du célon ou du rectum
T1 : la tumeur a atteint la sous-muqueuse du célon ou du rectum

T2 : la tumeur a atteint la musculeuse du célon ou du rectum

T3 : la tumeur a atteint la séreuse du codlon ou du rectum

T4 : la tumeur a franchi complétement la paroi du c6lon ou du rectum et s’est propagée
aux tissus ou organes environnants

NO : les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints
N1 : le cancer a touché entre un et trois ganglions lymphatiques

N2 : le cancer a touché au moins quatre ganglions lymphatiques

MO : pas de métastases

M1 : le cancer s’est propagé a un ou plusieurs organes éloignés (métastases a distance)
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Une fois l'atteinte de chaque élément établie, les résultats sont combinés. Il existe ainsi

cing stades de cancer colorectal (Figure 24) :

stade 0 : la tumeur est in situ, c’est-a-dire limitée a la muqueuse colique ou rectale ;

- stade | : la tumeur a envahi la sous-muqueuse ou la musculeuse de la paroi du cdlon

ou du rectum ;

- stade Il: la tumeur a envahi la séreuse de la paroi du cblon ou du rectum, mais

aucun ganglion lymphatique n’est atteint et il n’y a pas de métastase ;
- stade lll : les cellules cancéreuses ont envahi les ganglions lymphatiques proches ;

- stade IV : le cancer s’est propagé, en formant des métastases vers d’'autres organes

éloignés du c6lon ou du rectum.
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Figure 24 : Les différents stades du cancer colorectal [169]

4.3. Traitement

4.3.1. Prise en charge thérapeutique

L'ensemble des examens du bilan diagnostic permet de définir un plan de traitement
adapté a chaque cas. La stratégie thérapeutique est définie en accord avec le patient sur la
base de l'avis rendu en réunion de consultation pluridisciplinaire. Elle dépend du stade du
cancer colorectal au moment du diagnostic, de I'emplacement et de I'étendue de la tumeur,
de I'état de santé général du patient et de son age. Les patients doivent étre informés de
toutes les options thérapeutiques disponibles dans leur situation, avec une information sur

les bénéfices attendus et les effets indésirables potentiels [164].
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Les traitements proposés peuvent avoir différents objectifs :
- guérir le cancer en supprimant la totalité des cellules cancéreuses ;
- empécher le cancer de se développer et de se propager ;
- réduire le risque de récidive ;

- améliorer la qualité de vie de la personne malade, en traitant les troubles causés par
le cancer ou les traitements et en atténuant les symptomes liés a la maladie, comme

la douleur.

Différents types de traitements peuvent étre utilisés pour traiter un cancer colorectal :
la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et les thérapies ciblées. Il arrive parfois qu'un
seul type de traitement soit suffisant, mais le plus souvent, une association de traitement est

nécessaire pour maitriser la maladie.

4.3.1.1. La chirurgie

La chirurgie constitue le traitement de référence du cancer colorectal, quel que soit son
stade. Elle consiste a retirer la portion du célon ou du rectum atteinte par les cellules
cancéreuses avec une marge de tissu sain de part et d’autre de la tumeur, ainsi que le
réseau de ganglions lymphatiques correspondant. Pour les cancers colorectaux de stade IV,

certaines métastases peuvent également étre retirées par chirurgie [164].

4.3.1.2. La radiothérapie
La radiothérapie consiste a exposer les cellules cancéreuses d'une tumeur a des
rayonnements qui empéchent leur multiplication et entrainent leur destruction. Ces
rayonnements sont produits, soit par des accélérateurs de particules, soit par des sources

radioactives.

La radiothérapie est frequemment utilisée pour le cancer du rectum, a titre curatif ou

palliatif, mais trés rarement dans le cancer du célon.

4.3.1.3. La chimiothérapie

La chimiothérapie consiste en l'utilisation de médicaments anticancéreux qui visent a
éliminer les cellules cancéreuses, soit en les détruisant directement, soit en empéchant leur
multiplication. C’est un traitement systémique qui agit sur I'ensemble de I'organisme, ce qui

permet d’atteindre les cellules cancéreuses quelle que soit leur localisation, méme si elles
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sont isolées et n'ont pas été détectées lors du diagnostic. L'inconvénient, c’est que les
médicaments « s'attaquent » a toutes les cellules qui se divisent rapidement, cancéreuses et
saines, d'ou de nombreux effets indésirables, variables selon les personnes et les

médicaments utilisés.

Il existe de nombreux médicaments de chimiothérapie dans le traitement des cancers

colorectaux, notamment [170,171] :

le 5-fluoro-uracile (5-FU), sous forme injectable (généralement associé a l'acide
folinique qui accroit son efficacité) ;

- l'oxaliplatine (Eloxatine®), sous forme injectable ;

- la capécitabine (Xeloda®), il s’agit de 5-FU en forme orale ;
- le raltitrexed (Tomudex®) ;

- lirinotécan (Campto®), sous forme injectable.

Les médicaments employés, les doses administrées ainsi que le rythme des cures
varient d’'une personne a l'autre, en fonction des caractéristiques du cancer. Le plus souvent,
plusieurs médicaments sont employés en méme temps pour renforcer l'efficacité du

traitement.

4.3.1.4. Les thérapies ciblées

Les progrés de la recherche ont permis de développer de nouveaux médicaments,
appelés thérapies ciblées ou traitements ciblés. Ces médicaments freinent la croissance de
la tumeur en s’attaquant aux mécanismes qui lui permettent de se développer. lls agissent,
soit sur les substances dont la tumeur a besoin pour fabriguer ses propres vaisseaux
sanguins (les agents angiogénes), soit sur les mécanismes qui stimulent la division des
cellules et de ce fait le développement de la tumeur (les facteurs de croissance). On parle de
traitements ciblés car l'action de ces médicaments est concentrée sur les cellules
cancéreuses, ce qui limite les dommages causés aux cellules normales du corps et réduit les

effets indésirables.

En pratique, les thérapies ciblées sont utilisées en association avec la chimiothérapie
pour les cancers colorectaux avancés (lorsque des métastases sont présentes, stade V).
Trois médicaments, des anticorps monoclonaux administrés par perfusion, sont utilisés
actuellement : le bévacizumab (Avastin®), le cétuximab (Erbitux®) et le panitumumab
(Vectibix®). D'autres médicaments de thérapies ciblées sont en cours d’étude et peuvent
étre proposés dans le cadre d’essais cliniques [172].
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4.3.2. Intérét des probiotiques

L'effet bénéfique de certains probiotiques pourrait reposer sur leur capacité a inhiber la
production des enzymes procarcinogéenes engendrés par le métabolisme bactérien du
microbiote (gycosidases, B-glucuronidases, azoréductases et nitroréductases). Ainsi,
plusieurs études chez I'animal suggérent que certains probiotiques pourraient étre efficaces
en prévention du cancer colorectal. En effet, sur des modéles animaux chez lesquels des
foyers de cryptes aberrantes (c’est-a-dire des lésions néoplasiques a partir desquelles des
adénomes peuvent se développer) ont été chimiquement induits, il a clairement été montré
que des souches de bactéries lactiques (Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
thermophilus et Bifidobacterium breve) exercaient un effet protecteur.

Chez I'Homme, de nombreuses études ont montré que la consommation de laits
fermentés avec différentes souches de bactéries lactiques était susceptible de réduire les
activitéts enzymatiques impliquées dans la transformation de précarcinogenes en
carcinogénes. En effet, la consommation par neuf volontaires sains d'un produit laitier
fermenté contenant L. acidophilus Al, B. bifidum B1, S. lactis et S. cremoris a la dose de 300
g par jour pendant trois semaines, était associée une diminution des concentrations fécales
des nitroréductases, azoréductases et B-glucuronidases. Des résultats similaires ont été
obtenus avec L. casei Shirota chez vingt patients supplémentés pendant quatre semaines
(10* UFC trois fois par jour) [127].

Par ailleurs, plusieurs travaux ont mis en évidence une association inverse spécifique
entre risque de tumeurs colorectales (cancers ou adénomes) et consommation de yaourt.
Dans une étude cas-témoin en France, les consommateurs réguliers de yaourt (plus de trois
fois par semaine) avaient un risque divisé par deux de gros adénome, considéré comme a
haut risque de transformation maligne. De plus, une large étude japonaise prospective
portant sur 45 181 hommes et 62 643 femmes a montré que les hommes consommateurs de
yaourt avaient un risque divisé par deux de décéder d’'un cancer du rectum. Cependant,
d’'autres effets que ceux propres aux probiotiques pourraient expliquer ces effets (effet du
calcium par exemple) [104,173].

L'ensemble des études cliniques suggére donc que certains probiotiques auraient un
effet bénéfigue dans la réduction du risque de cancer colorectal. Mais en tout état de cause,
les mécanismes par lesquels les bactéries lactiques pourraient réduire ce risque restent, a
I'heure actuelle, inconnus. Il est probable que selon les souches de probiotiques, les effets
s'exercent a différentes étapes de la carcinogénése. En effet, les piste avancées concernent,
soit un effet modulant les paramétres physicochimiques dans l'intestin (diminution du pH qui

limite la croissance bactérienne, neutralisation de composés mutagenes), soit une
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modulation des activités métaboliques du microbiote intestinal et, plus précisément, celles
qui libérent des cancérogenes dans la lumiére coliqgue ou, inversement, celles qui liberent
des composés anticancérogénes. Enfin, le rble immunomodulateur des bactéries lactiques,

pouvant conduire a un effet antitumoral, est également évoqué.

Cependant, le niveau de preuve actuel des effets bénéfiques espérés d'une
consommation de probiotiqgues en prévention du cancer colorectal est encore insuffisant ; la
plupart des études portant sur un faible nombre de sujets, principalement des sujets sains.
Des études d'intervention chez des malades atteints de cancer colorectal et chez des sujets
a risque semble indispensable pour permettre de tirer des conclusions plus pertinentes sur
l'intérét d’'une supplémentation en probiotiques dans le développement des tumeurs et la

prévention du cancer colorectal.
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CONCLUSION

Le microbiote exerce de nombreuses fonctions physiologiques et il est clairement établi
gu’il joue un réle primordial dans 'homéostasie intestinale. La relation héte/microbiote
constitue un modéle de symbiose qui définit I'écosysteme digestif. Cependant, cet équilibre
est fragile et toute perturbation du microbiote peut engendrer des réactions pathologiques
gu’elles soient métaboliques, inflammatoires, immunitaires ou infectieuses. Ainsi, un réle
délétere du microbiote (qu’on dit alors déséquilibré) est suspecté dans la pathogénie de
diverses affections intestinales aigués ou chroniques telles que les diarrhées, le syndrome
de rlintestin irritable, les maladies inflammatoires chroniques de lintestin et le cancer
colorectal. Dans ce contexte, I'administration de probiotiques pourrait permettre de rétablir,

au moins temporairement, cet équilibre.

Le nombre trés important de publications consacrées aux probiotiqgues témoignent de
lintérét majeur qu'accorde actuellement la communauté scientifique au potentiel
thérapeutique de ces microorganismes. Leur développement est actuellement en pleine
expansion et un large panel de produits a base de probiotiques (médicaments ou
compléments alimentaires) est proposé pour répondre aux besoins de patients de plus en

plus & I'écoute de leur corps et de leur santé.

L’efficacité des probiotiques semble étre fonction de plusieurs variables : la pathologie
en elle-méme, la souche probiotique utilisée, I'éventuel effet synergique entre les souches
probiotiques et la dose de probiotiques utilisée. La démonstration de I'efficacité d’'une souche
probiotique est donc a entreprendre au cas par cas dans les études cliniques.

D’'une maniere générale, et méme si leur utilisation nécessite davantage de preuves
scientifiques dans certaines pathologies, les probiotiques présentent un véritable bénéfice
thérapeutique dans la prise en charge de diverses affections intestinales. Ils exercent des
effets directs dans la lumiére ou sur la paroi intestinale et notamment son systéme
immunitaire, et des effets indirects liés aux modifications du microbiote. Ainsi, 'administration
de certains probiotiques s’avére d’'un grand intérét dans le traitement préventif ou curatif des
diarrhées, pour traiter tout ou partie des symptdmes associés au syndrome de lintestin
irritable, dans le maintien en rémission des maladies inflammatoires chroniques, et surtout
dans la prévention des pochites, et enfin, en prévention du cancer colorectal. L'efficacité la
plus documentée concerne I'utilisation de Saccharomyces boulardii pour prévenir la diarrhée
associée aux antibiotiques et dans le traitement des infections récidivantes a Clostridium

difficile, et celle de I'administration de Lactobacillus rhamnosus GG et de Bifidobacterium
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pour limiter la durée des épisodes diarrhéiques lors de gastro-entérites a rotavirus chez

I'enfant.

Les efforts de recherche autour du microbiote intestinal et des probiotiques doivent étre
poursuivis. Les mécanismes d’action des probiotiques doivent étre mieux identifiés afin de

pouvoir sélectionner les souches les plus efficaces dans une pathologie intestinale donnée.

Nous pouvons espérer que dans les années a venir, les probiotiques seront amenés a
étre de plus en plus utilisés, aussi bien lors d’'affections digestives qu’extra-digestives. De
plus, le développement de probiotiques génétiguement modifiés, permettant ainsi I'obtention
de souches qui possedent une activité biologique ciblée et capables de produire des
molécules spécifiques, laisse envisager de nouvelles perspectives dans le spectre d'activité

des probiotiques. L’avenir des probiotiques semble trés prometteur !
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Place des probiotiques dans le traitement de divers  es pathologies
intestinales

RESUME :

Dés la naissance, notre tractus gastro-intestinal est colonisé par de nombreux
microorganismes qui vont constituer le microbiote digestif. Cet écosysteme complexe et diversifié,
propre a chaque individu, contribue au bon fonctionnement intestinal grace aux multiples activités
gu'il exerce. Cependant, I'équilibre du microbiote est fragile et sa rupture intervient dans la
physiopathologie de diverses affections intestinales, d'ou 'idée de moduler de facon positive un
microbiote déséquilibré par 'administration de probiotiques.

Les probiotiques sont des microorganismes vivants (bactéries ou levures) qui, ingérés en
guantités suffisantes, sont capables d’exercer des effets bénéfiques sur la santé de I'héte. Quand
ils atteignent leur site d’action intestinal, ils produisent des effets directs dans la lumiére ou sur la
paroi intestinale et notamment son systeme immunitaire, et des effets indirects liés aux
modifications du microbiote. Ainsi, I'efficacité thérapeutique de I'utilisation de probiotiques au cours
des principales pathologies intestinales associées a une dysbiose du microbiote (diarrhées,
syndrome de l'intestin irritable, maladies inflammatoires chroniques et cancer colorectal) a été
démontré dans de nombreuses études.

MOTS-CLES : Microbiote - Probiotiques - Diarrhées - Syndrome de lintestin irritable - Maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin - Cancer colorectal

Place of probiotics in the treatment of various int estinal diseases

ABSTRACT :

From birth, our gastro-intestinal tract is colonized by numerous microorganisms which are
going to constitute the digestive microbiota. This complex and diversified ecosystem, appropriate
to every individual, contributes to the intestinal smooth running thanks to the multiple activities
which it exercises. However, the balance of the microbiota is fragile and its break intervenes in the
physiopathology of diverse intestinal affections, where from the idea to modulate in a positive way
a microbiote unbalanced by the administration of probiotics.

Probiotics are alive microorganisms (bacteria or yeasts) which, ingested in sufficiencies, are
capable of exercising beneficial effects on the health of the host. When they reach their intestinal
site of action, they produce direct effects in the light or on the intestinal wall in particular its immune
system, and indirect effects bound to the modifications of the microbiote. So, the therapeutic
efficiency of the use of probiotics during the main intestinal pathologies associated with a dysbiose
of the microbiote (diarrheas, syndrome of the irritable bowel, chronic inflammatory bowel diseases
and colorectal cancer) was demonstrated in numerous studies.

KEYWORDS : Microbiota - Probiotics - Diarrheas - Syndrome of the irritable bowel — Chronic
inflammatory bowel disease — Colorectal cancer
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