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I. Introduction

Helicobacter pylori est une bactérie qui infecte plus de la moiti¢ de la population
mondiale. Elle est fortement associée a la gastrite et aux ulcéres gastro-duodénaux et joue un
role clé dans la prédisposition a 1’adénocarcinome gastrique et au lymphome MALT. Par
conséquent, ce pathogéne est devenu un probléme de santé publique mondial, en particulier

dans les pays en développement.

Le traitement d’éradication utilisé, est une association entre antibiotiques et inhibiteurs
de la pompe a protons. Seulement, a cause de la résistance croissante aux antibiotiques, une
baisse alarmante du taux d’éradication est observée, il est donc nécessaire de trouver de
nouvelles méthodes de traitement pour améliorer les recommandations de thérapie antibiotique
existantes. Dans ce contexte, I’administration de probiotiques comme adjuvant représente une

bonne option pour surmonter ce probléme.

Le microbiote anciennement appelé flore, désigne la communauté hétérogéne de micro-
organismes (bactéries, virus, parasites et champignons non pathogenes) qui est présente au

niveau oral, intestinal, vaginal et cutané é¢galement.

Notre tube digestif abrite 10'> & 10'* micro-organismes, dont cent mille milliards de
bactéries qui peuplent notre intestin. Le microbiote chez un individu normalement constitué
pese en moyenne 2 kg et contient 100 fois plus de génes que le génome humain. Nous sommes

des étres mosaiques constitués de cellules microbiennes et de cellules humaines.

Pendant longtemps, ces micro-organismes étaient associés a 1’idée de pathologie plutot
qu’a celle de bonne santé, mais grace a I’arrivée de la biologie moléculaire vers les années
2000, le microbiote a pu étre mieux exploré et de nombreuses études réalisées ont montré ses

roles majeurs. La science liée aux probiotiques est assez récente, mais en constante évolution.

Le but de ce travail est de faire le point sur 1’efficacité des probiotiques en supplément

d’un traitement d’éradication de Helicobacter pylori.

Cette thése va s’articuler en trois parties, la premicre partie va s’axer sur le microbiote
et les probiotiques, la deuxiéme sur ’infection a Helicobacter pylori et la troisiéme partie
recence des essais et méta-analyses évaluant I’intérét de la supplémentation en probiotique lors

de ’infection a Helicobacter pylori.
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11. Microbiote
1. Evolution du microbiote

Le microbiote anciennement appelé flore, désigne la communauté de micro-organismes
qui comprend non seulement 10'* bactéries (représente plus de 90% du microbiote), mais aussi
des champignons, des archées, des virus et des protozoaires vivant dans un environnement
spécifique appelé microbiome. Sa composition varie selon la localisation (gencives, estomac,
colon, vagin...), en fonction des conditions écologiques tres différentes (source de nutriments,
conditions d’humidité, présence ou absence d’oxygene, pH, mucus) qui influencent la nature

des micro-organismes, capables de proliférer dans telle ou telle zone.

A. Installation du microbiote intestinal

A la naissance, notre corps est considéré comme « exempt » de micro-organismes
malgré certaines études qui affirment que le feetus et le placenta ne le sont pas. On attend donc
la confirmation d’études complémentaires, afin de savoir s’il y a un transfert de bactéries de la
mere au foetus pendant la grossesse. La colonisation débute au contact de 1’environnement, les
premiéres bactéries qui s’implantent sont des staphylocoques, des entérocoques et des
entérobactéries. Ce sont des bactéries aérobies-anaérobies facultatives consommatrices
d’oxygene, mais capables de vivre en son absence, elles proliférent abondamment en faisant
du tube digestif un environnement « réducteur » ou I’oxygene disparait sitdt introduit ; ce qui
favorise par la suite ’implantation de bactéries anaérobies strictes (genre Bifidobacterium,
Bacteroides et Clostridium), qui ne peuvent se développer qu’en 1’absence d’oxygene. Enfin,
les enfants sont continuellement exposés a des nouvelles bactéries rencontrées dans leur
environnement, ce qui conduit & une forte variabilité interindividuelle dans la composition

bactérienne(1). Plusieurs facteurs jouent un réle dans la formation du microbiote (2):

- Age gestationnel : les enfants prématurés ont un retard de colonisation des
bactéries de type anaérobie provenant de la mére (Bifidobacterium et Bacteroides), alors que
la flore aérobie (entérobactéries, entérocoques, staphylocoques) s’implante rapidement. Ce
retard s’explique par le fait que ces enfants sont souvent nés par césarienne, trés rapidement

séparés de leurs meres, placés dans un environnement de soins intensifs fortement aseptisé.(1)

- Mode d’accouchement (par voie vaginale ou par césarienne) : le microbiote
intestinal d’un enfant né par césarienne a une composition proche des populations bactériennes

de I’environnement (mains du personnel médical, peau), tandis que I’enfant né par voie basse
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a un microbiote intestinal plus proche de celui du vagin de la mere. Les bactéries primo-
colonisatrices, jouent un role trés important, car elles peuvent par la suite perturber

I’implantation d’autres bactéries.(3)

- Alimentation : les bactéries du lait maternel ainsi que sa composition en
nutriments et produits immunologiques, participent a la diversification du microbiote intestinal
de ’enfant. Pendant les premiers mois de vie, il y a une abondance de bifidobactéries due au
régime lacté ensuite dés I’introduction d’aliments solides on aura un enrichissement et une

diversification progressifs du microbiote.(4)

- Prise d’antibiotiques : la prise d’antibiotiques est responsable de la
dégradation du microbiote, car ils agissent sur les bactéries responsables de I’infection mais
aussi sur celles qui y sont sensibles et en parallele cela favorise la prolifération de bactéries

pathogenes.

- Facteurs génétiques : la composition du microbiote differe moins entre deux
jumeaux que celle entre deux apparentés non jumeaux, elle-méme moins différente que celle

entre sujets non apparentés.(5)

modifications bénéfiques

modifications
consigerees comme
néfastes pour un
développement sain

Césarienne Vaginal

i i Staphylococcus, Lactobacillus, f -
Bﬁ"cﬁii%".;’"' Corynebacterium, Prevotella, Clostridium
Enterococcus Propionibacterium Sneathia

| |

Prénatal 1™ semaines o Microbiote type adulte

T1

Type d’alimentation Traitements

Allaitement maternel Formule infantile Bt Antibiotiques
Bifidobacterium Enterobacteriaceae g e‘::s Réduction de la diversité microbienne

Figure 1: Impact des facteurs externes sur le microbiote intestinal du nourrisson(6)

A partir de ’age de 3 ans, le microbiote intestinal est propre a chaque individu et stable

dans le temps. Par ailleurs le microbiote a une capacité de résistance aux perturbations
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écologiques comme une gastroentérite ou une antibiothérapie et de retour vers I’équilibre initial

en cas de perturbation (résilience).(7)

.Bd(lcloxdd(cdc
.La(hnosplra(cac
@ Ruminococcaceae
Prevotellaceae
.Enlorobac!onawao
.chl!onclla(cac
.Bnhdoba(lcrm(cac

Clostridiaceae
Lactobacilleaceae

9‘0 -“ 3

Birth 1 month 6 months 12 months 2 - 3 years

Bacterial diversity

Interindividual variability

Figure 2 : Etapes de la colonisation microbienne de ’intestin du nourrisson et de I’enfant.(8)

Des changements de microbiote surviennent a nouveau chez le sujet agé, le rapport
Bactéroidetes/ Firmicutes diminue, les proportions de bifidobactéries, de Faecalibacterium
prausnitzii et de plusieurs Firmicutes diminuent, tandis que les proportions d’ E. coli, de
Protéobactéries et de Staphylococcus augmentent(9), probablement du fait de I’impact de la
prise médicamenteuse et des modifications alimentaires qui surviennent plus fréquemment

quand le sujet est institutionnalisé (5)

B. Composition

« The Human Microbiome Project » (HMP) aux Etats-Unis et « The Meta-genomics of
the Human Intestinal Tract » (MetaHIT) sont des projets qui ont été mis en place pour étudier
la structure, la fonction et la diversité des microbiomes humains. Les résultats ont montré que
le microbiote dominant est composé de microorganismes anaérobies stricts appartenant
principalement a quatre embranchements bactériens (Phylum): Firmicute (60-80%),
Bacteroidetes (15-30%), Actinobacteria (2-25%) et Proteobacteria (1-2%). Alors que le
microbiote sous-dominant est composé d’especes aéro-anacrobies facultatives. Seulement, un

simple déséquilibre dans la composition peut provoquer des pathologies.
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Firmicutes (60-80%)
* Clostridium cluster XIVa (includes the group Eubacterium rectale-C. coccoides):
* Ruminococcus torques and R. gnavus
« Clostridium cluster 1V (includes the group C. leptum):

* Faecalibacterium prausnitzii
« Bacilli: Lactobacillus-Enterococcus

Bacteroidetes (15-30%)
* Bacteroides
* Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)
« Enterobacteriaceae

Eukarya
« Fungi /
Fusobacteria

Archaea
« methanogens
Spirochaetes

Verrucomicrobia (1-2 %) Actinobacteria (2-25%)
* Akkermancia « Bifidobacterium (up to 60-90% in BF infants)

muciniphila * Atopobium

Figure 3 : Représentation schématique de I’arbre phylogénétique montrant ’abondance relative des phylas
majoritaires du microbiote intestinal humain. (10)

Dans chacun de ces embranchements, on différencie des especes bactériennes. Chaque
individu, possede un microbiote unique, car une grande fraction des espéces est spécifique a
chacun d’entre nous (2). Au contraire, si on compare les individus en fonction des Phyla, on

observe une similarité de composition.

Bouche

\ CEsophage

/ Estomac

\ Vagin @ Firmicutes

10" bactéries . @ Bacteroidetes
@ Actinobacteria
@ Proteobacteria
@ Autres phyla

Figure 4 : Bactéries symbiotiques du corps humain.(11)

L’abondance des Phyla varie selon la localisation en fonction de la sensibilité de
I’écosysteme bactérien aux conditions de 1’environnement. Si on s’intéresse au tube digestif,

on s’apergoit que chaque organe a ses propres caractéristiques physicochimiques (pH, motilité,
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pression partielle en oxygeéne) et par conséquent son propre écosysteéme bactérien.
Effectivement, plus on se dirige vers l’intestin, plus I’acidité et I’oxygeéne se raréfient,
favorisant I’implantation de micro-organismes. Ainsi, la concentration microbienne au niveau
de ’estomac est de 10° bactéries/ml, car seules quelques bactéries acidophiles (par exemple
Helicobacter pilori) sont capables de coloniser ce milieu, puis la concentration atteint 10*
bactéries/ml au niveau du duodénum, 10® bactéries/ml au niveau de I’intestin gréle et 10!!
bactéries/ml au niveau du co6lon, on parle ici de variabilité transversale. La motilité du transit
joue également un réle important dans I’implantation des micro-organismes. En effet, moins il
y a de mobilités, plus les nutriments restent disponibles longtemps favorisant ainsi le
développement de micro-organismes. Au niveau du colon les résidus de nourriture restent
jusqu’a 30 heures, ceci explique également la forte concentration microbienne a ce niveau. La
présence de mucus est un autre facteur a prendre en compte. Si on s’oriente de la lumiére du
colon (a partir de la couche de mucus) vers 1’épithélium, on observe une diminution de la
concentration microbienne due a la diminution d’adhérence, c’est ce qu’on appelle la

variabilité horizontale.

Bactéries 02  pH Aliments Mucus

il

Figure 5 : Répartition des espéces bactériennes en fonction des conditions écologiques. (3)

!
<

S

a. Le microbiote oral
Le microbiote oral est composé de protozoaires, virus, champignons, archées et de 700
especes de bactéries, constituant ainsi la deuxiéme communauté bactérienne la plus diversifiée

du corps humain.

La voie de naissance, 1’environnement et 1’alimentation influent sur I’installation du
microbiote oral. Ainsi, on retrouve majoritairement des bactéries aérobies avant 1’éruption des

dents. Ensuite, dés I’apparition des premieres dents, le microbiote oral se diversifie grace a la
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création de nouvelles surfaces a coloniser (sillons gingivo-dentaires, sillons occlusaux,

surfaces dures dentaires). La composition du microbiote oral se stabilise vers I’age de 2 ans.

Du fait des différentes caractéristiques physico-chimiques des structures de la cavité
orale, on retrouve des compositions distinctes du microbiote. Par exemple, la salive contient
des nutriments et également des molécules anti-microbiennes issues du fluide gingival, ce qui
favorise 'installation de certains genres : Streptococcus, Prevotella, Haemophilus, Neisseria
et Veillonella. Au niveau du biofilm supra-gingival, on retrouve majoritairement des bactéries
a gram positif aérobies (Streptococcus, Corynebacterium, Capnocytophaga, Neisseria, Rothia
et Leptotrichia), tandis qu’au niveau infra-gingival dominent des bactéries a gram négatif
(Fusobacterium et Prevotella) en particulier chez les personnes souffrant de parodontite. Il est
a noter que chez les sujets en bonne santé, on retrouve de facon équivalente dans les deux
biofilms (supra et infra-gingivaux) certaines bactéries (Actinomyces, Porphyromonas et

Veillonella).

Certains changements tels que : I’age, hormones, modifications du débit ou de la
composition salivaire, mauvaise hygi¢ne bucco-dentaire et certains modes de vie (tabac, alccol,
alimentation) peuvent étre a 1’origine d’un déséquilibre du microbiote oral responsable de
maladies bucco-dentaires et pouvant influencer I’apparition de certaines pathologies

systémiques.(12)
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Figure 6 : Proportion des genres bactériens retrouvés dans les biofilms supra-gingivaux (A) et infra-gingivaux (B)
b. Le microbiote gastrique

Jusqu’a présent, la composition exacte du microbiote gastrique sain reste non
caractérisée. Suite a 1’étude de la composition du microbiote gastrique par biologie
moléculaire, les principaux phylums sont les : Protéobactéries, Firmicutes, Bactéroides et les
Actinobactéries. Le genre le plus couramment retrouvé dans I’estomac est le Streptococcus.
Certaines études montrent que H.pylori diminue la diversité du microbiote gastrique. Lors de
la présence de H.pylori, on observe une prédominance de ce pathogeéne sur les autres micro-

organismes (13).
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c¢. Le microbiote intestinal

Principalement constitué des phylums Firmicutes et Bactéroidetes. Le microbiote
intestinal n’est pas distribu¢ de fagon homogene car au fur et a mesure que I’on se déplace de

I’cesophage vers le colon, on s’apergoit d’une évolution de la diversité microbienne.

Le séquencage du métagénome d’échantillons de selles collectés aupres de 124
Européens en 2009, a mis en évidence la présence d’environ 1150 especes bactériennes
différentes dans le microbiote intestinal et chaque individu hébergerait environ 160 especes qui

lui sont propres en plus d’une soixantaine d’espéces dominantes communes.(7)

Selon un Consortium Meta HIT(14), il est possible de classer la population bactérienne
intestinale selon trois types d’entérotypes, chacun d’entre eux est identifiable par la variation
des niveaux de 1’un des trois genres : Bacteroides, Prevotella et Ruminococcus. L’abondance
de chacun de ces trois genres dominants est corrélée positivement ou négativement avec celles
d’autres genres, ce qui signifie que différents micro-organismes coexistent ou s’évitent(15).
Cette classification selon la composition communautaire privilégiée (€tats symbiotiques
équilibrés), n’est pas influencée par I’origine géographique, mais pourrait réagir différemment
a ’alimentation et a la prise de médicaments(2).

- Entérotype 1 : forte abondance Bacteroides, leur source d’énergie est principalement
dérivée des glucides et des protéines par fermentation, car ces genres ont un large
potentiel saccharolytique.

- Entérotype 2 : riche en Prevotella, qui dégrade les glycoprotéines de mucines présentes
dans la couche muqueuse de ’intestin

- Entérotype 3 : le plus fréquent, a une abondance élevée en Ruminococcus et est associé¢

a la dégradation de mucine et au transport membranaire des sucres.

Le microbiote intestinal est aussi capable de produire des vitamines, en plus de la
conversion des glucides complexes en substrats absorbables. La synthése de biotine, de
riboflavine, de pantothénate et d’ascorbate est plus abondante dans I’Entérotype 1 tandis que
la synthése de thiamine et de folates est plus abondante dans I’Entérotype 2. Cette stratification
du microbiote intestinal, est une approche intéressante qui nous permet de mieux comprendre

les maladies pour mieux les traiter.
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Common Abundance Function and

bacteria cfu/ml pH
Lactobacillus HCI secretion
Streptococcus Stomach  1-102 Macromolecule
Helicobacter digestion
Peptostreptococcus pH2
Doudenum 10 to 10°
Main digestion.
Absorption of
mono-
Streptococcus saccharides,
ctobaci Jejunum 10310 104 amino acids, fatty
o e ’ 03 » acids and water
pH4 to pH5a
fleum 107 to 10°
Bacteroides
Clostridium
Streptococcus
Actinomycinaea
Caecum
Proximal
Colon
Bile acids,
Bacteroides 10" to 1012 vit B12 and
Clostridium water
Bifidobacterium absorption
cteriaceae H7
gxgﬁ:ﬂ Distal Colon "
Rectum

Figure 7 : Représentation schématique du tractus intestinal montrant I’abondance des bactéries (cfu/ml) et leurs
principales fonctions au niveau des différents segments. (16)

d. Le microbiote cutané

Le microbiote cutané est composé de bactéries, archées, organismes fongiques du genre

Malassezia spp, virus et acariens du genre Dermodex, cet ensemble totalise 10° micro-

organismes/cm? de peau. On compte quatre phylas dominant au niveau du microbiote cutané :

Actinobacteria (51,8%), Firmicutes (24,4%), Protéobactéries (16,5%) et Bacteroidetes (6,3%).

Néanmoins, d’un point de vue topographique, on distingue différentes niches écologiques, du

fait des caractéristiques physico-chimiques qui varient selon la localisation dans le corps

humain (17):

Les zones seches (fesses, face interne de [’avant-bras) renferment des
populations mixtes d’especes bactériennes telles que des [-protéobactéries et
Flavobacteéries.

Les zones humides (narines, plis du coude, interfessier, ombilic, creux poplités,
espaces interdigitaux): prédominance de Corynebacterium et de
staphylococcus.

Les zones séborrhéiques (dos, visage, conduit auditif externe, sillon rétro

auriculaire etc.): prédominance de Propionibacterium et Staphylococcus.
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Figure 8 : Distribution topographique des bactéries sur les sites de la peau.(17)

Le microbiote cutané est tres impliqué dans la défense de 1’organisme, principalement
grace aux cellules de Langerhans épidermiques capables de reconnaitre I’antigene via les TLR
et d’activer les lymphocytes T naifs mais également au moyen de kératinocytes capables de
produire des composés antimicrobiens. Plusieurs études ont montré I’intérét du microbiote
cutané et plus spécialement celui d’une bactérie commensale cutanée staphylococcus
epidermidis dans la régulation de la réponse inflammatoire cutanée en réduisant la production

de cytokines pro-inflammatoires par les kératinocytes(18).

Ce microbiote est tres diversifié avec de grandes variations interindividuelles. En effet,
des facteurs endogeénes et exogenes peuvent impacter sa composition tels que 1’age, sexe,
génétique, climat, hygiene, prise de médicaments et I’utilisation de cosmétiques. Par exemple,
on constate une augmentation de bactéries a gram négatif sur le dos et les pieds lorsque la

température est basse avec un taux d’humidité élevée. Par ailleurs, certaines pathologies
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inflammatoires de la peau telles que 1’acné, la dermatite sont le résultat de déséquilibre de ce

microbiote.

e. Le microbiote vaginal
Le microbiote vaginal est soumis a différents changements au cours de la vie, cette
variation est énormément influencée par les taux d’oestrogeénes et de progestérones sécrétés
lors du cycle (enfance, adolescence, ménopause). Toutefois, la diversité du microbiote vaginal
est faible comparée aux autres microbiotes du corps humain et renferme majoritairement des

Firmicutes avec une prédominance de Lactobacilles(3).

La présence de Lactobacilles est un témoin de « bonne santé » du microbiote vaginal.
Les lactobacilles empéchent le développement de micro-organismes pathogenes en sécrétant
des composés antimicrobiens comme le peroxyde d’hydrogéne et 1’acide lactique. Ce dernier
participe également au maintien d’un pH vaginal acide autour de 4,5. Le taux d’cestrogéne
régule la sécrétion d’acide lactique. Ainsi, une diminution de la sécrétion d’oestrogenes lors du
cycle est responsable d’une diminution de la concentration d’acide lactique ce qui augmente le

pH, ceci facilite la colonisation par des bactéries pathogénes.

En plus de I’age et des variations hormonales, plusieurs autres facteurs peuvent étre
responsables d’un déséquilibre du microbiote vaginal : tabac, stress, activité sexuelle, mode de
vie (utilisation de tampon, produits d’hygiéne féminine, douche vaginale ) (19). Seulement,
cette dysbiose peut favoriser I’apparition de mycoses, vaginoses bactériennes et serait méme

associée a une altération de chance de reproductivité féminine(20).
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Figure 9 : facteurs de risque modifiables et non modifiables associés a I’homéostasie vaginale et a la dysbiose. (19)

2. Fonctions du microbiote
A. Effet barriére et fonctions immunitaires

Le développement du systéeme immunitaire de notre organisme se fait en réaction a
I’acquisition du microbiote. Le microbiote a un role-clé dans le développement, la maturation
et la stimulation du systtme immunitaire dans I’ensemble de 1’organisme. A son tour, le
systéme immunitaire veille a la formation et la préservation de I’écologie du microbiote
commensal. Cette coévolution est le fruit d’une relation symbiotique entre le microbiote et
I’hote. En effet, la réponse de I’hote vis-a-vis du microbiote doit étre adaptée en favorisant la
tolérance des micro-organismes bénéfiques, afin d’éviter toutes formes de syndromes

inflammatoires.

1. SIintestinal
Le tractus gastro-intestinal est le premier organe immunitaire de notre organisme, il
abrite environ 70% du systeme immunitaire humain. C’est grace a cet organe que le corps se
défend contre les antigenes nocifs tout en tolérant d’autres substances (par exemple
’alimentation) et les commensaux intestinaux. La défense de la muqueuse intestinale est non
seulement assurée par une barriere physique (sécrétions muqueuses, péristaltisme intestinal,
renouvellement rapide de I’épithélium) permettant le passage a certaines molécules et pas

d’autres, mais aussi par un systéme immunitaire spécialisé¢ de I’intestin gréle appelé GALT
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(tissu lymphoide associ¢ a I’intestin) qui échantillonne réguliérement la lumiére intestinale

@1).

1.1. Systéme lymphoide associé¢ a I’intestin :
La lamina propria contenant vaisseaux sanguins et canaux lymphatiques, est séparée de
la lumiére intestinale par une couche d’épithélium. Le mucus sécrété par les cellules du gobelet

et les protéines bactéricides sécrétés par les cellules de Paneth recouvrent 1’épithélium.

Le systeme lymphoide associé a I’intestin, est composé d’une part de tissus lymphoides
disséminés dans la muqueuse intestinale qui stockent les cellules immunitaires et d’autre part
de plaques de Peyer et de ganglions mésentériques ou s’initie la réponse immunitaire, reliés

par un réseau lymphatique intestinal.

1.1.1  Les cellules immunitaires :

Les lymphocytes sont issus de cellules-souches hématopoiétiques, capables de
proliférer et de se différencier au niveau de la moelle osseuse. C’est ensuite au niveau des
organes lymphoides primaires (la moelle osseuse pour les lymphocytes B et le thymus pour les
lymphocytes T) que s’acquiert la tolérance du soi et la maturation des lymphocytes dits naifs,
qui n’ont pas encore rencontré 1’antigéne. Enfin, c’est lors de la rencontre avec 1’antigeéne au
niveau des organes lymphoides périphériques (rate, ganglions etc) que les lymphocytes
deviendront activés.

e Cellules lymphoides B

Exclusivement localisées dans la lamina propria, elles sont sous forme de plasmocytes
sécrétant principalement des IgA sécrétoires (IgAs). Les IgAs jouent un réle de protection
contre les bactéries, les parasites ou les entérovirus en formant des complexes immuns qui sont
englobés dans le mucus et éliminés par péristaltisme.

e Lymphocytes T

Ils sont présents dans la lamina propria et dans I’épithélium intestinal, les LT situés
dans la lamina propria expriment en majorité le phénotype CDs4 et les lymphocytes intra-
¢épithéliaux situés a proximité des antigénes intraluminaux exprimant essentiellement le

phénotype CDs.

Les lymphocytes auxiliaires CDs4 jouent un rdle central dans la coopération

intercellulaire immunitaire dans I’immunité adaptative. Les CD4 permettent d’orienter la
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réponse immunitaire soit vers une réponse humorale en stimulant les lymphocytes B ou vers
une réponse a médiation cellulaire cytotoxique en stimulant les lymphocytes T CDs.

e Autres cellules

Outre les lymphocytes et plasmocytes, la lamina propria contient des macrophages, des
mastocytes et des polynucléaires qui participent activement a la défense de la muqueuse.

1.1.2 Les plaques de Peyer :

Constituent des amas de follicules lymphoides, organisés entre la muqueuse et la sous-
mugqueuse, présents au niveau de I’intestin gréle, du cdlon, du rectum et de I’appendice. Elles
comprennent trois zones :

e Dome sous-épithélial : situé¢ dans la partie superficielle de la plaque de Peyer,
juste au-dessus du follicule lymphoide, contient des cellules M. Elle est riche
en lymphocytes B, T et macrophages.

e Follicules lymphoides : riches en plasmocytes spécialisés principalement en
production d’IgAs et en lymphocytes T CDs.

e Zone inter-folliculaire : présence de veinules, au niveau desquelles se fait
I’entrée des lymphocytes du sang dans les plaques de Peyer. Cette zone est

constituée de cellules T.

1.1.3 Cellules M (Microfold cells, signifie cellules a plis microscopiques):

Situées dans 1’épithélium intestinal au niveau des plaques de Peyer, elles forment des
replis cytoplasmiques ou viennent se loger les lymphocytes B, T et macrophages. A ce niveau,
il y a passage d’antigénes contrairement aux entérocytes adjacents, car il y a une faible
sécrétion de mucus et d’IgAs. Ces antigénes sont présentés par les cellules présentatrices
d’antigeénes via le CMH II aux Lymphocytes T naifs CD4 et via le CMH I aux lymphocytes T
naifs CDS8 au niveau de la lamina propria, cela va permettre d’activer ces derniers et favoriser

leurs expansions.
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Figure 10 : Anatomie du systéme immunitaire intestinal.(22)
1.1.4. Cycle hémolymphatique :
Les lymphoblastes sensibilisés au niveau des plaques de Peyer migrent vers les
compartiments systémiques via le réseau lymphatique. Aprés maturation, ces lymphocytes
retournent au niveau de la muqueuse intestinale sous forme fonctionnelle. C’est grace a ce

cycle hémolymphatique que ces lymphocytes deviennent des cellules matures effectrices. (23)

a. Définition de la tolérance
Meécanisme physiologique de régulation de la réponse immunitaire, conduisant a
I’absence de réponse face a certains antigénes (constituant du soi). La rupture de la tolérance

est responsable de maladies inflammatoires chroniques pathologiques.

b. La symbiose entre le systtme immunitaire et le microbiote
De¢s la naissance, le microbiote et le systéeme immunitaire interagissent et co-évoluent
ensemble, ces interactions sont essentielles pour le maintien de I’homéostasie. Il a été démontré
que les souris axéniques, élevées en milieu stérile et dépourvues de microbiote ont des défauts
de développement du systéeme immunitaire(24). Cela reflete bien I’importance du microbiote,
qui a pour role d’éduquer le systtme immunitaire et de veiller au bon développement de

I’immunité innée et adaptative.

36



Le microbiote intestinal forme une barrieére, qui protége I’épithélium intestinal de
I’invasion par des bactéries pathogénes. Il sécréte des bactériocines, stimule la production de
peptides antimicrobiens par action sur les cellules épithéliales, augmente la production d’IgAs

et favorise le bon fonctionnement des jonctions serrées entre les cellules épithéliales.(7)

L’immunité innée est une immunité archaique, automatique, qui est en premiere ligne
face aux agents pathogenes. Les PRR (Pattern Recognition Receptors) formés de TLR (Toll
Like Recepetor) et de NODs (Nucleotide Binding Oligomerization Domain) ont un role-clé
dans ’immunité innée car ils permettent de distinguer les microorganismes en reconnaissant

les motifs moléculaires (MAMP) exprimés par les bactéries, levures et virus.

Les TLR sont des protéines exprimées sur des cellules immunitaires et non
immunitaires. Chez les mammiferes, cette famille comprend onze protéines (TLR1-TLRI11).
L’activation des TLR conduit a la sécrétion d’interféron et au recrutement de MyD88 (réponse
primaire de différenciation myéloide) ce qui active la signalisation MAPK (ensemble de
protéines nécessaires a I’induction de mitoses) et le facteur nucléaire NF-kB (nuclear factor
kappa-B). Cette signalisation TLR controle la maturation des cellules dendritiques

responsables de la différenciation des ThO en Treg.

NLR est une autre famille de récepteurs membranaires. Actuellement, il y a plus de 20
NLR identifiés, les plus importants sont NOD1 présent de fagcon ubiquitaire et NOD2 sur les
cellules dendritiques, macrophages, cellules de Paneth, cellules intestinales, pulmonaires et
¢épithéliales et cellules T. Aprés la reconnaissance des composés microbiens, les récepteurs
NOD s’activent, ce qui entraine I’activation des MAPK, NF-kB et la production de médiateurs
inflammatoires. L’inflammasome est un complexe protéique, composé de plusieurs protéines
dont les NLR responsable du recrutement de la caspase activant ainsi une cascade de cytokines

pro-inflammatoires.

Cette reconnaissance des MAMP grace aux PPR induit des signaux pro-inflammatoires
(IL1 B, IL6, TNF a) face aux agents pathogenes, conduisant a 1’¢laboration d’une réponse
immunitaire adaptative ou a des signaux anti-inflammatoires (IL10) en réponse a la présence

de la flore commensale, favorisant ainsi la tolérance immunitaire(25).

Apres cette premiere étape, I’immunité adaptative se met en place, cette immunité est
plus spécifique que I’'immunité innée et fait intervenir des lymphocytes B et T. Lors d’un
contexte cytokinique pro-inflammatoire, on aura une réponse dirigée vers le pathogéne par des

lymphocytes T effecteurs, alors que dans un contexte anti-inflammatoire les lymphocytes Treg
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induisent une tolérance. Les lymphocytes Treg sont stimulés par I’intermédiaire des acides gras
a chaines courtes produites par les bactéries du soi. Pour garantir une homéostasie intestinale,

il faut un équilibre entre les Lymphocytes T effecteurs (Th17) et régulateurs (Treg) (26).
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Figure 11: Immunomodulation par le microbiote intestinal.(9)
B. Fonctions métaboliques

Le microbiote intestinal puise 1’énergie nécessaire a sa croissance des glucides et des
protéines issues de la fermentation des fibres complexes indigestes. Il est donc capable de
convertir les glucides, protéines et lipides en métabolites, qui pour la plupart ont un effet

bénéfique sur la santé de 1’hote.

1. Métabolisme des glucides

Les glucides complexes qui composent les fibres alimentaires sont présents dans les
céréales, les fruits et les légumes. La quantité de glucides fermentescibles qui parvient au
niveau du colon est de 10 g a 60g par jour en fonction du régime alimentaire. La fermentation
permet de transformer les fibres indigestes en sucres simples grace a des enzymes produits par
les bactéries du microbiote colique. Les oses sont ensuite fermentés en acide gras a courte
chaine (AGCC) et en gaz. Les AGCC majeurs produits (acétate, propionate et butyrate) sont
absorbés au niveau de I’épithélium intestinal et métabolisés dans différents organes. Le

butyrate par exemple a des effets trophiques coliques et immunomodulateurs et le propionate
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module la production hépatique de cholestérol. (27)(28) Les gaz produits peuvent étre excrétés
par émission rectale, par voie pulmonaire mais aussi transformés par les bactéries du

microbiote colique en méthane, acétate ou en sulfures.
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Figure 12 : Dégradation et fermentation des polyosides dans le c6lon humain.(29)
2. Meétabolisme des protéines
La quantité de composés azotés présents dans le colon varie de 6 a 18 g par jour. La
fermentation des protéines se fait grace aux bactéries dites « protéolytiques », cette dégradation
aboutit a la formation de métabolites potentiellement toxiques pour 1’héte (phénols, indoles,
ammoniacs, amines). Les composés phénoliques et indoliques sont détoxifiés dans la

mugqueuse colique puis excrétés dans les urines.

Les acides aminés issus de la protéolyse sont utilisés par les bactéries glycolytiques
pour la synthese de protéines bactériennes et aussi par certaines bactéries qui ne fermentent pas
le glucose comme source principale d’énergie. La désamination des acides aminés conduit a la

formation d’acides gras a chaine courte et ammoniac, ce dernier peut également étre utilisé
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comme source d’azote par les bactéries ou étre transformé par le foie en urée et éliminé dans

les urines.(7)
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Figure 13 : Métabolisme microbien des protéines dans le c6lon humain.(29)

3. Métabolisme des lipides
Les lipides pris en charge par le microbiote au niveau du colon sont les lipides non
absorbés dans I’intestin gréle et ceux provenant de la desquamation des colonocytes et les
lipides bactériens. Le colon recoit de 5 a 8 g de lipides par jour en conditions physiologiques,
dont 1g de cholestérol. Les acides gras sont transformés (hydrolyse, oxydation, réduction,
hydroxylation) et le cholestérol est quant a lui converti en coprostanol par le microbiote grace

a ’action de bactéries du microbiote intestinal.
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Figure 14 : Structure du cholestérol et du coprostanol. (29)
C. Fonctions synthétiques (production de vitamines)

Le microbiote synthétise des vitamines essentielles chez I’homme comme la vitamine

K, C, Niacine, Biotine, I’acide folique et I’acide pantothénique. (30)

D. Métabolisme des xénobiotiques et médicaments

Malgré tres peu de données a ce sujet, le role du microbiote dans le métabolisme des
xénobiotiques et des médicaments a été reconnu pour la premiere fois il y a plus de 40 ans, lors
d’études qui ont mis en évidence I’inactivation de molécules telles que la L-DOPA, la Digoxine
ou la Sulfasalazine ou I’augmentation de la toxicité de certains médicaments anticancéreux par
effet du microbiote. Le p-crésol est un métabolite microbien intestinal qui permet de réduire la
capacit¢é du foie a métaboliser 1’acétaminophéne par inhibition compétitive des
sulfotransférases hépatiques. Autre exemple est I’inactivation de la digoxine par la souche
Eggerthella lenta, ce qui explique I’inefficacité de cette molécule chez certains patients. Depuis
2010, une nouvelle discipline est née sous le nom de « pharmacomicrobiomique » qui étudie
les interactions médicaments-microbiome pour choisir le bon médicament, a la bonne dose

pour le bon patient, vers une médecine personnalisée.(2)(31)

41



4. Techniques d’étude du microbiote
Il existe deux grandes méthodes pour étudier le microbiote : la culture et la
métagénomique, elles sont complémentaires et indispensables pour décrire le microbiote

humain.

A. La mise en culture

La culture microbienne est la premicre technique qui a permis le début du recensement
des especes présentes dans notre microbiote, mais étant une technique fastidieuse et couteuse,

elle a été progressivement remplacée par les méthodes moléculaires.

Cependant a cause des biais rencontrés lors de I'utilisation des méthodes moléculaires
et leurs incapacités a détecter des concentrations < 10° -10° bactéries par gramme de selle, on

s’est réintéressé a la culture.

« Microbial culturomics » a été développé pour cultiver dans différentes conditions les
especes afin de les sélectionner puis de les identifier de fagon rapide et peu couteuse grace a la
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionisation/time

of flight).(32)

Grace a la culturomique, la détection des populations rares et I’attribution taxonomique
de la matiere noire microbienne (séquences non attribuées lors d’études métagénomiques) a
été facilitée mais malgré ces énormes avancées, la charge de travail, I’impossibilité de tester
plusieurs échantillons en méme temps et d’identifier certains micro-organismes « pas encore

cultivables » représentent des inconvénients majeurs.(33)
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Figure 15 : Histoire de la culturomique en microbiologie clinique. (33)
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B. Spectrométrie de masse MALDI TOF

Le prix Nobel a ét¢ décerné au MALDI TOF MS en 2002, ce procédé¢ associe une source
d’ionisation assistée par une matrice et un analyseur de temps de vol. Le MALDI TOF MS a
révolutionné les laboratoires de microbiologie, grace a ses capacités d’identification rapide et
a faible colt d’un nombre important d’espéces bactériennes, les toxines, les profils de

résistance aux antibiotiques, les archées, les eucaryotes et les virus.(33)
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Figure 16 : Fonctionnement du MALDI-TOF /MS.(34)
C. Métagénomique

La génomique consiste a séquencer un génome unique, contrairement a la
métagénomique qui est une technique de séquencage et d’analyse du génome contenu dans un
milieu. Cette derniére, peut séquencer les génomes de plusieurs espéces, dans un milieu donné,

c’est donc cette méthode qui est utilisé pour étudier le microbiome.

Pour I’étude d’échantillons, 1’analyse métagénomique peut étre réalisée selon deux
approches. La plus utilisée, est la métagénomique ciblée (metabarcoding), qui consiste a
séquencer un ou plusieurs genes particuliers, commun a plusieurs espéces. La seconde
méthode, appelée métagénomique shotgun, consiste a séquencer 1’ensemble des génomes des

organismes présents dans le milieu a analyser (35).

En métagénomique ciblée, le géne cible, doit étre communs a plusieurs especes, tout en
présentant des régions variables afin de discriminer une espéce. Par exemple, en bactériologie
la cible principale est le géne de ’ARN 16S, uniquement présent chez les bactéries qui sont
donc les seules séquencées. L’ARN 16S est codant et possede des régions constantes et

variables. Les régions constantes sont identiques chez toutes les bactéries et c’est grace a des
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amorces qui reconnaissent ces régions que I’ARN 16 S est capturé de I’échantillon. Les
séquences au niveau des régions variables permettent d’identifier les taxons bactériens (especes
détectées). Grace a la bio-informatique et la biostatistique, les lectures obtenues apres le
séquencage sont alignées sur les génomes bactériens référencés dans les bases de données, pour

identifier et classifier les especes bactériennes détectées.(36)

La métagénomique shotgun, permet d’avoir un apercu plus global de la composition du
microbiome (virus, bactéries, champignons etc.). Les séquences obtenues apres assemblages
des lectures, issues du séquencage, permettent d’identifier les especes a partir de génomes
référencés dans les bases de données. Pour les séquences absentes, elles définissent de
nouvelles especes qui seront ajoutées aux bases de données.
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Figure 17 : Principales étapes du séquencage. (37)
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Discussion :

Les micro-organismes qui peuplent notre intestin sont pour la plupart trés difficiles a
cultiver et c’est grace au développement d’outils d’analyse que la science du microbiote s’est
modernisée. L’avénement de la biologie moléculaire au début des années 2000 a permis
I’analyse du microbiote dans sa globalité. Cela fait seulement une vingtaine d’années que cette

science se développe, ce qui est court pour connaitre un organe aussi complexe.
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5. La dysbiose
L’eubiose est I’état dans lequel un microbiote est en équilibre, capable d’exercer des

fonctions bénéfiques sur [’hdte (métabolisme, immunité, effet barriere) (38).

Petersen et Round ont défini en 2014 la dysbiose comme étant « tout changement dans
la composition des communautés commensales résidentes par rapport a la communauté trouvée
chez les individus en bonne santé ». Or le probléme qui se pose actuellement est qu’il est
difficile de définir un microbiote normal, car le microbiote peut avoir différentes compositions
selon les individus, tout en maintenant un écosystéme microbiote-hote normal. Il faut donc
retenir que la dysbiose est surtout un déséquilibre dans les fonctions qu’exerce le
microbiote(39). Cette dysbiose peut étre soit la cause soit la conséquence de maladies comme
les maladies inflammatoires de I’intestin (MICI), les maladies métaboliques (diabete et obésité
morbide), maladies neuropsychiatriques, allergies etc. Les facteurs responsables de cet état
dysbiotique sont (40):

- Alimentation

- La prise de médicaments surtout celle d’antibiotiques
- La génétique de I’hote

- Hygiéene

- Infection et inflammation
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Figure 18 : Le microbiote intestinal et le développement de la maladie.(40)
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Le microbiote dysbiotique influence le syst¢eme immunitaire de I’h6te afin de maintenir
un état dysbiotique et ceci en modulant la signalisation de I’inflammasome, des TLR et la
dégradation des IgAs tout en maintenant I’inflammation grace a certains mécanismes tels que

le complément pour préserver des conditions inflammatoires qui favorisent la croissance des

pathobiontes.
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Figure 19 : impact de la dysbiose sur le systéme immunitaire de ’hdte.(40)
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I11. Probiotiques
1. Histoire

Le terme « probiotique » fut introduit pour la premiére fois en 1965 par Lilly et
Stillwell, mais leurs traces remontent a beaucoup plus loin en 1900 avant J-C ! Dans la Genése,

il est écrit qu’ Abraham devait son étonnante longévité a la consommation de lait aigre. (41)

Les produits fermentés étaient représentés dans les hiéroglyphes égyptiens, et le lait de
yak fermenté est traditionnellement utilis¢ par les nomades tibétains pour conserver le lait

pendant leurs longs voyages.(42)

L’étude de notre microbiote remonte au début du 20°™ siécle, Pasteur a identifié les
bactéries et les levures responsables du processus de fermentation, alors que I’un de ses éléves
Elie Metchnikov (scientifique russe, lauréat du Nobel et professeur a ’institut Pasteur a Paris)
a mis en évidence les bénéfices des ferments lactiques sur notre organisme. Il a proposé cette
théorie aprés avoir associé la longévité des paysans bulgares a leur régime alimentaire, qui

comprenait de grandes quantités de yogourt fermenté. (43)

Depuis un siccle la bactérie Escherichia coli Nissle 1917 est utilisée pour traiter les
troubles gastro-intestinaux, découverte pendant la premiére guerre mondiale par le Professeur
Alfred Nissle, qui isola cette souche a partir de selles d’un soldat qui n’avait pas développé

d’entérocolite lors d’une épidémie sévere de shigellose.(43)

En 1907, Henry Tissier a isolé Bifidobacterium d’un nourrisson, ses recherches 1’on
conduit a penser que les bifidobactéries sont de « bonnes bactéries » qui remplacent « les
mauvaises bactéries » dites « protéolytiques » responsables de la diarrhée et donc il

recommanda 1’administration des bifidobactéries aux enfants souffrant de diarrhée.(43)

Les probiotiques ne sont donc pas une invention récente, mais 1’intérét porté par les
chercheurs a ce domaine a surtout augmenté de fagon exponentielle a partir des années 2000.
Ceci s’est traduit par I’augmentation du nombre de publications sur les probiotiques (de 176
par an en 2000 a 1476 par an en 2014) (42), grace aux progres de la science et aux techniques
de séquengage a haut débit. Cette étape nous a permis de quitter une époque « empirique »
durant laquelle on donnait « du yaourt parce que ¢a fait du bien » pour nous diriger enfin vers

une utilisation rationnelle et précise des probiotiques. (41)
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Figure 20 : Nombre de publications et d'essais contrélés randomisés sur les probiotiques a partir de PubMed.! (42)

! Les publications (lignes continue) et les essais controlés randomisés (ligne pointillée), par décennie (1950-
1990) ou par année (apres 2000), sur les probiotiques a partir de la recherche Pub Med, 1950-2014.
Total de 12 947 publications et 477 essais randomisés.



2. Définitions
A. Probiotiques

Le terme « probiotique » est issu des termes grecs « pros » qui signifie « en faveur » et
« bios » signifie « pour la vie ». Utilisé pour la premiére fois en 1965 par Daniel Lilly et Rosalie
Stillwell, il désigne les « substances produites par des micro-organismes et qui favoriseraient

la croissance d’autres micro-organismes ».

Plus récemment, un groupe d’experts européens a proposé une définition, qui a été
adoptée en 2001 par I’Organisation mondiale de la santé (OMS) et I’organisation des Nations
unies de 1’alimentation et ’agriculture (FAO) : « le terme probiotiques désigne les micro-
organismes vivants, qui administrés en quantité suffisante, ont des effets bénéfiques sur la santé

de I’hote » .(44)

Le qualificatif « probiotique » est réservé a des bactéries ou levures vivantes qui
peuvent étre intégrées a des aliments, des médicaments ou des compléments alimentaires, dans

le but d’induire un effet bénéfique pour la santé de 1’hote.

La classification des probiotiques est stricte et organisée en genres bactériens,

composés eux-mémes d’especes puis de souches.

Pour qu’un organisme soit considéré comme potentiellement probiotique, il doit

répondre a certains critéres (45):
- La souche utilisée doit étre clairement identifiée
- Sans danger pour ’usage prévu

- Effet bénéfique démontré chez I’héte : au moins un essai clinique positif sur

I’homme mené conformément aux normes scientifiques.
- Survivre aux différents procédés de production

- Rester viable et stable durant la conservation et au cours du transit gastro-

intestinal
- Etre capable de coloniser le milieu intestinal, persister et se multiplier

- Adhérer aux cellules intestinales et réduire ’adhésion des pathogénes
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B. Prébiotiques

En 2007, les experts de la FAO/ OMS ont défini les prébiotiques comme un composant
alimentaire non viable qui confere a I’hote un bénéfice pour la santé associé¢ a une modulation

du microbiote.(46)

Les prébiotiques doivent étre bien différenciés des probiotiques, car ce ne sont pas des
micro-organismes. Ils représentent une source d’énergie métabolisable par la microflore
intestinale ou probiotique, pour stimuler la croissance sélective de microorganismes vivant a
effet positif sur la santé.(43) Les bactéries supposées bénéfiques dont ils augmentent les

concentrations coliques sont majoritairement les bifidobactéries et les lactobacilles.

Les fibres alimentaires sont naturellement présentes dans notre alimentation surtout
dans les fruits et les [égumes. Les cellules de notre corps sont incapables de digérer ces fibres

seules et c’est grace aux bactéries du microbiote que cela est possible.

Les prébiotiques les plus communs sont (43) : fructo-oligosaccharides (FOS), I’inuline,
le galacto-oligosaccharides (GOS), transgalacto-oligosaccharides (TOS) et le lactulose.
Pour étre considéré comme prébiotique, il y a certains critéres de sélection a respecter

(46):

- Résister a I’acidité gastrique, a ’hydrolyse et a I’absorption gastro-intestinale
- Ktre sélectivement fermenté par des bactéries potentiellement bénéfiques dans le
colon.

- Avoir un effet bénéfique sur la santé de I’hote

En effet, ces molécules ne sont pas absorbées dans 1’intestin gréle mais y exercent un
effet osmotique et sont fermentées dans le célon ce qui diminue le pH favorisant ainsi la
multiplication de certains groupes microbiens tels que les lactobacilles et les bifidobactéries.
(47). La fermentation dans le colon posséde un grand nombre d’effets physiologiques qui
incluent (46):

- Augmentation de la production des différents acides gras a chaine courte : la
plupart des AGCC sont absorbés dans 1’intestin ou utilisés par le microbiote. Par
exemple le butyrate est la principale source d’énergie pour les colonocytes et les
entérocytes et le propionate peut étre converti en glucose lors de la néoglucogenese.

- Une éventuelle amélioration du syst¢éme immunologique :

e Modulation de la production de mucine
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e Augmentation du nombre de lymphocytes et/ ou de leucocytes dans les tissus
lymphoides associés a I’intestin (GALT) et dans le sang périphérique
e Augmentation de la sécrétion d’IgAs par les GALT
- Une augmentation du nombre de bifidobactéries dans le colon, ce qui inhibe des
agents pathogenes en diminuant la teneur du sang en ammoniaque et en
produisant des vitamines et des enzymes digestives
- Une augmentation de ’absorption de calcium
- Une augmentation de la masse des selles

- Temps du transit gastro-intestinal plus court

Néanmoins a cause de 1’effet osmotique et fermentescible des prébiotiques, des effets
indésirables dose dépendant et selon la susceptibilité¢ individuelle, peuvent survenir de type

ballonnement, exces de gaz et douleurs. (47)

C. Symbiotiques

En 1995, Gibson et Roberfroid ont introduit le terme « symbiotique » pour décrire une
combinaison de probiotiques et de prébiotiques a action synergique. L’objectif de cette
association est d’améliorer la survie des probiotiques mais aussi de stimuler les bonnes

bactéries présente dans notre tractus gastro-intestinal.

Un exemple d’un symbiotique fréquemment utilisé : Bifidobacterium ou Lactobacillus

avec du fructo-oligosaccharides. (46)
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3. Nature des micro-organismes probiotiques

De nombreux micro-organismes sont utilisés dans 1’industrie de I’alimentation humaine

et animale mais aussi dans 1’industrie pharmaceutique. Je vais détailler les bactéries lactiques

et les levures car ce sont celles qui sont le plus présentes dans les produits commercialisés.

Genre

Espece

Lactobacillus

. rhamnosus
. acidophilus
casei
bulgaricus
gasseri

. reuterii

. plantarum

. Sporogenes

Bifidobacterium

. longum

. breve

. infantis

. bifidum

. adolescentis

Lactococcus

M~y b b o oo N NN N

. cremoris
L. lactis

Streptococcus

S. thermophilus

Enterococcus

E. faecium

Pediococcus

P. acidilactici

Bacillus

B. cereus

B. sobtilis

B. licheniformis
B. megaterium
B. clausii

B. laterosporus
B. pumilus

Saccharomyces

S. cerevisiae
S. cerevisiae var boulardii

Tableau 1 : Les espéces microbiennes principalement utilisées comme probiotiques. (44)

A. Bactéries lactiques (LAB)

Ce sont des bactéries a gram positif, immobiles et non sporogenes, pouvant étre

anaérobies ou aérobie facultative. Ces bactéries sont présentes dans les environnements riches

en glucides, par exemple les aliments fermentés (les yaourts, le fromage, la biére...), les plantes

etc. Les LAB constituent un groupe hétérogéne de bactéries appartenant aux genres :

Bifidobacterium, Enteroccus, Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Pediococcus, Streptococcus et Weissella.

53




Le métabolisme des bactéries lactiques est uniquement fermentaire, produisant ainsi de
I’acide lactique a partir de sucres. On peut classer les LAB selon leur mode de fermentation en
homofermentaire ou hétérofermentaire. Les homofermentaires transforment le glucose
principalement en acide lactique, tandis que les hétérofermentaires le convertissent en acide
lactique et en d’autres produits (éthanol, acide acétique et dioxyde de carbone). La voie bifide
est une voie hétérofermentaire empruntée par les Bifidobacterium qui transforme le glucose en

acide lactique associé a de ’acétate. (48)

Les bactéries lactiques assurent la conservation des aliments, car grace a leurs
sécrétions d’acide lactique, elles abaissent le pH et limitent la prolifération bactérienne, d’autre
part elles modifient les caractéristiques organoleptiques des aliments (saveur, texture). Les
genres les plus utilisées pour leurs potentiels probiotiques sont les: Bifidobactéries,

Streptococcus, Lactobacilles.
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ATP l ATP
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}
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«> dihydroxyacetone-P

ribose-5-P
xylulose-5-P 1,3-biP-glycerate acetyl-P
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rioulose-o- acetyl-P 3-P-glycerate acetyl-CoA
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_ 2-P-glycerate acetyldehyde
phosphoenolggfpruvate
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Figure 21 : Voies homofermentaire, hétérofermentaire et bifide. (49)

a. Bifidobactéries
Ce sont des bactéries anaérobies immobiles a gram positif, de la classe des
Actinobacteria, ordre des Bifidobactériales et de la famille des Bifidobacteriaceae, elles ont
des formes tres variables avec des arrangements en chainettes €toilées, en V ou en palissade.
La température optimale pour leurs croissances se situe entre 37-41°C avec un pH optimal

entre 6-7. Elles sont hétérofermentaires et synthétisent de I’acide lactique et acétique. Ces

bactéries font partie des populations bactériennes prédominantes du microbiote, elles ont été
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isolées par le pédiatre Tissier pour la premicre fois dans les excréments des nourrissons allaités
et depuis elles sont incorporées dans les produits laitiers ou dans les compléments alimentaires

et produits pharmaceutiques.(50)

b. Streptococcus
Ce sont de petits Cocci, immobiles, ronds ou ovalaires disposés en chainettes, ces
germes sont aéro-anaérobies facultatifs. Ils appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe
des Bacilli, ordre des Lactobacillales. Il existe des streptocoques présents de fagon commensale
dans notre microbiote et d’autres sont des pathogénes responsables de maladies. Les
streptocoques sont homofermentaires et donc synthétisent uniquement de 1’acide lactique lors

de la fermentation de glucose.

c. Lactobacilles
Il existe plus de 190 especes de lactobacilles, ces bactéries sont a gram positif,
anaérobies facultatives, immobiles, non sporogenes, en forme de batonnets. Ce groupe de
bactéries appartient au phylum Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des Lactobacillales et a la
famille des Lactobacillaceae. Elles sont soit homofermentaires ou hétérofermentaires selon les
especes et sont polyauxotrophes. Elles exigent donc un certain nombre de bases azotées,
vitamines et minéraux pour se développer (51). Le lauréat du prix Nobel russe Elie Metchnikoff

a démontré que la consommation de lactobacilles était bénéfique pour la santé de I’hdte.

B. Levures : Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii est une levure, isolée pour la premiere fois en 1923 par le
scientifique Henri Boulard a partir de fruits de litchis et de mangoustans. C’est lors de
I’épidémie du choléra que le scientifique Henri Boulard a remarqué 1’efficacité de ces fruits

dans I’amélioration des symptodmes du choléra.

Depuis 1950, de nombreuses ¢études ont montré son action dans la prévention et le
traitement des diarrhées. En France, le seul médicament contenant Saccharomyces boulardii
est I’Ultra-levure. Suite a des cas de fongémie, cette spécialité a été contre indiquée chez les

immunodéprimés et les patients porteurs de cathéters.

C. Autres souches :

55



E. coli Nissle 1917 : cette souche n’est pas commercialisée en France, mais elle est
utilisée comme probiotique dans d’autres pays européens (Allemagne, Belgique, Suisse) dans
le cas de maladies de I’intestin (syndrome du c6lon irritable, colopathie fonctionnelle, Crohn

ou rectocolite hémorragique).
4. Mode d’action des probiotiques

Etant donné que chaque effet probiotique est spécifique & la souche utilisée, le bénéfice
pour la santé n’est pas nécessairement applicable a une autre souche méme au sein d’une méme
espece. Ainsi, il est important de bien comprendre les mécanismes d’action des souches
probiotique pour pouvoir les utiliser de fagon ciblée lors des différentes applications
thérapeutiques. Seulement, il reste encore un travail de recherche a faire car une grande partie
des mécanismes d’action demeure inconnue. Néanmoins, plusieurs de leurs mécanismes

d’action engendrent des effets antagonistes envers les micro-organismes pathogénes.

A. Régulation des fonctions des cellules épithéliales :

a. Renforcement de la barriére épithéliale
L’intégrité de la barriére intestinale est assurée par un complexe jonctionnel serré entre
les cellules épithéliales pour empécher le passage du pathogene. L’altération de I’intégrité de

cette barricre physique peut entrainer des états inflammatoires.

De nombreuses études, ont montré 1’intérét des probiotiques dans le renforcement de la
barriére épithéliale. En effet, certaines souches de lactobacilles augmentent 1’expression de
genes codant pour les jonctions d’adhérence (52), notamment, lors d’agressions par le peroxyde
d’hydrogene, Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) sécréte deux peptides p40 et P75 qui
améliorent la translocation des protéines jonctionnelles (53). Aussi, les études faites sur
Escherichia coli Nissle 1917 ont montré que cette souche empéche la perturbation de la barricre
muqueuse par E. coli entéropathogene en stimulant la synthése de défensines d’une part, et

d’autre part restaure I’intégrité cellulaire (54).

b. Inhibition compétitive de I’adhésion des agents pathogénes
L’adhésion a la muqueuse intestinale est un critére important dans le choix d’une
souche probiotique. Les probiotiques inhibent I’adhérence des agents pathogenes aux cellules
intestinales par différents mécanismes : compétition pour les sites de liaison, réduction du pH
luminal ou production de substances antimicrobiennes. En effet, certaines souches de

Lactobacilles et de Bifidobacteries peuvent non seulement rivaliser pour les sites de liaison
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avec les bactéries pathogenes telles que C. difficile, Enterobacter aerogenes, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aerus, Salmonella enterica, yersinia enterocolitica (53) mais
sont aussi capables de produire des bactériocines (peptides antimicrobiens) pour détruire des
cellules cibles (55). Les bactéries a gram négatif produisent des composés organiques (acide
acétique et lactique) qui abaissent le pH, ce qui peut entrainer la mort du pathogéne(56), c’est
le cas de Lactobacillus rhamnosus qui inhibe la croissance de Salmonella typhimurium en
produisant de I’acide lactique.
7 7 (3 Inhibition of

Lumen W L

pathogen adhesion
(1) Enhancement of the
ial
ST harmes (@) Competitive exclusion of
pathogenic microorganisms
Mucins and defensins (5) Production of

anti-microorganism
substances A 0

Probiotics Pathogens i &

m e Mucus %
S sstnaimucess = 3 '3 G40 3. . G C

Figure 22 : Mécanismes d’action des probiotiques. (55)
B. Modulation du syst¢éme immunitaire

Une compréhension claire des mécanismes d’action des différentes souches

probiotiques, permettrait une action ciblée lors des traitements.

a. Modulation de la production de cytokines et d’anticorps :

Les probiotiques augmentent la production de cytokines anti-inflammatoires et
diminuent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Par exemple E. co/i Nissle 1917 régule
a la baisse I’expansion des cellules T pour limiter I’inflammation intestinale en augmentant la
sécrétion d’IL10 (cytokine anti-inflammatoire) et en diminuant la sécrétion de TNF et INF-
gamma (IFN-y) (57). D’autres études établissent le role des probiotiques dans le renforcement
de I’'immunité par exemple lors d’administration de Lactobacillus casei Shirota, on constate
une hausse de I’expression du marqueur d’activation CD69 présent sur les cellules T et NK ce

qui induit une augmentation d’INF-y, IgA1 et [gA2 (58).
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b. Modulation des NOD/ TLR

Bien que les différences structurelles entre les LPS des bactéries pathogenes et non
pathogenes ne soient pas encore claires, elles peuvent stimuler différemment les PRR. Selon la
souche utilisée, les probiotiques sont capables de moduler négativement la signalisation des
PRR pour inhiber la cascade inflammatoire ou de les stimuler pour maintenir une homéostasie
immunitaire. Par exemple, L. casei CRL active le récepteur TLR4 chez la souris, ce qui conduit
a la production de médiateurs pro-inflammatoires afin de se défendre contre les bactéries
pathogenes. En revanche, la souche L. reuteri DSM a un effet bénéfique sur la prévention de
I’entérocolite nécrosante en baissant les TLR4, TNF et NF-kB et en augmentant I’[L.10 pour

un effet anti-inflammatoire(55).
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Figure 23 : modulation du syst¢éme immunitaire.(59)
C. Activité enzymatique

Les activités enzymatiques des probiotiques peuvent jouer un role bénéfique chez
I’hote. En effet I’administration de Bifidobacterium longum permet de diminuer I’activité de la
B-glucuronidase responsable de la synthese de composés toxiques cancérigenes(60).

D. Production d’acides gras volatils

Les AGCC (butyrate, propionate et acétate) constituent une source d’énergie importante

pour les entérocytes, favorisent la tolérance immunologique mais aussi aident au maintien
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d’une homéostasie métabolique de nombreux tissus (adipeux, hépatiques, squelettiques). Il a
été constaté suite a la prise de certaines souches probiotiques, une augmentation de la

concentration d’AGCC.

En effet, certaines études in vitro, évoquent le role des AGCC dans la prévention et le
traitement de I’obésité, notamment en réduisant I’accumulation de graisses au niveau adipeux,
en augmentant la libération de leptine et en activant au niveau musculaire I’AMP kinase, dans

le but d’augmenter la sensibilité a I’insuline et de diminuer ’accumulation des lipides (61).
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Figure 24 : Activité des AGCC dans la prévention et le traitement de I’obésité. (59)

Egalement, les AGCC se fixent sur les récepteurs couplés aux protéines G (GPR)
exprimés par les cellules de I’immunité innée et adaptative (cellules dendritiques, macrophages
etc.) de sorte a moduler les facteurs de transcriptions qui vont jouer un rdle dans la régulation
de I’expression de genes. Par exemple, Singh et son équipe ont mis en évidence le role du
butyrate dans I’orientation des lymphocytes T naifs vers un profil tolérogene, par action sur le
récepteur GPR109a présent sur les cellules dendritiques. L’activation de ce récepteur permet
I’expression de protéines (protéines 110 et Aldhlal) essentielles a la différenciation des

lymphocytes T régulateurs. De plus, Trompette et al. ont montré I’intérét du propionate dans
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la réduction de I’hématopoiese des cellules dendritiques stimulatrice de la réponse TH2
entrainant ainsi une baisse d’inflammation lors de réactions allergiques. Certaines études sur
des souris dépourvues de récepteurs pour les AGCC présentent des allergies alimentaires. En
somme, ceci témoigne bien de I’'implication des AGCC dans I’amélioration de la tolérance

immunologique par action sur certaines voies de signalisation.(62)
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Figure 25 : Effets des probiotiques sur le systéme immunitaire. (62)
E. Interaction avec I’axe cerveau-intestin

La perturbation du microbiome intestinal est impliquée dans le développement et
’aggravation de troubles neuropsychiatriques. Le microbiome exerce ses effets sur le SNC, en
agissant sur le plan neuronal, endocrinien et immunologique, principalement via les
métabolites bactériens tels que les AGCC qui modifient I’excitabilité neuronale. Les bactéries
intestinales synthétisent différents composés neuroactifs notamment la dopamine, I’acide Y

aminobutyrique, histamine, acétylcholine et le tryptophane(63).
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Figure 26 : Interaction avec I’axe cerveau-intestin. (59)
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5.

Fabrication des probiotiques

Les produits probiotiques doivent étre fabriqués conformément aux bonnes exigences

de fabrication pour assurer la pureté, la sécurité et la stabilité.

a.

A. Critéres de sélection des souches probiotiques

Critéres de sécurité :

Histoire d’utilisation siire

Identification des traits phénotypiques et génotypiques de la (les) souche(s)

Pas d’effet indésirable : il existe une liste QPS (Qualified presumption of safety =
présomption d’innocuité reconnue) qui inventorie les espéces de micro-organismes
considérées comme « sans danger » pouvant étre utilisées dans la production.

Absence de geénes de résistance aux antibiotiques

Criteres de fonctionnalité
Viabilité et maintien de 1’activité cible
Stabilité d’adhésion

Résistance aux acides et a la bile, au pH bas et aux bactériocines

Critere technologique
Productivité facile et élevée des cultures
Viabilité pendant le traitement et le stockage

Stabilité génétique (46)

B. Difficultés techniques

Les micro-organismes probiotiques sélectionnés pour une utilisation commerciale

doivent conserver les caractéristiques pour lesquelles elles ont été sélectionnées a 1’origine.

Différentes approches technologiques sont utilisées pour garantir au mieux la stabilité et la

viabilité des souches lors des étapes de production, de stockage et du passage dans tractus

gastro-intestinal. (50)

a.

Oxygeéne :

Les bactéries anaérobies ont une sensibilité a 1’oxygene qui varie selon les espéces.

Lors des différentes étapes de production et de stockage, les conditions anaérobies strictes ne

peuvent pas toujours étre maintenues, pouvant endommager les protéines, lipides et ADN

bactérien par la formation d’espéces réactives a I’oxygene.
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b. Stabilité aux acides et a la bile
Les souches probiotiques doivent survivre aux conditions acides et riches en protéases
rencontrées lors de leurs passages dans I’estomac et I’intestin gréle. L’exposition a 1’acide
conduit & une accumulation intracellulaire de protons, ce qui peut causer des dommages

structurels au niveau de la membrane cellulaire.

c. Stress thermique et froid :
Les bactéries peuvent étre exposées a la chaleur/ froid lors de la fabrication. Les
températures €levées peuvent provoquer la dénaturation des protéines conduisant a la mort

cellulaire.

d. Stress osmotique :
Lors de la déshydratation, I’osmolarité du milieu augmente ce qui est responsable du
passage de ’eau de la cellule vers I’environnement extracellulaire pouvant compromettre les

fonctions cellulaires essentielles.

C. Procédé de fabrication :

a. Fermentation

1. Description de la méthode :
L’inoculum est ajouté au fermenteur qui contient un milieu de culture. Une fois la

fermentation terminée, les cellules sont récoltées.

2. Inconvénient :

Procédé avec de faibles rendements dus a I’accumulation de produits finaux

métaboliques.

3. Fermentation Fed-batch
Technique qui utilise un substrat limitant pendant la fermentation, ce qui augmente la

concentration bactérienne.

b. Séchage
1. Définition :
Elimination d’eau intracellulaire provoquant I’arrét temporaire des fonctions vitales

d’un organisme, ce qui permet de le maintenir en vie de fagon stable plus longtemps, tout en

gardant son effet bénéfique.
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2. Lyophilisation :
Tres utilisé, car elle garantit une viabilité cellulaire plus importante. C’est un processus
de congélation et d’élimination de 1’eau par sublimation sous vide, qui se compose de 3 étapes :
congélation puis déshydratation (sublimation) et finalement déshydratation secondaire

(désorption). Cette méthode est mieux supportée par les bactéries thermosensibles.

3. Séchage par atomisation :
Technique trés populaire car rentable et facile d’utilisation. Les suspensions
bactériennes sont atomisées en gouttelettes dans une chambre de séchage a une température
allant jusqu’a 200 °C. Les températures élevées peuvent dénaturer des protéines et déstabiliser

les membranes induisant la mort cellulaire.

¢. Microencapsulation
Procédé qui permet d’isoler les bactéries dans des capsules microscopiques pour les
protéger des conditions environnementales défavorables tout en permettant une libération
contrdlée dans I’intestin. L’encapsulation des probiotiques implique 1’immobilisation et/ou
I’enrobage des bactéries a 1’aide de polysaccharides, de protéines ou de graisses. Il existe
plusieurs procédés d’encapsulation tels que le séchage par lyophilisation, I’émulsion, la

gélification et I’atomisation.

D. Etiq uetage

Concernant 1’étiquetage des probiotiques, il y a certaines mentions obligatoires qui
doivent figurer sur 1’étiquette du produit final afin de communiquer a I’utilisateur les
informations essentielles sur le contenu du produit :

- Nom exact du ou des probiotiques (genre, espece, souche)
- Concentration du ou des probiotiques dans les préparations
- Dose et durée minimale pour I’effet allégué

- Recommandation de conservation et d’utilisation

- Adresse de la société commerciale
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Figure 27 : Eléments présents sur le conditionnement des probiotiques.(44)
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6. Effet indésirables et précautions d’utilisations :

La longue histoire d’utilisation des probiotiques et les données des essais in vitro,

précliniques et cliniques soutiennent I’hypothése de 1’innocuité des probiotiques.

Malgré le statut stir des souches probiotiques « statut GRAS » c’est a dire « Generally

Regarded As Safe », des études ont mis en évidence quelques effets indésirables déclenchés

chez certains sujets. Les probiotiques peuvent étre responsables d’effets indésirables de

type(64) (65):

- Infections systémiques : il a été rapporté des cas de :

Fongémie en présence de Saccharomyces cerevisiae ou boulardii
Septicémie associée a S. boulardii ou cerevisae, Lactobacillus GG,
Bacillus subtilis, Bifidobacterium breve

Endocardite due a Lactobacillus et Streptococcus, avec développement

d’un abces associ¢ a Lactobacillus rhamnosus rapporté deux fois.

La bactériémie a ét¢ examinée lors d’une étude en Finlande sur une période de

10 ans et une autre en Suede sur une période de 6 ans. Ces études ont montré

I’innocuité de la souche Lactobacillus rhamnosus LGG.

- Activités métaboliques déléteres :

PROPATRIA est une étude en double aveugle, qui a analysé le role des
probiotiques dans la prévention des complications infectieuses chez les
patients atteints de pancréatite sévere, les sujets sous probiotiques ont
présenté une mortalité supérieure au groupe placébo. Cette étude a été
réévaluée, en concluant que les résultats de la premicre étude étaient liés a
une acidose lactique inattendue due a la fermentation des glucides et donc
les probiotiques ne sont plus contre-indiqués en cas de pancréatite(66).

Production de D- lactate par les souches probiotiques : cinq rapports
d’acidose dans la littérature dont un chez un patient avec le syndrome de

I’intestin court.

- Stimulation immunitaire excessive chez les individus sensibles : aucun cas n’a été

rapporté. Les probiotiques stimulent le systéme immunitaire, le risque théorique

de sur-stimulation pourrait étre responsable de maladie auto-immune.
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- Transfert de géne : Les bactéries lactiques possedent des plasmides contenant
des geénes de résistance a certains antibiotiques. Le risque est de transmettre ces génes aux
autres organismes vivants du corps mais cela reste un risque théorique et aucune preuve
clinique n’a été observée mais il faut rester vigilant car on associe souvent la prise des
antibiotiques avec celle des probiotiques.

- Troubles gastro-intestinaux mineurs : ballonnements, constipation, nausées,

flatulences, troubles du gotit, selles molles.

Il est actuellement difficile de conclure a une implication significative des probiotiques
dans la survenue de ces effets indésirables car la plupart de ces manifestations ont été observées
chez des sujets ayant des conditions prédisposantes comme la présence de cathéters ou des
anomalies valvulaires. Peu d’études sont menées dans ce domaine malgré un besoin clair de

recherches supplémentaires sur I’innocuité des probiotiques.

Certaines populations sont plus a risque de développer des effets indésirables du fait de
leur terrain pathologique, il faut dans ce cas prendre un avis médical avant d’en consommer.

Les populations a risque sont :

- Les patients immunodéprimés

- Maladie cardiaque : anomalie valvulaire, ATCD d’endocardite

- Les personnes portant un cathéter veineux

- Nourrissons < 6 mois et les prématurés

- Les patients présentant une fiévre, nausées, vomissements, diarrhées sanglantes

ou douleurs abdominales importantes dont les causes sont inconnues
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7. Reéglementation probiotique

Les probiotiques ont ét¢ introduits sur le marché mondial en tant qu’aliments
fonctionnels, compléments alimentaires, produits de santé naturel, médicaments et en d’autres
catégories. Les exigences en maticre d’efficacité, de sécurité et de qualité different selon les

catégories, il est donc important de définir les limites pour chacune d’entre elles.

En France, certains produits probiotiques comme [’Ultralevure®, Lactéol®,
Carbolevure®, Florgynal® et Trophigil® (les deux dernicres spécialités sont également
composées d’estriol et de progestérone) ont obtenu une autorisation de mise sur le marché en
tant que médicament, délivré par une autorité compétente nationale ANSM ou Européenne
(EMA) apres évaluation de I’efficacité, de la sécurité et de la qualité. Hormis ces quelques

spécialités, la plupart des produits probiotiques ont un statut de compléments alimentaires.

Selon la Directive 2002/46/CE, les compléments alimentaires sont définis comme étant
« des denrées alimentaires dont le but est de compléter un régime alimentaire normal et qui
constituent une source concentrée de nutriments ou d’autres substances ayant un effet
nutritionnel ou physiologique seul ou combiné, commercialisés sous forme de doses ». 1 est
obligatoire avant de commercialiser un complément alimentaire d’effectuer une déclaration a
la DGCCREF (direction générale de la concurrence, de la consommation et de la répression des

fraudes), qui juge de la recevabilité¢ de la demande.

Lors de I’étiquetage des compléments alimentaires, les mentions relatives aux
allégations sont reglementées. Une allégation est définie par le Codex Alimentarius comme
étant « tout message ou toute représentation quelle qu’en soit la forme, qui affirme, suggére ou
implique qu’une denrée alimentaire posséde des -caractéristiques particuliéres ». La
communication touchant a la nutrition et a la santé est soumise au réglement CE n°1924/2006
de I'union européenne, qui établit une liste d’allégations autorisées et impose que ces
allégations reposent sur un avis scientifique délivré par I’ Autorité Européenne de Sécurité des
Aliments (AFSA). Il existe deux types d’allégations : « allégation nutritionnelle » qui affirme
qu’une denrée alimentaire possede des propriétés nutritionnelles bénéfiques et « allégation de
santé » qui affirme 1’existence d’une relation entre une denrée alimentaire et la santé. L’AFSA
n’a jusqu’alors reconnu qu’une seule allégation santé liée aux aliments ou compléments
alimentaires contenant des probiotiques celle du bénéfice de certains yaourts dans 1’intolérance
au lactose. L’AFSA a interdit de mentionner des allégations concernant les probiotiques de

peur d’induire les consommateurs en erreur, le simple mot « probiotique » ne peut étre utilisé
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car sa définition comporte la notion d’effets bénéfiques pour la santé. Les laboratoires utilisent
donc des expressions marketing telles qu’ultrabiotiques ou microbiotiques pour contourner la

réglementation.

Les laboratoires ne peuvent pas communiquer sur les applications thérapeutiques des
probiotiques qui ont un statut de complément alimentaire, c’est pour cela qu’ils utilisent
d’autres voies 1égales pour vanter les mérites thérapeutiques aupres des consommateurs par
exemple en additionnant des vitamines au produit afin de maintenir une allégation santé qui

concerne I’influence sur le systéme immunitaire.(67)

Discussion : Etant donné I’enjeu économique et le marché croissant autours des
probiotiques, la mise en place d’un cadre juridique est urgent. Cela permettra aux produits
répondant aux critéres d’intégrer une catégorie reglementaire claire et d’éliminer du marché

les produits de qualité insuffisante.
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8. Les domaines ou les probiotiques ont montré une efficacité
Les probiotiques sont largement consommés en automédication, ils peuvent également

étre prescrits par des médecins ou étre dispensés par les pharmaciens.

Malgré le contexte d’engouement général pour le microbiote, il faut privilégier les
connaissances sur 1’efficacité et ne pas confondre les probiotiques qui ont démontré leur
efficacit¢ avec ceux pour lesquels aucun essai n’a ¢été fait. Enfin, il faut suivre les

recommandations de prise en charge établie par les sociétés savantes.

Actuellement dans le domaine des probiotiques, on a des données probantes sur
I’utilisation des probiotiques avec un niveau de preuves modéré, dans les troubles digestifs liés
aux antibiotiques, dans la diarrhée aigu€, dans D’intestin irritable et dans les maladies

inflammatoires chroniques de I’intestin.

En ce qui concerne la prise en charge des diarrhées post-antibiotiques chez I’enfant,
I’ESPGHAN (Société européenne de gastroentérologie, hépatologie et nutrition pédiatrique)

recommande [’utilisation de Saccharomyces boulardii (68).

Pour la prise en charge d’une gastroentérite du nourrisson, ’ESPGHAN recommande
d’associer la réhydratation orale a la prise de Lactobacillus GG ou de Saccaromyces boulardii,

pour réduire la durée et de la sévérité de la diarrhée(69).

Afin de prévenir la diarrthée a Clostridium difficile post-antibiotique chez ’adulte et
I’enfant, la revue Cochrane a conclu a ’efficacité de Lactobacillus GG et de Saccaromyces

boulardii (70).

Concernant le syndrome de I’intestin irritable, la société mondiale de gastro-entérologie
recommande [’utilisation de Bifidobacterium Lactis DN- 173010 ou B. infantis 35624
(Alflorex)(71).

Quant aux maladies inflammatoires de I’intestin, ’ECCO (European Crohn’s and
Colitis Organisation) recommande 1’utilisation du VSL-3, pour maintenir la rémission induite
par I’antibiothérapie et prévenir la pouchite. Dans la rectocolite hémorragique, le VSL-3 ou E.
coli Nissle 1917 ont un effet bénéfique pour le traitement des poussées, néanmoins, leurs effets
sont modérés, comparables & une petite dose de 5-amino-salicylé. De ce fait, on ne va
certainement pas remplacer les traitements classiques par les probiotiques. En revanche, dans
la maladie de Crohn, aucun probiotique n’a pour I’instant montré d’efficacité (ECCO guidelines

2016, 2020).
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Lors de la seconde partie de ma these, je vais m’intéresser a Helicobacter pylori. Une
bactérie qui a récemment été découverte, classé par le CIRC (Centre International de Recherche
sur le Cancer) comme agent cancérigéne. Ce pathogene touche plus de la moiti¢ de la
population mondiale et peut étre responsable de cancers. C’est le seul cancer qu’on pourrait
éviter par antibiothérapie. Seulement, I’antibiorésistance croissante et les taux d’éradications
de plus en plus bas soulignent la nécessité de nouveaux traitements qui pourraient augmenter
la tolérance aux médicaments et I’observance des patients. Ces derniéres années, les
probiotiques ont recu davantage d’attention comme adjuvant du traitement d’éradication de

Helicobacter pylori.
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IV.  Infection a Helicobacter Pylori

1. Histoire
Helicobacter pylori est un pathogene humain qui existe dans I’estomac depuis 60 000

ans.

En 1875, des scientifiques allemands découvrirent la présence d’une bactérie spiralée
dans I’estomac, rapidement ils ont abandonné les recherches car cette derniere ne pouvait pas
étre cultivée. En 1982, la bactérie fut isolée et cultivée par deux chercheurs australiens J.Robin

Warren et Bary J. Marshall(72). Le prix Nobel de Médecine leur fut attribué pour leurs travaux.

Au départ, cette bactérie spiralée présente au niveau de 1’estomac était classée avec le
groupe des Campylobacter et ce n’est qu’en 1989 que Godwin établit son appartenance a un
genre différent qu’il nomma Helicobacter. Il existe plusieurs especes au sein de ce genre,

I’espece pylori est celle qui colonise I’estomac humain(73).

En 1994, le National Institute of Health américain reconnut H. pylori comme cause
d’ulcere gatsro-duodénal, et le CIRC classa la bactérie comme « agent carcinogene du groupe

1 ». En 2005, le role de Helicobacter pylori fut établi dans les gastrites, les ulceres et le cancer

de I’estomac. Finalement en 1997, fut publié la séquence nucléotidique du génome de la souche

26695.

Figure 28 : Barry Marshall et Robin Warren. (73)
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2. Epidémiologie
A. Prévalence

L’infection a Helicobacter pylori est un probléme majeur en santé publique dans le
monde. Ce pathogene est le premier agent infectieux responsable de cancer. Durant les années
1990, la moiti¢ de la population mondiale était infectée par cette bactérie mais depuis une
vingtaine d’années, la prévalence baisse progressivement dans les pays occidentaux mais reste
stable au Moyen Orient, Extréme-Orient, en Afrique et en Amérique latine. Cette diminution

du nombre de cas est le résultat d’antibiothérapie et d’amélioration des conditions d’hygiéne.

Selon une récente méta-analyse, la prévalence de I’infection a Helicobacter pylori est
de 34,7 % dans les pays développés et de 50,8 % dans les pays en développement. Dans
certaines régions du monde, des incidences ¢élevées persistent, par exemple au Moyen —Orient
I’incidence est de 73 %. A contrario, au Japon ’incidence a baissé d’un facteur « 6 ». Elle était
estimée a 60,9 % chez les patients nés en 1910 et @ moins 10 % pour ceux nés en 2000. En ce

qui concerne le sexe, il n’y a aucune différence statistique significative (74).

En France, la prévalence de I’infection par H. pylori est de I’ordre de 15 a 30%. Elle est
plus faible chez les moins de 30 ans (moins d’une personne sur cinq) et plus répandue apres

I’age de 50 ans (environ une personne sur deux) (75).

Bien que la plupart des individus positifs a H. pylori soient asymptomatiques, 10 a 15
% des patients infectés développent un ulcere peptique, 1 a 2 % un adénocarcinome de
I’estomac et 0,1 % un lymphome gastrique du MALT (mucosa-associated lymphoid tissue)
(76). Cependant, malgré les rares données épidémiologiques en Afrique, on observe un
contraste entre la forte prévalence (80 %) et la faible incidence de cancer gastrique, c’est ce
qu'on appelle «1’énigme africaine ». Smith et al. ont émis I’hypothése de facteurs

environnementaux, alimentaires et génétiques qui pourraient expliquer cela (77).

En effet, malgré le succes des traitements antibiotiques dans la diminution de la
prévalence de I’infection dans le monde occidental, de nombreuses résistances ont émergé. Par
exemple, la résistance a la Clarithromycine recommandée en premiére intention dans le schéma
de prise en charge d’H.pylori. Cette résistance diminue [’efficacité du traitement. Par
conséquent, la conférence de Maastricht III a recommandé d’abandonner la Clarithromycine
dans le traitement empirique ou de tester la sensibilité de cet antibiotique avant de I’utiliser. La

résistance aux antibiotiques est un processus évolutif, il est donc important de réaliser des
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enquétes régulicres de prévalence pour améliorer I’efficacité des schémas thérapeutiques.
Dr’ailleurs de nouvelles alternatives thérapeutiques sont réguliérement testées pour améliorer

I’éradication de H. pylori(78).

Prevalence
[ Not applicable s
[ <20%
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W 35-54.9%
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W >70%

Created with mapchart.‘net ©

Figure 29 : Présentation graphique de la prévalence de ’infection a Helicobacter pylori dans le monde. (74)
B. Facteurs de risques d’acquisition de ’infection a Helicobacter pylori

- Zone géographique : une plus forte prévalence de l’infection dans les pays en

développement en comparaison avec les pays industrialisés.

- Le faible niveau socioéconomique de la famille : le risque de développer des maladies
inflammatoires de 1’estomac sont inversement proportionnelles au niveau d’éducation et aux
revenus (79).

- La vie en communauté : le fait d’avoir des fréres et sceurs ou parents présentant des
antécédents d’infection ou de boire de I’eau insalubre sont les principaux facteurs d’acquisition

de I’infection (77).

- Manque d’hygiéne
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C. Transmission

Par transmission interhumaine, lors d’un contact direct avec les liquides de 1’estomac
(régurgitations, vomissements) ou indirect avec les selles, eau ou aliments contaminés (oro-
orale ou féco-orale). La transmission se fait le plus souvent pendant I’enfance surtout dans les

pays a forte prévalence.
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3. Aspects pathogéniques
A. La colonisation

Apres avoir été ingéré, Helicobacter pylori se meut et pénétre le mucus gastrique grace
a la présence de flagelles polaires. Ainsi, lors de mutations de génes codant pour les protéines
flagellaires, la mobilit¢ d’Helicobacter pylori est altérée. Sa mobilité dépend également de
chimiorécepteurs, capables de traduire des stimuli chimiotactiques issus de différentes

molécules (par exemple mucines, urée, chlorure de sodium etc).

Pour certaines de ses activités enzymatiques, Helicobacter pylori a besoin de nickel. Ce
métal de transition est le cofacteur de deux enzymes essentielles a sa survie : ’uréase et
I’hydrogénase. L’uréase a pour role de convertir I’urée présente dans 1’estomac en ammoniac
et dioxyde de carbone. Ces substances tampons diminuent 1’acidité de I’estomac et protegent
la bactérie temporairement contre 1’acidité gastrique. L hydrogénase permet quant a elle a la

bactérie d’utiliser I’hydrogéne comme source d’énergie pour son métabolisme(80).

Ensuite, grace a des adhésines, Helicobacter pylori se fixe sur les cellules épithéliales
gastriques. Seulement, cette bactérie possede des lipopolysaccharides membranaires (LPS) peu
immunogenes. Certaines souches, possedent méme des LPS capables de mimer les antigénes
des groupes sanguins(76). En somme, ceci limite la réponse inflammatoire de I’hote et permet

a la bactérie de persister dans 1’organisme.

Apres cette étape de liaison, H.pylori sécréte des facteurs de virulence, responsables
d’une inflammation gastrique et d’hypochlorhydrie. L’inflammation diminue au cours du
temps, le pH se restaure. Ainsi, la plupart des patients infectés resteront asymptomatiques a

vie.

B. Facteurs de virulence de Helicobacter pylori

a. llot de pathogénicité Cag A
Cag A est une oncoprotéine sécrétée uniquement par certaines souches d’Helicobacter

pylori.

Les génes Cag PAI codent pour un systéme de sécrétion de type IV, capable d’injecter
la protéine Cag A, du peptidoglycane et d’autres facteurs bactériens dans les cellules hotes.
Ensuite, la protéine Cag A est phosphorylée par des tyrosines kinases au niveau des motifs

répétés Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIY A). Il résulte de cette phosphorylation, des modifications de
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la morphologie des cellules ¢épithéliales de 1’hote, décrites sous le nom de «
phénotype colibri ». En fonction de I’origine et du degré de la phosphorylation, il existe quatre
segments différents EPIYA (-A, -B, -C et —D). Les segments EPIYA-A et EPIYA-B sont
retrouvés dans la plupart des souches de H.pylori. Cag +. Cependant, EPIYA-C et EPIYA-D

sont respectivement retrouvés dans les souches occidentales d’Europe, d’ Amérique du Nord,

Australie et d’Extréme-Orient. (76)

Par ailleurs, la reconnaissance du peptidoglycane bactérien par les récepteurs
intracellulaires NOD, aura comme conséquence I’activation de la voie du facteur nucléaire NF-

kB et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire IL-8. (81)

En définitive, la protéine Cag A est capable de moduler une variété de processus
cellulaires tels que I’inflammation, la prolifération, la polarité et I’apoptose. La perte de polarité
cellulaire a pour conséquence un réarrangement du cytosquelette. Ces changements

morphologiques sont associés a un risque accru de carcinogenése gastrique.

(€ r
| / g

Piédestal (agA
Systéme
— de sécrétion
Phénotype de type IV
« Colibri »

Cellule
épithéliale
gastrique

Réarrangements
du cytosquelette

Induction
d’IL8

Polymérisation
de 'actine

Noyau

Protéines?
cellulaires

Figure 30 : Effet de D’ilot de pathogénicité cag sur la cellule épithéliale.  (81)
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b. Facteurs de virulence non Cag A
1. Toxines Vac A

Le gene codant pour la protéine Vac A est présent chez toutes les souches bactériennes

d’Helicobacter pylori. Environ 50% des souches sécretent Vac A(82).

La cytotoxine Vac A est responsable de la formation de vacuoles acides dans le
cytoplasme des cellules épithéliales gastriques, de sorte a entrainer une rupture de I’intégrité

des structures cellulaires.

En effet, Vac A induit la formation de canaux membranaires, perturbe les
compartiments endosomaux, module le syst¢tme immunitaire et déclenche ’apoptose des
cellules hotes. Ainsi, par action de Vac A, le potentiel transmembranaire de la mitochondrie
est réduit, ce qui provoque la libération du cytochrome C, active la caspase et induit ’apoptose.
Elle inhibe également la présentation des antigénes par les cellules immunitaires aux
lymphocytes T, dans le but de favoriser la tolérance et de maintenir I’infection a H. pylori. Ces

modifications augmentent le risque de gastrite, d’ulcere et de cancer.
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Figure 31 : les actions multiples de VacA qui contribuent a la colonisation de I’estomac par Helicobacter Pylori.(83)
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2. Adhésines et protéines de membrane externe

i.  Blood Group Antigen Binding Adhesin (BabA) :

L’adhésine A se lie de fagcon spécifique aux antigénes du groupe sanguin ABO.
Egalement, elle permet a la bactérie de s’adapter au milieu acide. Cependant, malgré qu’elle

soit tres étudiée, son mécanisme d’action n’est pas encore totalement élucidé.

Différentes études ont montré que la présence a la fois de I’allele babA2, cagA et vacA
était associée a une augmentation du risque carcinogene. Seulement, ['unique présence de

I’allele babA2 n’est pas un marqueur de maladie.(76)
ii. ~ Duodenal ulcer promoting gene (DupA) :

La protéine DupA offre a H.pylori une plus grande résistance au pH acide mais
également augmente la production d’IL-8, provoquant ainsi une infiltration neutrophile et une
inflammation des muqueuses. Malgré I’inflammation, une diminution du risque ulcérogene et
carcinogene a été observée en Occident. Cependant, dans les pays asiatiques, le risque de

développer des formes de maladies graves est élevé.(76)
iii.  Outer Inflammatory Protein A (OipA) :

OipA est une protéine de la membrane externe, qui contribue a ’adhésion, mais aussi
a la production de certaines cytokines pro-inflammatoires, telles que I’IL-1, -8,-17, TNF-a, qui

provoquent une inflammation accrue de la muqueuse gastrique.
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Figure 32 : interactions entre H. pylori pathogéne et les cellules épithéliales gastriques.(84)
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3. Enzymes bactériennes
L’activité de certaines enzymes produites par Helicobacter pylori génére des especes
réactives a 1’oxygéne (ROS), responsables d’arrét du cycle cellulaire. Egalement, ils jouent un
role dans I’évasion immunitaire, en empéchant la prolifération et la différenciation de certaines

cellules immunitaires, dans le but de développer une tolérance au long terme. (80)

C. Réponse immune de I’hote

Suite a la reconnaissance d’antigénes de Helicobacter pylori par les TLR présents sur
les membranes des cellules épithéliales et dans les vésicules intracellulaires, on aura une
activation de NF-kB (Nuclear Factor-kappa B), suivie d’une sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Puis, les lymphocytes B, T CD4+, TCD8+ et monocytes infiltrent la muqueuse

gastrique.

En réponse a l’infection, les effecteurs de I’'immunité innée (Thl, Th17) et de
I’immunité adaptative (Treg) sont mobilisés. Les profils Th1 et Th17 sont caractérisés par une
sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoire : TNF-a, IL-1, IL6, IL-7, IL-8 et IL-17, IL-
21, IL-22. Tandis que, les Treg suppriment 1’inflammation, ce qui permet a la bactérie de
persister plus longtemps chez I’hdte. Lors d’infections a H. pylori chez les enfants, on observe
une forte réponse Treg, qui explique la faible intensité de la gastrite dans cette population et la

persistance de cette bactérie.

Dés deux semaines apres I’infection, les immunoglobulines IgM et IgG seront détectées
dans le sérum. Cependant, lors d’infections chroniques, on retrouve principalement des IgA et
IgG. L’inflammation engendrée par la réponse humorale est asymptomatique mais

contreproductive, car elle augmente le risque d’ulceére et de malignité gastrique. (76)(80)

D. Dérégulation des fonctions de I’hote

En plus des facteurs de virulence que Helicobacter pylori utilise pour coloniser son
hoéte, cette derniere module également 1’expression épigénétique de certains génes. Ce qui

modifie en conséquence leurs activités.

Physiologiquement, il existe des miARN qui sont des petites séquences d’ARN
capables de s’hybrider a I’ARN messager pour bloquer sa transcription. En effet, c’est ce qui
régule I’expression de certains génes et permet le maintien d’une homéostasie cellulaire. Par

exemple, miR-146 et miR-155 sont des régulateurs anti-inflammatoires NF-kB dépendants, qui
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régulent négativement 1’expression de facteurs de la cascade de signalisation de la voie NF-kB

et également, diminuent la production de certaines cytokines pro-inflammatoires.

Durant I’infection par Helicobacter pylori, une augmentation de 1I’expression de miR-
146 et miR-155 a été observée. La bactérie utilise cette stratégie anti-inflammatoire dans le but

de maintenir la tolérance immunitaire.

D’autres mécanismes de modulation sont utilisés par la bactérie, pour garantir sa survie,
tels que la méthylation de ’ADN et la modification des histones par phosphorylation. La
méthylation ou I’acétylation dans la région des promoteurs des génes suppresseurs de tumeurs,

conduit & un silence génétique, qui affecte le développement de cancer gastrique. (76)

81



4. Aspects bactériologiques et génétiques d’Helicobacter pylori

A. Taxonomie et caractéristiques bactériologiques

Regne Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Epsilon Proteobacteria
Ordre Campylobacterales
Famille Helicobacteraceae
Genre Helicobacter

Espéce Helicobacter pylori

Tableau 2 : Classification de Helicobacter pylori. (72)

Helicobacter pylori est un bacille a Gram négatif, en forme de batonnets (0,3-1x 1,5-5
um), hélicoides ou droits, mobile grace a la présence de quatre a six flagelles polaires. Elle
mesure de 3 a 4 um de long et 0,5-1 um de large et vit dans un milieu microaérophile (réduit
en oxygene). La muqueuse gastrique est I'unique habitat de cette bactérie. Cette bactérie
produit une uréase capable de transformer I’urée du milieu en ammoniac qui neutralise I’acidité
gastrique permettant sa survie et la colonisation de I’hdte.(85) Helicobacter pylori a été cultivée

pour la premicere fois en 1982.

Figure 33 : Helicobacter pylori en 3-D.(72)
B. Génétique

Le génome de Helicobacter pylori a été séquencé en 1997. Cette bactérie possede un
génome circulaire (72), composé d’une partie stable, associé a une partie variable qui differe
entre les souches. Ainsi chaque souche de Helicobacter pylori posseéde environ 20 % de genes

spécifiques.
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En effet, il existe une grande diversité génétique entre les souches, qui résulte de
mutations et de recombinaisons génétiques. Afin d’expliquer les différences géographiques
entre les souches, deux modeles génétiques ont été proposés. Le premier modele, repose sur
I’hypothese selon laquelle les souches de Helicobacter pylori ont été subdivisées en
populations et sous-populations, selon les migrations humaines (les souches asiatiques et
occidentales). Quant au deuxieme modele, il repose sur la théorie de la sélection selon laquelle,
le génotype des souches s’adapte a celui de I’hdte, au cours du temps.(86) En somme, toutes

ces variations génétiques jouent un role important dans I’adaptation de la bactérie aux divers

stress et donc a sa survie chez [’hote.
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Figure 34 : Représentation circulaire du chromosome H. pylori 26695. (87)
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5. Symptomatologie

La colonisation de la muqueuse gastrique par Helicobacter pylori entraine dans un
premier temps le développement d’une gastrite transitoirement aigiie, qui passe souvent
inapercue, elle peut étre dans certains cas associée a une dyspepsie. Ensuite, la gastrite devient
chronique et active (présence de polynucléaires neutrophiles dans I’infiltrat inflammatoire).
Ainsi, I’infection a H. pylori est une infection « lente », qui se développe pendant des
décennies. Dans 80 % des cas, la gastrite chronique est asymptomatique, elle peut dans certains
cas étre associée a des affections extradigestives. Cependant, comme nous I’avons dit
précédemment dans 20 % des cas, la gastrite chronique évolue vers des complications : ulcere

gastroduodénal, adénocarcinome gastrique et lymphome du MALT. (86)

Toutefois, I’évolution clinique vers des tableaux plus séveres de la maladie dépend de
la virulence de certaines souches, de la réponse immunitaire, de la génétique de I’hote
(génotype pro-inflammatoire) et de certains facteurs environnementaux (consommation élevée
de sel et faible de vitamines, tabagisme). Ces facteurs ne sont pas retrouvés en cas de lymphome

gastrique du MALT.(76)

A. Symptomatologie gastroduodénale

a. Dyspepsie
La dyspepsie est un trouble fréquent, qui touche jusqu’a 25% de la population. Elle est
définie comme une douleur ou un inconfort ressenti au niveau épigastrique, le plus souvent
d’origine fonctionnelle, mais peut également étre d’origine organique (ulcére). Selon le
consensus de Kyoto, il est important de différencier la dyspepsie associée a la gastrite de H.

pylori de celle d’origine fonctionnelle (88).

L’infection a Helicobacter pylori est a I’origine de complications graves : ulcéres et

cancer. Par conséquent, son éradication permet d’éviter ces complications.

Un rapport Cochrane a conclu a un bénéfice faible mais significatif pour la stratégie
« dépistage par endoscopie-traitement ». Cependant, compte tenu de ces résultats et afin de
réduire les colits économiques, une endoscopie ne peut étre proposée en premicre intention
chez tous les patients souffrant d’une dyspepsie. Ainsi, selon la prévalence de I’infection a
Helicobacter pylori dans la population, il est recommandé d’instaurer un traitement empirique
d’emblée dans les pays a forte prévalence de I’infection ou de rechercher HP par un test non

invasif dans les pays de faible prévalence de I’infection. Cependant pour les patients > 40- 45
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ans ou présentant des signes d’alertes tels que des saignements digestifs, dysphagie,
vomissements, amaigrissement, anémie ferriprive, antécédent de cancer digestif ou la présence
de masse au niveau abdominal, il est important d’effectuer une exploration par endoscopie.

(89)(13)(90)

b. RGO
La prévalence de H. pylori s’est avérée plus faible chez les patients atteints de RGO.
Malgré cette corrélation inverse inexpliquée, le réle préventif du RGO par H. pylori n’est pas

démontré.

¢. Gastrite chronique
La présence de H. pylori a la surface de la muqueuse gastrique entraine un afflux des
populations neutrophiles et lymphoplasmocytaires. La gastrite devient chronique a mesure que

les lymphocytes remplacent les polynucléaires neutrophiles.

Cliniquement, la gastrite chronique est asymptomatique chez la plupart des patients.
Cependant, ’activité¢ de la réponse pro-inflammatoire ainsi que les lésions pré-néoplasiques
d’atrophie et de métaplasie intestinale sont évaluables lors de 1’examen histologique des
biopsies, selon la classification internationale des gastrites (classification de Sidney). Ainsi,
cette classification permet de déterminer ’intensité et la topographie de la gastrite. La
topographie antrale est associée a 1’ulcére duodénal, tandis qu'une topographie pangastrique

ou fundique est associée a 1’ulcére ou au cancer gastrique (91).
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Figure 35 : évaluation de la gastrite a H. pylori selon la classification de Sidney.(91)
d. Maladies ulcéreuses

La gastrite chronique induite par Helicobacter pylori, peut se développer dans 1’antre,

le fundus ou étre diffuse (pangastrite) et modifier la sécrétion acide.

En effet, le développement d’une gastrite chronique au niveau antrale, entraine une
diminution de la somatostatine et une augmentation de la gastrine. Cette hypergastrinémie
provoque une hypersécrétion acide, responsable de la formation d’une duodénite chronique

puis d’un ulcere duodénal.

A Pinverse, lors de la gastrite fundique ou corpusienne, I’activité sécrétoire acide est
conservée au départ, mais peut diminuer par la suite, en fonction de 1’atteinte atrophique. A
cause de la sécrétion acide, des lésions au niveau de la muqueuse se développent. Cette
agression résulte d’un déséquilibre entre les facteurs protecteurs (bicarbonates et le mucus) et
les facteurs qui agressent la muqueuse (acide chlorhydrique et pepsine). Les 1ésions au niveau
de la muqueuse peuvent évoluer en ulcére ou en cancer gastrique (86). L hypochlorhydrie est
le marqueur de I’ulcére et du cancer gastrique (91). Toutefois, I’évolution de la gastrite vers un

cancer gastrique dépend du degré d’atrophie.

Enfin, I’éradication de H. pylori réduit les rechutes des ulceres liés a H.pylori et conduit

a une rémission a long terme des ulcéres gastroduodénaux.
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Figure 36 : Pathologies gastriques induites par I’infection a Helicobacter pylori. Modifié d’apres (86)(92)
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e. Cancer gastrique

Helicobacter pylori est un agent infectieux responsable du cancer. Il est classé
cancérigene de classe 1.

L’adénocarcinome gastrique est le cinquiéme cancer le plus fréquent en France.
H.pylori est responsable de la plupart des adénocarcinomes gastriques excepté celui du cardia
(le reflux gastro-cesophagien est li¢ au cancer du cardia). Son pronostic est mauvais. Il est donc
important d’éradiquer H.pylori afin de prévenir le cancer chez les patients a risque, en

particulier en cas d’antécédents familiaux de cancer gastrique. (92)

Il existe deux types d’adénocarcinomes : l’adénocarcinome de type intestinal et
I’adénocarcinome diffus. L’adénocarcinome de type intestinal est I’étape finale de la gastrite
chronique. En effet, la gastrite chronique évolue vers des 1ésions pré-néoplasiques (atrophie,
métaplasie puis vers une dysplasie) et enfin vers un adénocarcinome. Cette progression
nommée « cascade de Correa », se fait sur plusieurs dizaines d’années. Seulement, des la
formation de Iésions prénéoplasique, il sera déja difficile d’agir. Certaines études, ont montré

une régression des lésions lors de I’éradication de H.pylori ou du moins une diminution de la

progression par rapport aux groupes témoins (89).
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Figure 37 : Cascade des anomalies histologiques gastriques conduisant au cancer. (91)

88



H. pylori est également impliqué dans le développement de rares cancers: les
lymphomes du MALT. Il s’agit du premier cancer que I’on peut soigner par un traitement

antibiotique.

Les lymphomes du MALT, sont la conséquence de 1ésions provoquées par un afflux
lymphoplasmocytaire, normalement présent au niveau de la plaque de Peyer. Cette
prolifération monoclonale des lymphocytes B est secondaire a I’inflammation, provoquée par
I’infection a H.pylori (91). En somme, on aura une acquisition d’un tissu lymphoide dans la
muqueuse gastrique, absent en cas de muqueuse normale. Le développement de ce type de

lymphome ne se fait pas sur une muqueuse atrophiée contrairement aux adénocarcinomes.

Cependant, 1’éradication de Helicobacter pylori guérit la majorité des lymphomes du
MALT de bas grades. Des évolutions favorables ont également été observées avec certains
lymphomes de hauts grades, en association avec des thérapeutiques supplémentaires

(chimiothérapie, etc) (86).

B. Symptomatologie extra digestive

Helicobacter pylori est également associé a de multiples pathologies extra-digestives.
Actuellement, beaucoup d’études sont contradictoires, il est donc difficile de tirer des
conclusions. Néanmoins, le lien entre ce pathogéne et le développement de certaines
pathologies est plus au moins établi. Il est donc important de rechercher H. pylori en vue de
I’éradiquer, lors d’un purpura thrombopénique idiopathique, anémie ferriprive inexpliquée ou

lors d’un déficit en vitamine B12.

a. Purpura thrombopénique idiopathique
Le purpura thrombopénique idiopathique est une maladie auto-immune, causée par des
auto-anticorps dirigés contre les plaquettes, elle se traduit par une baisse anormale du taux de

plaquettes.

Récemment, un lien entre Helicobacter pylori et le PTI a été établi. En effet, deux méta-
analyses démontrent le role de H.pylori dans la pathogenése du PTI d’une part, et une
corrélation entre 1’éradication de H.pylori et I’augmentation du taux de plaquettes chez les
patients infectés et traités pour 1’infection d’autre part. Une des hypothéses proposées pour
expliquer ce PTI serait une réaction croisée entre les anticorps anti-H. pylori et les antigénes

plaquettaires. (76)
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b. Anémie ferriprive idiopathique
Ces derniéres années, un lien entre H.pylori et la pathogenése de 1I’anémie ferriprive a
¢été établi. En effet, des études ont montré que 1’éradication de H.pylori normalise le taux
d’hémoglobine, lors de certaines anémies ferriprives idiopathiques. C’est pourquoi, le
consensus de Maastricht, recommande de rechercher et d’éradiquer H.pylori en cas d’anémie

ferriprive inexpliquée. (13)

Les hypothéses suggérées permettant d’expliquer la survenue d’une anémie suite a une

infection par H.pylori sont (76) :

- Une hémorragie due a la gastrite chronique, I’ulcére ou cancer gastrique

- Une absorption réduite de fer secondaire a une hypo ou achlorhydrie

c. Carence en vitamine B12
Il existe un éventuel lien, entre I’infection par H.pylori et le déficit en vitamine B12. La
cause probable est le développement d’une gastrite atrophique diffuse a H.pylori, responsable
d’une hypochlorhydrie et d’un déficit en facteur intrinséque, ce qui a pour conséquence une

diminution de 1’absorption de la vitamine b12 (86).
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6. Diagnostic
A. Indications de recherche d’une infection a Helicobacter pylori :
- Antécédent d’ulcere gastrique ou duodénal ou d’ulcere actif

- Avant la prise d’anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) ou d’aspirine a faible dose

en cas d’antécédent d’ulcere.

- Purpura thrombopénique immunologique
- Dyspepsie chronique

- Anémie ferriprive idiopathique

- Carence en vitamine B12 idiopathique

- Patient avec des facteurs de risque de cancer gastrique : ATCD familiaux de cancer de
I’estomac, gastrectomie partielle ou traitement endoscopique de ésions cancéreuses

gastriques, 1ésions pré-néoplasiques gastriques.
- Lymphome gastrique du MALT

- Intervention bariatrique prévue

B. Méthodes diagnostiques :

a. Tests sur biopsies gastriques endoscopiques (test invasif)

1. Examen microscopique et mise en culture
On peut observer aprés coloration au Gram d’un frottis de biopsie gastrique infectée
par H.pylori, la présence de bacilles incurvés a Gram négatif spiralés. L’examen direct prend
du temps et sa sensibilité est mauvaise, il permet néanmoins de détecter les infections a

Helicobacter non pylori pour lesquelles la culture et la PCR sont négatives.
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Figure 38 : Examen microscopique d’un frottis de biopsie gastrique apreés coloration de Gram montrant la présence
d’Helicobacter pylori. (93)

Pour cultiver Helicobacter pylori, il faut tout d’abord, ensemencer une partie du produit
de broyage sur un milieu gélosé additionné au sang. Ensuite, incuber en jarres, en atmosphere
microaérobie a 35C°. Enfin, il sera possible d’examiner les boites de cultures qu’a partir du
2¢me jour d’incubation, et ce n’est qu’au 12°™ jour sans colonies suspectes visibles, que la
culture sera considérée négative. L’identification de I’espece H.pylori, se fera sur les critéres

suivants : I’aspect au Gram et la présence de 1’activité uréasique, oxydasique et catalasique.

L’antibiogramme sera également réalisé pour déterminer la sensibilité de la souche aux
différents antibiotiques utilisables pour le traitement de I’infection. Ainsi, la CMI (la plus faible
concentration d’antibiotique qui inhibe la croissance bactérienne) de la Clarithromycine® et
Lévofloxacine® seront interprétées. Concernant les autres antibiotiques utilisables pour traiter

I’infection, il n’est pas conseillé de les tester en premiére ligne.(94)

2. Amplification génique (PCR)

La culture et la PCR sont les seules techniques qui permettent d’établir le diagnostic
d’infection a Helicobacter pylori et de déterminer la sensibilité de la souche aux antibiotiques.
La PCR est une alternative a la culture car elle nécessite moins de contraintes. En effet, les
conditions de transport sont moins exigeantes, car I’ADN d’une bactérie morte reste détectable.
les résultats sont disponibles en 24 heures. La PCR a une excellente sensibilité et spécificité,
et permet de déterminer la résistance a la Clarithromycine et au Levofloxacine. Cependant,

aucune technique de PCR n’est encore remboursée par 1’assurance-maladie (95).

3. Anatomie pathologie
C’est un test réalisé en routine endoscopique. Il permet de détecter I’infection et

d’évaluer les lésions de la muqueuse (atrophie, métaplasie, dysplasie). Il est recommandé de
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réaliser cinq biopsies : au niveau de la petite courbure, deux du corps gastrique et deux autres

au niveau de ’antre.

Lors d’un traitement antisécrétoire ou antibiotique, la recherche de la bactérie par

histologie est moins sensible.

Lors d’une gastrique chronique active, la présence de polynucléaires dans la muqueuse
est un signe indirect de I’infection, qui peut étre confirmée par une sérologie ou un test

respiratoire a I’urée °C a distance des traitements. (93)(96)

4. Test rapide de I'uréase
Le test rapide de 1’uréase est utilisable en salle d’endoscopie, par le gastroentérologue,
pour un diagnostic rapide (en moins d’une heure). Grace a un indicateur coloré sensible au pH
du milieu, ce test permet de détecter I’augmentation du pH, lors de la production d’ammoniac
par Helicobacter pylori. Ainsi, un test positif est suffisant pour initier un traitement
d’¢éradication, cependant, un test négatif n’exclut pas une infection. Dans ce dernier cas de

figure, il devra étre associé a un autre test.

b. Tests non invasifs
1. Sérologie
La sérologie permet de détecter les anticorps anti-Helicobacter pylori présents dans le
sérum des patients infectés. L’examen sérologique est recommandé pour le diagnostic avant
traitement dans certaines situations cliniques ne nécessitant pas d’emblée une endoscopie
digestive haute, mais également en cas de diminution de la charge bactérienne (utilisation
récente d’IPP ou d’antibiotiques), aussi lors d’ulceére hémorragique, atrophie glandulaire et de
lymphome du MALT ou la sérologie s’est révélée étre le meilleur test diagnostic. Cependant,
il ne permet pas de controler I’éradication, puisque la séropositivité peut se maintenir plusieurs

années apres la disparition de la bactérie.

L’utilisation de cette méthode permet de bénéficier d’un remboursement par

I’assurance-maladie.

2. Test respiratoire a I'urée '°C
Le test respiratoire a I’urée marquée au '*C permet de détecter une infection active a
Helicobacter pylori. Lors de la présence de la bactérie dans 1’estomac, 1’ingestion d’urée
marquée par un isotope non radioactif du carbone 13 est suivie du rejet dans 1’air expiré de

CO2 marqué, dont la quantité peut étre mesurée.
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En France, le kit de détection est vendu en pharmacie sur ordonnance. Il est remboursé

par I’assurance-maladie seulement pour le contrdle d’éradication d’H.pylori.

3. Détection antigénique dans les selles
Ce test détecte des antigénes de Helicobacter pylori présent dans les selles, grace a des
anticorps monoclonaux. Il est recommandé pour le diagnostic et le contrdle de I’éradication, si

le test respiratoire n’est pas réalisable.

En France, ce test n’est pas pris en charge par [’assurance maladie.
9

C. Démarche diagnostique d’une infection a H. pylori :

Chez les patients présentant des symptomes qui orientent vers une pathologie digestive
haute, ayant des facteurs de risque de cancer gastrique, présentant un lymphome gastrique du
MALT, ceux qui vont subir une intervention bariatrique et chez les patients de sérologie
positive, une gastroscopie est réalisée, durant laquelle des biopsies gastriques seront prélevées
pour rechercher H.pylori, en combinant deux méthodes (anatomopathologie, culture, PCR),

afin d’améliorer la sensibilité diagnostique.

Pour les patients ne présentant pas de symptdmes digestifs, le gastroscope n’est pas
nécessaire, seules les méthodes « non invasives » sont utiles. Pour le diagnostic initial chez les
enfants (<18 ans), une gastroscopie suivie d’examen bactériologique et anatomopathologique

doit étre réalisée.

Le test respiratoire est le test de référence utilisé pour le contrdle d’éradication chez
I’adulte et I’enfant. Il est néanmoins important de le pratiquer au moins 4 semaines apres 1’arrét
des antibiotiques et au moins deux semaines apres I’arrét d’un traitement par inhibiteur de la

pompe a protons (IPP).
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Recherche d'une infection a
Helicobacter pylori

N/

Personnes ou patients sans symptome digestif :

- 40-45 ans, apparentés a un patient ayant eu un
cancer gastrique

- ou avec antécédent d'ulcére sans preuve d'éradication
de H. pylori (y compris avant prise d’AINS ou d'aspirine
a faible dose)

- ou avec purpura thrombopénique immunologique

N/

Sérologie@—

\/

Y

Patients avec symptomes orientant vers une pathologie

digestive haute notamment :

- syndrome ulcéreux

- dyspepsie chez un patient > 40-45 ans et/ou en cas de
symptomes d'alarme
(dont dysphagie, amaigrissement, anémie)

- anémie ferriprive ou carence en vitamine B12 sans cause
trouvée

Patients avec facteurs de risque de cancer gastrique :

- personnes > 40-45 ans, apparentées a un patient ayant eu
un cancer gastrique

- autres facteurs de risque

Lymphome gastrique du MALT

Intervention bariatrique prévue

Négatif
Pas d'infection active

Gastroscopie et/ou étude de
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ou douteux
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la sensibilité aux antibiotiques i<
non réalisées

Y

Traitement probabiliste
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(analyse anatomopathologique + bactériologique- si disponible)

Y Y

Négatif

Positif Pas d'infection active

Y

Etude de sensibilité aux antibiotiques

(si disponible)

Y

| Traitement guidé

Figure 39 : conduite a tenir en cas de suspicion d’infection a H.pylori. (97)
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7. Traitement médicamenteux
A. Thérapie guidée

Les trithérapies doivent étre guidées depuis 2017, avec une durée de traitement de dix
jours recommandé par la HAS. Ainsi, aprés étude de la sensibilit¢ de la souche aux

antibiotiques, plusieurs schémas thérapeutiques sont possible :

- Souche Clarithromycine sensible : Clarithromycine + Amoxicilline + IPP
- Souche Clarithromycine résistante et Quinolone sensible : Lévofloxacine +
Amoxicilline + IPP
- Souche Clarithromycine résistante et Quinolone résistante : Métronidazole + sel
de bismuth+ Tétracycline + IPP
- En cas d’allergie documentée a I’Amoxicilline et de souche sensible a la
Clarithromycine : [PP+ Clarythromycine + Métronidazole
- En cas d’allergie a I’Amoxicilline et de résistance a la Clarithromycine :
quadrithérapie « avec bismuth »
- En cas d’échec :
e Vérifier ’observance du traitement par le patient
o Demande d’avis spécialisé au centre de référence des Campylobacters et

Hélicobacters

B. Thérapie probabiliste

En I’absence d’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques, le traitement sera a défaut

probabiliste :

- Quadrithérapie de 14 jours « concomitante » : [PP + Amoxicilline +
Clarithromycine + Métronidazole
- Quadrithérapie de 10 jours « avec bismuth » : Oméprazole+ sel de bismuth+

Tétracycline + Métronidazole

La quadrithérapie bismuthée est moins dépendante des résistances bactériennes et de ce fait

constitue le traitement de premiere intention dans les pays ou elle est disponible.

- En cas d’allergie documentée aux pénicillines : quadrithérapie bismuthée
- Traitement de seconde ligne : employer le traitement probabiliste non utilisé en

premicre ligne
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- En cas d’échec:
e V¢rifier 'observance du traitement par le patient
e Réalisation d’une gastroscopie avec biopsie pour étude de la sensibilité de la
souche aux antibiotiques
e Demande d’avis spécialis¢ au centre de référence des Campylobacters et

Hélicobacters

C. Posologie des médicaments :

- Amoxicilline : 1 g matin et soir

- Clarithromycine : 500 mg matin et soir

- Lévofloxacine : 500 mg/jour en une prise

- Métronidazole : 500 mg matin et soir

- Pylera® : 3 gélules 4 fois/jour (apres les repas, avec un grand verre d’eau)

- IPP : une prise matin et soir

D. Femme enceinte ou allaitante :

Le traitement n’est pas urgent. Il doit étre différé en cas de grossesse ou d’allaitement
(traitement contre indiqué lors de la grossesse et I’allaitement).
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Figure 40 : Arbre décisionnel. Stratégie thérapeutique lors d’une infection par Helicobacter pylori chez ’adulte. (98)

E. EI:

Le traitement contre Helicobacter pylori, peut entrainer quelques troubles génants, il
est donc préférable de le réaliser au moment ou il dérangera le moins le patient dans sa vie

quotidienne. Parmi les effets indésirables, on retrouve :

- Nausées
- Vomissements
- Diarrhée

- Perte d’appétit
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- Sensation de golt métallique
- Selle noire (avec le bismuth)
- Digestion difficile

- Maux de téte

- Vertiges

F. Précautions a prendre durant le traitement :

- Eviter la consommation d’alcool pendant le traitement.
- Eviter I’exposition au soleil.

- Bien respecter la posologie et le moment de prise du traitement.

*

Développement des résistances aux ATB
A cause d’une mauvaise utilisation des antibiotiques pendant plus de trente ans, dans le
traitement de I’infection a H.pylori, des résistances aux antibiotiques utilisés ont émergeé,

entrainant plus de 30 % d’échecs thérapeutiques de premiére intention.

En effet, le taux global de résistance primaire a la Clarithromycine est de 17 % en
Europe et atteint les 30 % au Japon et jusqu’a 50 % en Chine. En parall¢le, la résistance au
métronidazole varie entre 14 % et 33 % en Europe. La résistance initiale aux Fluoroquinolones
varie de 2 a 22 % dans le monde (99). Pour I’instant, la résistance a I’amoxicilline et a la
tétracycline ne semble pas alarmante en Europe. Cependant, les taux de résistance observés

dans les pays d’Europe orientale et d’Asie varient de 5 a 19 % (100).
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Figure 41 : Mutations et mécanismes impliqués dans la résistance aux antibiotiques de Helicobacter pylori. (99)

En France, une étude publiée en 2014, a montré une résistance de 22,2% a la
Clarithromycine et de 15,4% a la Lévofloxacine. Par ailleurs, la résistance a I’ Amoxicilline n’a
jamais été décrite en France, et celle du métronidazole n’a pas lieu d’étre déterminée car les

méthodes de détection de la résistance au Métronidazole sont peu fiables.(93)

Depuis 2017, le traitement de I’infection a H.pylori doit étre guidé en fonction des
résistances aux antibiotiques dans la mesure du possible, cependant en I’absence d’évaluation
de la sensibilité aux antibiotiques, le traitement sera a défaut probabiliste. Egalement, il est
important de se renseigner auprés du patient sur la prise antérieure d’'un Macrolide ou du
Meétronidazole quelle qu’en soit I’indication avant de prescrire un traitement d’éradication. Le
succes du traitement repose sur 1’information, I’implication du patient et la prise en charge

coordonnée entre le gastro-entérologue et le médecin traitant.(101)
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9. Revue de littérature sur ’intérét des probiotiques dans I’infection a Helicobacter
pylori

A. Contexte

L’infection a Helicobacter pylori est un probléme de santé publique, qui touche 50%
de la population mondiale. Les rapports de Maastricht V/ Florence Consensus, Kyoto Global
Consensus et Toronto Consensus ont insisté sur I’importance de 1’éradication de ce pathogéne,
afin de prévenir le cancer gastrique (102). Ainsi, plus I’éradication est précoce plus elle sera
bénéfique, car elle permettra de réduire rapidement I’inflammation active de la muqueuse

gastrique et empéchera la progression vers des 1ésions précancéreuses.

Pour éradiquer le pathogéne, une association d’antibiotiques est utilisée. Cette
association évolue au fil des résistances. Il y a quelques années, une trithérapie (un inhibiteur
a protons associ¢ a de 1I’Amoxicilline et a la Clarithromycine) était utilisée en premicre
intention. A cause des résistances développées par la bactérie, d’autres familles d’antibiotiques
ont par la suite ét¢ utilisées telles que les quinolones ou les cyclines. Malgré ces changements
de stratégie, de nouvelles résistances ont émergé essentiellement des résistances aux

macrolides et quinolones.

Compte tenu du taux croissant d’échec d’éradication ces derniéres années, a cause de
I’augmentation des résistances aux antibiotiques et de la mauvaise observance des patients, il
est urgent de trouver de nouvelles thérapies ou des traitements complémentaires aux schémas

d’éradication standard.

De nombreuses ¢tudes évoquent 1’utilit¢ des probiotiques dans 1’amélioration de
I’efficacité et de la tolérabilité du traitement d’éradication. En effet, 1’utilisation de
probiotiques pourrait s’avérer intéressante car elle permettrait d’une part, de rétablir la flore
déstabilisée par 'utilisation d’antibiotiques et de diminuer ainsi les effets indésirables de ces
traitements. D’autre part, la plupart des probiotiques pourraient inhiber 1’adhésion de
Helicobacter pylori a la muqueuse gastrique, par liaison compétitive ou par production de
substances antimicrobiennes (bactériocines, 1’acide lactique, acétique et le peroxyde
d’hydrogene). De plus, les probiotiques seraient en mesure de renforcer la premicre ligne de
défense contre les bactéries, en stimulant la production de mucine par les cellules caliciformes.
Enfin, les probiotiques pourraient augmenter la production d’IgA par les cellules B et modifier

la réponse immunitaire par modulation de la voie TLR4/IkBo/ NF-kB, responsable de la
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sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL8), entrainant ainsi une réduction de

I’inflammation (103) (104) (99).

Malgré des données encourageantes, concernant I’amélioration de 1’éradication et la
réduction des effets indésirables lors de I’ajout de probiotiques, les résultats restent
controversés a cause de I’hétérogénéité des études, raison pour laquelle, les auteurs de la
conférence de Maastricht V/ Florence admettent le besoin de données supplémentaires afin de

statuer sur la place des probiotiques dans la stratégie d’éradication de H.pylori (13).

B. Objectif

L’objectif de cette partie est de faire un état des lieux des essais, évaluant 1’efficacité
des probiotiques dans 1’amélioration de 1’éradication de Helicobacter pylori et dans la

réduction des effets indésirables au traitement.

C. Méthodologie

Il s’agit d’une revue de littérature qui porte sur des études cliniques (essais) et des méta-

analyses.

La recherche documentaire s’effectue sur les bases de données suivantes : Pub Med,
science direct, EM-premium et Cochrane. La recherche a été limitée a 5 ans pour les méta-

analyses et a 10 ans pour les essais cliniques.

Les mots-clés utilisés lors de la recherche sont : disease eradication AND probiotics

OR Lactobacillus OR Saccharomyces OR Bifidobacterium AND Helicobacter pylori OR H.
pylori.
Concernant les études cliniques : seuls seront inclus les essais randomisés, comparant

I’efficacité du probiotique a un témoin, dans 1’amélioration du taux d’éradication et/ou la

réduction des effets secondaires chez des patients symptomatiques.

Avec I’utilisation d’au moins 2 groupes, dont le groupe témoin (placebo ou aucune
autre intervention) et le groupe expérimental (schéma d’éradication standard de H.pylori en

association avec un probiotique).

Le schéma d’éradication standard de H.pylori fait référence a la trithérapie, quadruple

thérapie avec bismuth ou quadruple thérapie concomitante.
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Les souches probiotiques utilisées sont : les Lactobacilli, Bifidobacterium, Bacillus,

Saccharomyces boulardii ou un mélange de probiotiques.

Les articles exclus de cette recherche sont : les études pour lesquelles le texte intégral
n’¢était pas disponible, les études non publiées en francais ou en anglais, les études répétées, les

¢tudes sur la population pédiatrique.

Concernant les méta-analyses, le choix s’est porté sur celles ayant analysé les essais

contrdlés randomisés scorés, par la grille de Jaddad par exemple.
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D. Résultats

1. Les essais cliniques

Les tableaux suivants décrivent les caractéristiques des études cliniques.

Premier Lieu étude | Total des Thérapie Durée Nombre de Durée de
Auteur cas d’éradication thérapie | souches prise
Probiotique /
Placébo
Plomer, 2020 | Italie 130 (65/65) | Trithérapie : 7 jours 1 souche 14 jours
Clarithromycine ..
(105) Amoxicilline (Bac. clausii)
Rabeprazole
Poonyam Thailande | 100 (50/50) | Quadrithérapie 7 ou 14 1 souche 7
2019 (106) IPP-bismuth jours (L. reuteri) ou 14 jours
McNicholl Espagne 209 (103/ Trithérapie 10 jours | 2 souches 107
Clarithromycine L.
2018 (107) 106) Amoxicilline plantarum et P.
Oméprazole acidilactici
Quadrithérapie
«concomitante»
Haghdoost Iran 176 Trithérapie : 10 jours | 2 souches 4 semaines
2017 (108) (88/88) Clar1thr9mycme L et Bifido
Amoxicilline
Pantoprazole
Hauser 2015 | Croatie 804 (398/ Trithérapie ou 2 souches L. 14 jours
(109) 406) Quadrithérapie rhamnosus et
(«concomitante» Bifido
Chitapanarux | Thailande | 63 (31/32) Trithérapie 7 jours 1 souche 4 semaines
Clarithromycine
2015 (110) Amoxicilline B. longum
Esoméprazole
Shavakhi Iran 180 Quadrithérapie 2 Multistrain 2 semaines
2013 (111) (84+6/86+4) | bismuth semaines | L casei
L. rhamnosus
L.acidophilus
L. bulgaricus
B. breve,
B. longum
S.thermophilus

Tableau 3: Description des essais (1a)

104




Navarro- Brésil 107 (55/52) Trithérapie 7 jours Multistrain 30 jours
Rodriguez Furazolidone, L rhamnosus

Tétracycline L.acidophilus
2013(112) B. bifidum

et S. faecium

Lansoprazole
Yoon Corée 337 Trithérapie 14 jours Multistrain | 4 semaines
2011(113) (121+30/158+28) Esoméprazole L.acidophilus

Moxifloxacine L.casei

B. longum
Amoxicilline iy

S. thermophilus

Tableau 4: Description des essais (2a)
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2. Résultats des essais cliniques

Le tableau suivant décrit les résultats des études cliniques en termes d’amélioration de

I’éradication de Helicobacter pylori et de réduction des effets indésirables.

Auteur Amélioration Réduction des EI
de (Probiotique vs placebo)
I’ éradication Constipation | Diarrhée Douleurs Nausées Inconfort Trouble du Perte
(Probiotique vs épigastrique vomissement | abdominale goiit d’ appétit
placebo)
Plomer, 2020 Non Semaine 1 [Semaine 1 Non Non Non Non
Oui Non
105) 29% vs 48% [Semaine 2
Semaine 2  [Oui
Oui 15% vs 31%
8% vs 20%
Poonyam, Jour7 : Non Jour 7 : Non Jour7:Non |Jour7:Non
2019 (106) Jouris : Oui our 14: Oui Jouris: Oui Jour 14: Oui
96% vs 88% 6% vs 26% 4% vs 18% | 4% vs 26%
McNicholl, Non
2018 (107)
Haghdoost, Oui Oui Oui Oui
78,4% vs 3,4% vs 3,4 % vs 4,5% vs
2017(108) 64.8% 7.9 % 11,3% | 11,3%
Hauser, 2015 Oui Non Non Non Oui 7,8%
[ [ ()
(109) 87% vs 72% vs 13,5%
Chitapanarux, Oui Oui 3% vs | Non
o [ [
2015 (110) 90% vs 69% 25%
Shavakhi, 2013 Non Non Oui 2,2 vs
[
11 11,1%
Navarro- Non Non
Rodriguez, 2013
12
Yoon, 2011 (113) | Non Non Non Non Non Non

Tableau 5 : Résultat des essais.
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3. Meéta-analyse :

Les tableaux suivants recensent les résultats de plusieurs méta-analyses en termes

d’amélioration de I’éradication de Helicobacter pylori et de réduction des effets indésirables.

Auteur Nom de la Nombre Résultats
revue d’essais
inclus
Zhou Helicobacter 18 essais Supplémentation en S. boulardii :
ILEY 3592 .
2019(114) W ( atients) - Augmente les taux d’éradication de H. pylori (82% vs
p 74% ; RR=1,09 ; p < 0,0001)
- > 14 jours améliore considérablement le taux
d’éradication combiné a une trithérapie de 7 a 10
jours
- Réduit I’incidence des EI (18% vs 35% ; RR=0,47 ; p
< 0,0001) en particulier : la diarrhée, la distension
abdominale, les troubles du goft.
Qualité de preuves modérée
Shi Medicine 40  études | - Taux d’éradication plus élevé dans le groupe
2019(115) ¢ligibles probiotique (82% vs 72% ; RR=1,140 ; p <0,001)
(8924 - Incidence plus faible des EI totaux dans le groupe
patients) probiotique (19% vs 39% ; RR= 0,470 ; p <0,001)

La supplémentation en Lactobacilles ou en plusieurs
souches ¢était un meilleur choix en souches
probiotiques : Lactobacillus (73,6%),
Saccharomyces (43,9%), Bifidobacterium (59,4%) et
plusieurs souches (72,1%)

Les probiotiques combinés au quadruple régime de
bismuth étaient la meilleure combinaison : schéma
triple (0,0%), schéma quadruple (65,1%), schéma
probiotique+ triple (35,0%) et schéma probiotique
+quadruple (99,9%)

Le meilleur moment de supplémentation était avant et
tout au long de la prise du traitement d’éradication :
avant (49,6%), pendant (65,2%), apres (33,6%), avant
+ pendant (75,2%) et pendant et apres (71,9%)

La meilleure durée de supplémentation est
’utilisation de probiotiques pendant plus de 2
semaines : < 2 semaines (57,4%) et > 2 semaines
(92,6%)
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Wen
2017(116)

Oncotarget

17 ECR
inclus

Le meilleur complément pour une trithérapie de 14
jours est : Bacillus mesentericus + Clostridium
butyricum + Streptococcus faecalis

e Augmente les taux d’éradication : RR= 1,16

e Réduit I’incidence des EI : RR=0,40

L’ajout de probiotiques multi-souches réduit
considérablement les EI totaux associés aux
antibiotiques

Wang
2017(117)

Clinics and
Research in
Hepatology and
Gastroenterology

140 études
(20 215
patients)

La plupart des probiotiques étaient efficaces en
addition a un traitement d’éradication de
Helicobacter pylori :

e Taux d’éradication 84,1 % dans le groupe
probiotiques vs 70,5 % dans le groupe
témoin.

e Augmentation significative du taux
d’éradication en trithérapie de 7, 10, 14 jours
et quadruple thérapie de 7, 14 jours.

e Taux d’événements indésirables 14,4% dans
le groupe probiotiques vs 30,1% dans le
groupe témoin.

¢ Diminution significative de I’incidence des
EI lors d’une trithérapie de 7, 10, 14 jours et
quadruple thérapie de 7, 10, 14 jours.

En trithérapie de 7 et 14 jours :

e Concernant le taux d’éradication, seuls qlq
sous-types se sont révélés inefficaces :

o Trithérapie de 7 J : L.reuteri ou L.
rhamnosus
o Trithérapie de 14 J : Bifidobacterium

e Le meilleur taux d’éradication a été obtenu
lors de la supplémentation par : Lactobacillus
acidophilus.

e Aucune différence significative n’a été
trouvé dans la réduction des EI entre les
différentes souches

e En termes de tolérance, seuls qql souches
sont inefficaces : Lactobacillus +
Streptococcus lactis en trithérapie de 7 J.

En trithérapie de 10 jours :

o Saccharomyces boulardii s’est avérée la
souche la plus efficace pour améliorer
I’efficacité de 1’éradication et réduire
I’incidence des EI.

e En termes de tolérance, seuls qql souches
sont inefficaces : Lactobacillus +
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Bifidobacterium + Bacillus cereus en
trithérapie de 10 J

McFarland
2016(118)

United European
Gastroenterol J

19 ECR
(2730
participants)

Lors d’une trithérapie :
Amélioration de I’éradication :
- Seuls deux probiotiques multi-souches ont atteint
des taux d’éradication €levés :
e 96% avec L. helveticus + L.rhamnosus
(RR=1,15)
o 92% L. acidophilus + B.longum+ E.faecalis
(RR=1,17)
e  90% L.acidophilus + B. animalis (RR=1,16)
e 89% avec un mélange de huit souches (RR=
1,21)

- Deux souches ne sont pas efficaces pour réduire
le taux de H.pylori: L.acidophilus + B.bifidum et
L.acidophilus + L.casei + B.longum

Diminution des EI :
- 5 mélanges réduisent significativement I’incidence
des EI :
e [L.acidophilus + B. animalis (RR=0,31)
o L.acidophilus + B.bifidum (RR=0,67)
o L. helveticus + L.rhamnosus (RR=0,12)
o L.acidophilus+ B.longum + E. faecalis
(RR=0,25)
e M:¢élange a huit souches (RR=0,24)

- Une seul mélange n’a pas réduit de manicre
significative les El : L.acidophilus + L.casei +
B. longum
Lors d’une quadrithérapie :
- Difficulté de déterminer quel probiotique multi-
souche était efficace lorsqu’il était administré ave une
quadrithérapie a cause de la rareté des essais.

- Deux essais combinant des thérapies quadruples
avec un mélange de L. acidophilus + B.longum +
Entero. Faecalis avaient un taux d’éradication de 97%.

Liu
2016(119)

PLOS ONE

13 ECR
(2306
patients)

Lors d’une trithérapie :

Taux d’éradication :

- La supplémentation en probiotiques augmente les
taux d’éradication dans la trithérapie (RR=1,18 ; p <
0,00001)

e Traitement d’éradication de 7 jours
(RR=1,21; p <0,00001)
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e Traitement d’éradication de 14 jours (RR =
1,13 ; p=0,0002)
La supplémentation était efficace avec :
e Lactobacilles seul (RR= 1,24 ; p <0,00001)
e probiotiques multi-souches (RR=1,12; p
<0,00001)
Analyse de la durée de supplémentation en
probiotique :

e Une semaine (RR=1,28; p=0,003)

e Deux semaines (RR=1,16 ; p <0,00001)

e Quatre semaines (RR=1,13 ; p=0,01)
Analyse du moment d’incorporation  des
probiotiques :

e Simultanément (RR=1,15 ; p <0,00001)

e Avant (RR=1,20; p=0,002)

e Apres (RR=1,10; p=0,04)

Réduction des FEI :

L’incidence des effets secondaires a  été
significativement réduite dans tous les groupes, a
I’exception du sous groupe de traitement de 14 jours.
Lactobacillus seul n’a pas réduit significativement
I’incidence des EI.

Lors d’une quadrithérapie :

Pas d’amélioration du taux d’éradication ni de
I’incidence des EI.

Lau,
2016(120)

Infect Drug
Resist

30 ECR
(4302
patients)

Trithérapie

Amélioration de [D’efficacit¢é de la trithérapie
(RR=1,138 ; p <0,001)

Aucune différence significative n’a été observée entre
les différents types de probiotiques :

Lactobacillus (RR=1,153 ; p <0,001)
Bifidobacterium (RR= 1,168 ; p=0,015)
Saccharomyces (RR=1,127 ; p=0,001)
M¢élange de probiotiques (RR=1,140 ;

p <0,001)

Diminution significative des effets secondaires dus
aux antibiotiques

Tableau 6 : Description et résultat des méta-analyses.
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4. Discussion
De nombreuses études antérieures, ont montré que la supplémentation en probiotiques
pouvait étre efficace dans I’éradication de Helicobacter pylori. Seulement, les résultats étaient
fondés sur des preuves regroupées de toutes les souches probiotiques, sans tenir compte des

différences entre elles.

Malgré plusieurs caractéristiques communes entre les souches probiotiques pour
contrer les micro-organismes, chaque souche a ses propres propriétés, il ne faut donc pas

extrapoler 1’action d’une souche probiotique a I’ensemble des probiotiques.

Par conséquent, dans le but d’identifier le role des probiotiques dans les thérapies
d’éradication de Helicobacter pylori, I’analyse des données des essais et méta-analyses se fera

de manicre individuelle, sur chaque genre puis sur les mélanges probiotiques multistrain.

a) Lactobacilles

La plupart des études ont utilisé des Lactobacilles, en raison de leurs capacités a rester
en vie a 80 % dans I’environnement gastrique, pendant deux heures (110). Mais aussi, grace a
I’effet antibactérien puissant exercé par leurs métabolites, permettant d’augmenter I immunité
humorale et cellulaire.

Certaines méta-analyses ont montré que la supplémentation en lactobacilles,
augmentait de manicre significative le taux d’éradication mais ne réduisait pas seule
I’incidence des effets indésirables (115) (117) (119). Cependant I’étude de Poonyam et al.(106)
a modifié cette conclusion, montrant une amélioration du taux d’éradication (96% vs 88 %; p=
0,027) et une réduction de I’incidence des effets secondaires, lors d’ajouts de L. reuteri a une
quadrithérapie de quatorze jours contenant du bismuth : réduction des nausées/vomissements
(6 % vs 26 %; OR=0,126 ; p= 0,002), inconfort abdominal (4%vs 18 % ; OR= 0,155 ; p=
0,017), trouble du goit (4 % vs 26% ; OR= 0,08 ; p= 0,001). En revanche, ceci n’a pas été
rapporté lors d’une quadrithérapie bismuthée de sept jours(106). L’étude de Wang et al. (117),
n’a pas réussi non plus a montrer I'impact positif des Lactobacilles sur les thérapies
d’éradication. En effet, lors de cette méta-analyse, 1’ajout de L. reuteri ou L. rhamnosus lors
d’une trithérapie de 7 jours, s’est avéré inefficace en maticre de taux d’éradication.

Par conséquent, on pourrait supposer que I’efficacité des probiotiques, dépend non

seulement de la souche, mais également du schéma et de la durée de la thérapie d’éradication.
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a) Bifidobactérie

Le role de I’administration des bifidobactéries dans le traitement de I’infection a
Helicobacter pylori a été bien documenté. Ces probiotiques sont résistants aux acides comme
les Lactobacilles, mais ont également été capable in vitro de libérer des composés
antimicrobiens contre H.pylori.

Les effets bénéfiques de I’administration de Bifidobacterium ont été analysés par
Chitapanarux et al. (110), dans un essai utilisant B. longum pendant quatre semaines, lors d’une
trithérapie de sept jours, chez les patients infectés par Helicobacter pylori. Les résultats ont
montré une amélioration significative du taux d’éradication (90 % vs 69 % ; p= 0,034) et une
réduction de diarrhée (3 % vs 25 % ; p= 0,027), sans réduction significative des autres effets
secondaires.

En revanche, dans une méta-analyse de Wang et al (117), I’ajout Bifidobacterium a une
trithérapie de quatorze jours, n’a pas réussi a augmenter significativement le taux d’éradication
d’HP.

Certes, 1’utilisation de ce probiotique est intéressante, mais d’autres études sur un plus

grand nombre de patients restent nécessaires afin d’éviter de surestimer les effets du traitement.

b) Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii est un probiotique de levure, couramment utilisé en pratique
clinique, qui s’est avéré particulierement efficace pour améliorer le taux d’éradication et
réduire les effets secondaires du traitement d’éradication.

Zhou et al. (114) ont rapporté qu’une supplémentation en S.boulardii supérieure a
deux semaines, lors d’une trithérapie de sept a dix jours, a amélioré de maniere significative
le taux d’éradication de H. pylori (82 % vs 74 % ; RR=1,09 ; p<0,0001) et a réduit
I’incidence des effets secondaires (18 % vs 35 % ; RR= 0,47 ; p<0,0001), en particulier : la
diarrhée, la distension abdominale et les troubles du gotit. Cet avis est partagé par une autre

méta-analyse publié¢ en 2017 par Wang et al (117).

¢) Bacillus
Il a ét¢ démontré que Bacillus clausii est efficace dans la réduction des effets
secondaires liés au traitement, notamment la diarrhée et d’autres symptomes gastro-intestinaux
(105). L’¢étude de Plomer et al. (105) n’a cependant pas évalué I’effet de ce probiotique sur
I’éradication de H.pylori, car ce n’était pas son objectif. Ainsi, lors de la premicre semaine de

supplémentation, 1’ajout de Bacillus clausii a une trithérapie de sept jours a réduit
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significativement I’incidence de la diarrhée (29 % vs 48 %; RR = 0,61; p = 0,03). Lors de la
seconde semaine de traitement probiotique, en plus de la réduction de 1’incidence de diarrhée
(8 % vs 20 % ; RR = 0,38 ; p = 0,04), une réduction significative de la douleur épigastrique
¢tait observée avec Bacillus clausii (15 % vs 31 % ; RR = 0,50 ; p = 0,0374). Néanmoins,

aucune amélioration des autres symptomes gastro-intestinaux n’a été observée.

d) Préparation des probiotiques composés

Les résultats de nombreux essais, ont montré qu’un traitement probiotique composé,
améliore le taux d’éradication et réduit la survenue d’effets indésirables (115) (119). Dans
I’é¢tude de Haghdoost et al. (108), la supplémentation en Lactobacillus + Bifidobacterium
pendant quatre semaines, lors d’une trithérapie de dix jours, a amélioré le taux d’éradication
de ’infection a Helicobacter pylori (78,4% vs 64,8% ; p=0,033) et a diminu¢ les événements
indésirables (p= 0,047). Les résultats de I’étude d’Hauser et al. (109) ont montré que
I’association de probiotique Lactobacillus rhamnosus + Bifidobacterium lors d’une trithérapie
de quatorze jours, a contribué¢ de maniere significative a améliorer 1’efficacité du traitement
(87% vs 72% ; p<0,001) et a diminuer les effets secondaires. De plus, la méta-analyse de
McFarland et al (118) a confirmé 1’utilité¢ des probiotiques multistrain dans I’éradication et la
prévention des effets secondaires, mais a conclu que tous les mélanges n’étaient pas aussi
efficaces. En effet, ils ont suggéré que le type de souche probiotique, reste le facteur le plus
efficace pour prédire I’efficacité du régime. Il serait également judicieux de prendre en compte
le dosage en probiotique, car un bon nombre d’études n’ont pas indiqué le contenu viable total

fourni, ce qui pourrait rendre la comparaison difficile (111).

En revanche, ’ajout de Lactobacillus plantarum + Pediococcus acidilactici lors de
I’étude de McNicholl et al (107), n’a montré aucune différence significative, dans
I’amélioration du taux d’éradication ou dans la réduction des effets secondaires, a 1’exception
de la constipation (p=0,049). D’apres ’auteur, les thérapies d’éradication dans le présent essai
ont été assez bien tolérées, ce qui pourrait expliquer 1’absence de réduction d’effet indésirable
lors d’ajouts de probiotiques. Plusieurs autres études, telles que I’étude de Navarro-Rodriguez
et al (112), Yoon et al (113) et Shavakhi et al. (111), n’ont pas retrouvé d’effet bénéfique a la
supplémentation par des probiotiques multi-souches lors de tri ou quadrithérapies. Cependant,
la rareté des essais sur les probiotiques multistrain lors de quadrithérapies, ne permet pas de

juger de leurs efficacités (118)(119).
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e) Les facteurs a prendre en compte :

Les conclusions des études sur la supplémentation en probiotiques lors d’un traitement
d’¢éradication d’H.pylori different, la raison a cela peut inclure I’utilisation d’especes, de
souches et de doses de probiotiques différentes, provenant de différentes sources. De plus,
I’age, le sexe, Dl’appartenance ethnique et le pays d’origine varient. Les méthodes
d’administration des probiotiques et la résistance locale aux antibiotiques peuvent ¢galement

avoir influencé les résultats (121) (112).

La durée et le moment optimal de supplémentation en probiotiques sont encore
incertains. Ces facteurs ont été analysés lors des méta-analyses de Shi et al en 2019 (115) et de
li et al en 2016 (119). D’aprés Shi et al, I'utilisation de probiotiques avant le traitement
d’éradication et tout au long de sa prise a exercé de meilleurs effets d’éradication : avant
(49,6%), pendant (65,2%), apres (33,6%), avant + pendant (75,2%) et pendant et apres (71,9%).
La durée optimale de supplémentation en probiotiques correspondait a une durée de plus de
deux semaines : < 2 semaines (57,4%) et > 2 semaines (92,6%). Cependant, le rapport colts-
avantages est un autre probléme a prendre en considération. Les résultats de la méta-analyse
de Lii et al, ont déterminé qu’une semaine de supplémentation en probiotique simultanée au

traitement d’éradication pourrait étre idéale a la fois thérapeutiquement et économiquement.

Les taux d’éradication peuvent différer selon les schémas thérapeutiques. Ainsi, il est
probable que les effets induits par les probiotiques, peuvent ne pas avoir été observés dans le

cas ou le taux d’éradication présentait par I’antibiothérapie seule était déja élevé (119).

Etant donné que la composition du microbiote intestinal varie selon la situation
géographique et le régime alimentaire, les essais doivent étre menés dans différents pays avant
de définir leurs applications cliniques. D’autre part, 1’origine géographique des souches
d’H.pylori influent sur I’efficacité du traitement d’éradication, a cause de leur virulence locale.
La méta-analyse de Lau et al (120), n’a observé aucune différence significative entre les
Asiatiques et les non-Asiatiques contrairement aux résultats de Shi et al (115) qui ont retrouvé

un meilleur effet en Chine que dans d’autres pays.
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5. Conclusion
Helicobacter pylori est une bactérie spiralée a Gram négatif, identifiée pour la premicre
fois en 1982 par Warren et Marshall. Il est considéré comme un agent pathogéne majeur de
gastrite chronique, d’ulcere gastrique et duodénal, de cancer gastrique et de lymphome des
tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT). Sa prévalence dépasse les 50 % dans la
population mondiale. L’éradication de ce pathogéne dépend de schémas complexes, qui
nécessitent I’association d’au moins deux antibiotiques avec des inhibiteurs acides, qui doivent

étre administrés pendant plusieurs jours.

En raison de I’émergence rapide de résistances aux antibiotiques et d’une mauvaise
observance au traitement a cause de leurs effets indésirables, les taux d’éradication sont
insatisfaisants. Il est donc urgent de rechercher des schémas d’éradication optimisés de

H.pylori.

Dans ce contexte, les probiotiques, microorganismes commensaux vivants,
naturellement présent dans notre microbiote intestinal, recoivent de plus en plus d’attention
comme adjuvant du traitement d’éradication. D’une part, ils permettraient grace a leurs
différents mécanismes d’action d’inhiber la colonisation par Helicobacter pylori et d’autre part
d’agir comme microflore de substitution aprés une antibiothérapie pour réduire les effets
secondaires et améliorer I’observance au traitement. Bien que dans les essais, le traitement
probiotique seul n’a pas ét¢ en mesure d’éradiquer compleétement la bactérie, les données
préliminaires font supposer a une action antibactérienne directe des probiotiques contre

H.pylori (122).

Au vu des résultats des essais et méta-analyses retenus, il me semble judicieux
d’administrer les probiotiques en association avec un traitement d’éradication. En effet, cela
contribue de maniére significative a améliorer 1’efficacité du traitement et a réduire les effets
secondaires. De plus, les probiotiques sont trés bien tolérés avec trés peu d’effets indésirables.
Cependant, tous les probiotiques ne sont pas efficaces et les effets curatifs dépendent de la

souche utilisée.

A T’heure actuelle, aucune conclusion définitive n’a pu étre prise, concernant
I’utilisation des probiotiques dans la prise en charge de H. pylori, lors des consensus, a cause

de I’hétérogénéité des résultats entre les études.

A mon sens, les résultats divergent a cause des différences de souches, de dosages et de

durée de traitement probiotique adjuvant mais également de population et de mode de vie.
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A Davenir, il serait intéressant d’étudier tous ces parametres, lors d’essais a grande
échelle, car pour I’instant, la plupart des études se sont concentrées uniquement sur 1’addition

de probiotique, certains parameétres restent donc incertains.
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