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|- Introduction

Notre corps abrite un certain nombre de microbiotes : le microbiote cutané, le
microbiote bucco-dentaire, le microbiote vaginal, et le plus étudié et le plus peuplé :
le microbiote intestinal.

Ce microbiote intestinal est composé majoritairement de bactéries. Néanmoins,
d’autres microorganismes en font également partie : des fungi, virus, archées, ainsi
gue des protozoaires.

Les protozoaires intestinaux retrouvés dans le microbiote intestinal, donc
commensaux, sont encore trés peu étudiés. En effet, lorsqu’un protozoaire
intestinal est retrouvé, il est souvent considéré comme pathogene et éliminé par un
traitement.

Cependant, de récentes études se penchent sur le role de certains de ces
protozoaires dans notre microbiote intestinal et mettent en évidence que ceux-ci,
lorsqu’ils colonisent nos intestins pendant de longues périodes, pourraient avoir un
réle bénéfique pour notre santé intestinale.

Parmi ces protozoaires, un en particulier sort du lot : il s’agit de Blastocystis
spp., un protozoaire intestinal dont la pathogénicité* est trés controversée depuis
quelques années. Ce dernier est un des rares protozoaires retrouvés
communément dans les populations industrialisées, qui sont souvent dépourvues
d’eucaryotes intestinaux.

Nous allons tout d’abord décrire le microbiote intestinal, afin de démontrer son
importance et son impact sur la santé de son héte. Ensuite, nous développerons le
réle des protozoaires intestinaux dans I'écosystéme microbien, et enfin nous nous
focaliserons sur le protozoaire Blastocystis spp.

[I- Le microbiote intestinal

1) Présentation du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est un ensemble de micro-organismes non-pathogenes
que l'on dit « commensaux ». C’est le microbiote le plus important du corps humain,
comportant entre 102 a 10 microorganismes, soit 2 a 10 fois plus que le nombre de
cellules constituant le corps humain, ce qui représente plus de 2kg de notre masse
totale (1,2). Néanmoins, ce microbiote n’est pas aussi diversifié que les communautés
microbiennes de certains autres sites corporels et révele un degré élevé de
redondance fonctionnelle (2).

Les bactéries, archées et eucaryotes qui colonisent le tractus gastro-intestinal
ont co-évolué avec I'étre humain pendant des milliers d’années, afin d’établir une
relation mutuellement bénéfique (2).

Le microbiote se localise le long de Il'appareil digestif, et de maniere
prédominante dans l'intestin gréle, ainsi que le cbélon. On le trouve entre la lumiere du
tube digestif et le mucus intestinal, qui forme un biofilm protecteur sur la paroi intérieure
de I'épithélium intestinal. (1)
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©lnserm, T. Pédron
Microbiote marqué en rouge par la méthode FISH*, intestin marqué en vert par
méthode DAPI*. (1)

On peut voir ici que le microbiote et I'épithélium intestinal ne sont pas en contact : La
« bande » noire est la couche de mucus intestinal.

2) Mise en place du microbiote

Le microbiote se constitue dés la naissance de I'individu, au contact de la flore
de la mere, et différe en fonction du mode de naissance de I'enfant. Par voie basse,
'enfant est au contact de la flore vaginale : le microbiote de ces enfants contient des
lactobacilles de maniére plus abondante pendant leurs premiers jours, en reflet de la
concentration importante de lactobacilles dans la flore vaginale. Par césarienne,
'enfant est au contact des micro-organismes de I'environnement ainsi qu’au contact
du microbiote cutané, et le microbiote de ces enfants est moins riche en Bacteroides
et colonisé par des bactéries anaérobies strictes comme les Clostridium (1-3).

Certaines études ont méme détecté des bactéries avant la naissance, dans les
tissus utérins, comme dans le placenta. Néanmoins, le nombre de ces études reste
limité a I’heure actuelle, pour des raisons techniques et éthiques (2,3). Le méconium
(premiéres selles du bébé, excrétées dans les 24 heures suivant la naissance, et
provenant de la digestion du liquide amniotique) n’est pas stérile et présente un
microbiote différent de celui trouvé dans les feces, ce qui pourrait indiquer la présence
d’un microbiote dans les tissus utérins (3).

Ensuite, pendant les premieres années de vie, la composition du microbiote va
évoluer, en fonction de différents facteurs : le terme de la naissance, I'allaitement
(maternel ou lait maternisé), la diversification alimentaire, la génétique de l'individu, le
niveau d’hygiene, les maladies, les traitements médicaux regus et I'environnement ;
pour se stabiliser par la suite. La composition, la diversité et les capacités
fonctionnelles du microbiote ressemblent a ceux d’'un microbiote adulte a la fin des 3
a 5 premiéres années de vie. (1-4)

La colonisation va se faire de fagon progressive et rapide. Tout d’abord les
bactéries aérobies et anaérobies facultatives vont se multiplier, puis, consommant
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'oxygeéne présent dans la lumiére intestinale, elles vont favoriser la multiplication des
bactéries anaérobies strictes comme Bacteroides, Clostridium et Bifidobacterium. (1,3)

Les méthodes d’allaitement affectent 'abondance de certaines bactéries dans
le microbiote des enfants. Par exemple, les oligosaccharides fucosylés, présents dans
le lait maternel, sont utilisés par les Bifidobacterium longum et plusieurs espéces de
Bacteroides, leur permettant de concurrencer d’autres bactéries comme E. coli et
Clostridium perfringens. (2,5)

Lors de I'arrét de l'allaitement et du début de la diversification alimentaire, le
microbiote intestinal de I'enfant change de facon significative. Le microbiote,
originellement caractérisé par une majorité de Lactobacilles, de Bifidobactéries et
d’Enterobacteriaceae, devient un microbiote avec pour especes majoritaires les
Clostridium spp. et les Bacteroides spp..(4)

Situation g2ographigue
Microbiote Maternel _ -
Environnement familial
& Régime alimentaire A0 i i
Etat de santé Allaitement maternel vs lait g . Régime alimentaire
Mode de vie Antibiotiques en poudre Mode fe vie Mode de vie
Grossesse Naissance Enfance Adulte Personne &gée
Accouchement par Génetique Environnament
voie basse vs . . .
césarienne Alimentation Médicaments
complémentaire
Maissance & terme ou . .
prématurée Durée de Fallaitement
Fenétre d'opportunité de modulation microbienne Effets sur la santé au cours et au long terme

- ’
- w

Les facteurs influencant le développement du microbiote intestinal tout au long de la
vie (3).

Une fois adulte, la composition du microbiote est relativement stable, mais peut
étre perturbée par certains événements : les régimes alimentaires a long terme, les
maladies, la prise d’antibiotiques, la chirurgie, le mode de vie, le tabagisme...(2,3)

Des études suggérent que I'alimentation a un effet important sur le microbiote
intestinal. En effet, la mise en forme du microbiote est dépendante de la disponibilité
en MACs : Carbohydrates (ou Glucides) accessibles au microbiote (Microbiota-
Accessible Carbohydrates), ces derniers étant apportés par les fibres alimentaires
(donc d’origine végétale). Par conséquent, un régime extréme a base de plantes ou a
base de viandes a pour effet d'importantes altérations du microbiote intestinal. (2)
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Les traitements antibiotiques perturbent de maniere importante, au court terme
et parfois au long terme, I'équilibre microbien, notamment en diminuant la richesse et
la diversité microbienne. Il a été démontré que la clindamycine, la clarithromycine, le
métronidazole et la ciprofloxacine altérent la structure du microbiote, pour des durées
différentes. Les effets de ces perturbations ainsi que la durée de rétablissement du
microbiote difféerent en fonction des individus (2).

3) Composition du microbiote
a) Espéces prédominantes

En moyenne, le microbiote d'un individu sain comporte 160 espéces de
bactéries difféerentes (1). La plupart des bactéries appartiennent a différents phyla :
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria et Verrumicrobia. (6)

Les Firmicutes et les Bacteroidetes sont les deux phyla dominants, représentant
90% du microbiote. (7)

b) Gradient du microbiote

Le microbiote n’est pas le méme en fonction de la localisation dans le systeme
digestif. 1l varie de maniere quantitative et qualitative, de maniére transverse (de
I'épithélium intestinal au lumen) et de maniére longitudinale (le long de l'intestin). (2,8)

En effet, il existe tout d’abord un gradient de concentration longitudinal. Dans
I'estomac, la concentration en bactéries est faible : on trouve 10 & 1000 bactéries / mL.
Ceci est di principalement a I'acidité gastrique. Ensuite, dans I'intestin gréle, on trouve
10 000 a 10 millions de bactéries / mL. L’intestin gréle est caractérisé par un haut
niveau d’acidité, d’'oxygéne et un temps de transit rapide a ce niveau, propriétés qui
limitent la multiplication bactérienne. Enfin, dans le cdlon, on passe a 10 milliards a
10 000 milliards de bactéries / mL. Ainsi, plus le milieu se raréfie en oxygéne et diminue
en acidité, plus il y a de bactéries qui le colonisent (1,2).

estomac

duodénum
jéjunum

iléon

colon

Concentration des especes bactériennes du microbiote intestinal (adapté de
Sartor, Gastroenterology, 2008) (9)
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Ce gradient existe aussi de maniere transverse. En effet, le mucus intestinal est
divisé en 2 couches : une couche interne dense et imperméable, ainsi qu’'une couche
externe plus « lache » et pénétrable par les bactéries. Ainsi, la couche interne est tres
pauvre en bactéries (voire stérile), tandis que la couche externe est colonisée : cette
derniére fournit une source d’énergie et des sites de fixation pour certaines bactéries
commensales, grace a son répertoire de O-glycanes (polyméres de monosaccharides)
présents dans les mucines constituant le mucus. (2,10)

Les différentes couches de mucus intestinal dans le colon de la souris. (11)

A : Immunocoloration de la protéine Muc?2 constituant du mucus intestinal. On observe
ici une couche interne (s) dense et stratifiée, attachée a I'épithélium intestinal (e), et
une couche externe plus lache (0).

B : Par méthode FISH*, grace a une sonde spécifique aux bactéries, on peut visualiser
les bactéries (en rouge, image B) combinées aux protéines Muc2. La couche interne
de mucus forme une barriere imperméable aux bactéries. (11)

Il existe aussi un gradient en diversité. En effet, en fonction de la localisation
dans l'intestin, on retrouve différentes bactéries. Dans le duodénum, le jéjunum et
'iléum proximal, on retrouve principalement des lactobacilles (anaérobies
facultatives). (2) Ce gradient de diversité est, lui aussi, longitudinal et transversal.
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Stomach 0 - 102
Lactobacillus \ S .
Candida ‘ ‘K
Streptococcus
Helicobacter pylori ~
Peptostreptococcus 1§
Dy, ) -Colon 10'1- 1012
Fy 9 ; T Bacteroides
- Clostridium groups IV and XIV
, Bifidobacterium
Duodenum 102 ~ Enterobacteriaceae
Streptococcus . - y
Lactobacillus ‘ 4
=3 - "Jejunum 102
,\ , Streptococcus
L ¥ ol Lactobacillus
Distal ileum 107 - 108 1 /' I e
Clostridium ; / * Proximal ileum 108
Streptococcus Streptococcus
Bacteroides . Lactobacillus
Actinomycinae
Corynebacteria

Composition et concentrations luminales des especes microbiennes dominantes
dans les différentes régions du tractus gastrointestinal (9)

Comme pour le gradient de concentration, le gradient de diversité est aussi
transversal. En effet, le microbiote de la couche externe du mucus intestinal est
différent du microbiote luminal (2,12). Cette couche constitue une véritable niche
microbienne. Les bactéries du microbiote mucosal présentent différents modes de
prolifération ainsi que de nutrition par rapport aux bactéries luminales : seulement
certaines espéces bactériennes ont un répertoire suffisant d’enzymes capables de
désassembler les glycanes complexes du mucus et d’en faire une source suffisante
de de carbone. Pour ces bactéries mucolytiques, le mucus est une niche microbienne
bien distincte (12).

De plus, les niveaux d’oxygéne dans le mucus sont bas, suffisamment pour
permettre le développement de bactéries anaérobies (12).

c) Les études MetaHit et Human Microbiome Project

e MetaHit :

Le projet MetaHit, ou Metagenomics of the Human

Intestinal Tract (Métagénomique du tractus intestinal MJ
humain), est un projet Européen coopératif qui a été

conduit entre 2008 et 2012, rassemblant 15 instituts de 8 pays difféerents (13). Ce
dernier a été coordonnée par 'INRA (Institut National de la Recherche Agronomique)
(14). Ce projet avait pour but de définir le métagénome intestinal, soit tous les
microorganismes habitant le tractus intestinal humain. (15)
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Le projet MetaHit avait plusieurs objectifs :

- Etablir un « catalogue » des génes et génomes microbiens présents dans le
microbiote intestinal, grace au séquencage métagénomique des
microorganismes. (13,15)

- Etablir des outils permettant de déterminer quels génes et génomes du
«catalogue » sont présents chez les différents individus et a quelle fréequence
(13,15)

- Développer des outils bio-informatiques pour stocker, organiser et interpréter
toutes les informations récoltées, afin d’établir des liens de corrélation entre le
microbiote et la santé / les pathologies. (13)

Les chercheurs ont tout d’abord analysé le métagénome des bactéries issues
d’échantillons intestinaux de 39 individus de nationalités différentes (frangais, danois,
italiens, espagnols, américains et japonais). L'analyse a ensuite été étendue a 85
échantillons prélevés chez des populations danoises puis 154 issus de populations
américaines. (14) Les chercheurs ont ainsi pu reconstituer le génome complet de 238
bactéries intestinales dont 75% étaient alors encore inconnues (16). L'analyse des
échantillons de selles a permis de répartir 3,9 millions de génes en 7381 groupes de
co-abondances de génes. (16)

e Le Human Microbiome Project (HMP) :

Ce projet a été soutenu par la NIH (National Institute of Health = Institut Américain de
la Santé) de 2007 a 2016. Il comporte 2 phases. La premiére est appelée HMP1, ayant
été conduite de 2008 & 2013 (17). La deuxiéeme phase du HMP est le iHMP (i pour
« integrative ») (18,19)

La mission principale du HMP était de générer des ressources permettant de faciliter
la caractérisation du microbiote humain. Tandis que le projet MetaHit ne concernait
gue le microbiote intestinal, le HMP concerne tout le microbiote humain (nasal, oral,
cutané, gastro-intestinal, urogénital). (17)

La phase initiale du projet (HMP1), a été menée sur 300 individus sains. Les
prélevements ont été faits sur différents sites du corps humain. Pour chaque partie du
corps, les prélevements ont été analysés par séquencage de I'ARNr 16S*, afin de
caractériser la complexité de chague communauté microbienne sur chaque zone du
corps. Au total, 32 terabytes de données ont été générées durant cette 1¢® phase du
projet, regroupant (17) :

- 18 études
- 48 sites de prélévements différents
- 31 596 échantillons

Ces données sont disponibles sur : hitps://portal.hmpdacc.org/
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Nombre d’échantillons par site de prélevement dans le HMP (20)

La seconde phase du projet (IHMP ou HMP2), regroupe des études sur les
dynamiques du microbiome, sous différentes conditions :

- Lagrossesse
- Les maladies inflammatoires intestinales

- Le pré-diabete (19)

Cette phase se concentre plus sur les interactions hoéte-microbiome.

HMP1 ’:gﬁd Community Microbial Host genome Microbial isolate
composition pathways sequences genomes
—
Vagina o - & TN
Skin ". | [ i .I
o 1
’ ® ‘ \‘,\ H
& ® Bl \\- .ﬂ',
Healthy cohort study - = ~
, ) * Characterize microbiomes
- ® » Comrelate with phenotype
Demonstration projects
. . . , HMP DCC
HMP2 Community Microbial Virome Antibody Data, tools
composition pathways profiles profiles protocols '
‘. . 1 & 0
- i~ \
F‘reter;'n birth Host genomes Epigenome profiles Cytokine profiles
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bowel diseases
+ Characterize the host and microbiome
+ Follow dynamics over time

v

Pre-diabetes

Schéma des premiére et secondes phases du HMP. (19)

Ce projet a permis d’établir une base de données importante, de développer des outils
d’étude du microbiote ainsi que des protocoles analytiques et statistiques.
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d) Le microbiote : Des bactéries, mais pas seulement !

Lorsque I'on parle de microbiote, le premier mot qui nous vient a I'esprit est
« bactérie ». Néanmoins, les bactéries ne représentent « que » 93% de la flore
intestinale : elle abrite aussi des virus (5.8%) qui composent le « virome », des archées
(0.8%) ainsi que des fungi et autres eucaryotes unicellulaires ou multicellulaires
(protistes et helminthes) (environ 0.5% du microbiome). (7,21)

Les données combinées de MetaHit et du Human Microbiome Project ont fourni
la vue la plus complete du répertoire du microbiote humain a ce jour. En tout, 2 172
especes différentes ont été isolées chez ’'Homme, et classifiées en 12 phyla différents,
dont 93.5% appartiennent aux Proteobactaria, aux Firmicutes, aux Actinobacteria et
aux Bacteroidetes (2)

Néanmoins, le microbiote ne contient pas uniquement des bactéries : il contient
aussi des Eucaryotes et des Archées. (22)

Les Archées :

Les archées, principalement les méthanogenes, sont des microorganismes
relativement abondants dans le microbiote intestinal, avec une densité pouvant aller
jusqu’a 10%° cellules par gramme de féces. Au total, 7 espéces d’archées ont été
associées au tractus gastrointestinal. Ces archées méthanogénes transforment le
dioxyde de carbone et 'hydrogéne en méthane, ce qui permet une réduction du gaz
dans le tractus gastrointestinal. Elles permettent de diminuer les ballonnements, et
sont réduites chez les sujets atteints du syndrome de l'intestin irritable* dont les
flatulences sont un des symptdémes. (22)

Les Eucaryotes :

Différentes espéces de microeucaryotes peuvent étre détectées dans le tractus
intestinal. Les principaux eucaryotes intestinaux sont les levures ainsi que les
parasites. Bien que les parasites intestinaux soient souvent le résultat d’'une infection
par de I'eau ou des aliments contaminés, certaines espéces font partie du microbiote
intestinal sain. (22)

Les Fungi : 57 espéces de levures ont été identifiées dans le microbiote intestinal
et sont réparties en 2 phyla : Ascomycota et Basidiomycota. La levure du microbiote
la plus connue et prévalente est Candida albicans. Bien que ces levures soient
commensales, sous certaines circonstances spécifiques ces organismes peuvent
provoquer des candidoses dans d’autres organes du corps humain. Ceci est
certainement dd a l'augmentation de la prise de médicaments (notamment les
antibiotiques), la transformation des aliments ainsi que des polluants, ce qui cause une
prolifération anormale des Candida et donc a des candidoses. Les autres levures les
plus retrouvées sont les levures Saccharomyces spp., qui comprend Saccharomyces
cerevisiae. (22)

Les parasites intestinaux : Le tractus gastro-intestinal humain peut étre habité par
des eucaryotes des phyla: Apicomplexa, Amoebozoa, Ciliophora, Metamonada,
Microsporidia, Parabasalia, et Stramenopiles. Certains de ces organismes sont
pathogenes et peuvent provoquer des symptomes intestinaux, c’est pourquoi peu
d’attention leur a été donnée en termes de rdle dans I'écosystéme intestinal.
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Blastocystis homins ST7, AF408427
Blastocystis homins ST9, AF408426
Blastocystis homins ST6, AB091237
Blastocystis homins ST5, AB070988
Blastocystis homins ST8, AB070992
Blastocystis homins ST4, AY244620
Blastocystis homins ST1, AB023578
Blastocystis homins ST2, AY618265
Blastocystis homins ST5, EF467654

Sarcocystis hominis, AF176945
! ESarcocysﬁs suihominis, AF176937
i Cystoisospora belli, JX025651
Ap Icomp lexa Cyclospora cayetanensis, AF111183

Cryptosporidium meleagridis, AF112574
[ Cryptosporidium parvum, AF108865
Cryptosporidium hominis, AAEL 01000242

Entamoeba dispar, Z49256
Entamoeba hislolytica, X65163
Amoebozoa ‘_£Entamoeba moshkovskii, AF149906
Entamoeba hartmanni, AF149907

L Entamoeba coli, AF149914

Stramenopiles

Ciliophora | ————————— Neobalantidium coli, AF029763
1 [ Pt atrichomonas hominis, AY 758392
Metamonada L Dicntamoeba fragilis, AY730405
. - Encephalitozoon cuniculi, AL391737
Microsporidial  — Enterocytozoon intestinalis, L19567
| L Enterocytozoon bieneusi, ABGB01000454
; 1 f Giardia intestinalis, AF199449
Fornicata Enteromonas hominis, AF551180

Arbre phylogénétique des eucaryotes gastrointestinaux retrouvés chez ’Homme (22)

NB : Encephalitozoon et Enterocytozoon sont actuellement considérés comme
des Fungi et non des protozoaires, ceci étant basé sur leurs séquences nucléotidiques.

Les eucaryotes classés dans les phyla Apicomplexa et Microsporidia sont des
microorganismes pouvant sporuler et causer des infections du tractus gastro-
intestinal.(22)

Les Blastocystis spp. (Stramenopiles) sont des protozoaires. Ils ont été isolés
la premiere fois en 1911 et ont d’abord été identifi€¢s comme des levures. L’étude de
leur ARNr permet de différencier 28 sous-types. Ces eucaryotes sont retrouvés
fréqguemment dans le tractus gastrointestinal d’individus sains. (22)

Neobalantidium coli est le seul représentant du phylum Ciliophora. Malgré le fait
que cet organisme cilié peut se reproduire dans le lumen intestinal des humains, son
hote naturel est le cochon.(22)

Les Amoebozoa pouvant étre détectés dans le tractus gastrointestinal humain
sont Endolimax nana, lodamoeba butschlii, et 6 Entamoeba spp. dont Entamoeba coli
et Entamoeba hartmanni, 2 espéces fréquemment retrouvées dans le tractus
gastrointestinal d’'individus sains.(22)

4) La notion d’eucaryome

a) Qu’est-ce que I'’eucaryome ?

Comme vu dans la précédente partie, divers eucaryotes habitent le tractus intestinal
humain :

e Des fungi

e Des protistes

e Des Helminthes

Cet ensemble d’eucaryotes forment ce que I'on appelle 'eucaryome. (21)
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b) L’eucaryome, un biome peu étudié

Les études du microbiote intestinal humain sont principalement axées sur
I'étude des bactéries ainsi que des archées et des virus, négligeant la présence
d’eucaryotes unicellulaires comme Blastocystis, bien que souvent présent dans le
tractus gastro-intestinal. (23,24)

De plus, historiquement, n'importe quel protiste ou Helminthe retrouvé dans
I'intestin humain était considéré directement comme un parasite, et par conséquent,
considéré automatiquement comme un pathogéne pour I'héte. (21,24)

Il est vrai que certains protistes intestinaux sont pathogénes, comme par
exemple Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp., ou les Helminthes Ascaris
lumbricoides et Strongyloides stercoralis, dont la pathogénicité* s’exprime d’autant
plus que I'héte est immunodéprimé. Néanmoins, une large gamme de protistes et
d’Helminthes ne sont pas pathogenes. (21)

c) L’eucaryome, un biome en danger

De nos jours, I'eucaryome, partie importante de la flore intestinale, est un biome
menacé. En effet, sa diversité est nettement diminuée dans les populations
industrialisées, par rapport aux populations avec des modes de vie traditionnels, et
ceci a cause de facteurs majeurs :

- Augmentation de [I'hygiéne: acceés a l'eau potable, campagnes de
déparasitage, hygiene personnelle, assainissement de la nourriture... (24,25)

- Elimination systématique des eucaryotes, du fait de leur rble pathogene
supposé (24,25)

- Utilisation accrue des antibiotiques (24)

Les populations ayant un mode de vie occidental (soit moderne), présentent une
diversité eucaryotique nettement diminuée comparée aux populations ayant des
modes de vie non-occidentaux et des régimes a base de nourriture non industrielle.
(26,27)

Nous avons évoqué le fait que les eucaryotes soient systématiquement vus
comme des parasites, des organismes pathogénes. Par conséquent, ils sont
systématiquement éliminés dés qu’ils sont détectés chez un patient, méme s'il est
asymptomatique. (21)

Cette éradication dans les pays industrialisés aurait une influence néfaste sur
la santé, du fait de linterruption des interactions écologiques dans I'écosystéme
intestinal (28). En effet, la diminution voire disparition des eucaryotes intestinaux mene
a une diminution de la diversité bactérienne, marqueur d’'un microbiote sain. (24)

La prise d’antibiotiques est aussi un facteur de diminution de I'eucaryome. Dans
une étude de 2022, la prévalence de Blastocystis a été évaluée chez des patients
ayant été traités par antibiotique, et chez des patients ne I'ayant pas été. La prévalence
de Blastocystis est diminuée de maniere significative chez les patients traités par
antibiotique : 16%, contre 55% chez les non traités (29). Les antibiotiques traitant
spécifiqguement les procaryotes (structures et molécules), il est probable que cette
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diminution soit secondaire a la diminution de certains bactéries, dont Blastocystis
« dépendrait » (29).

d) L’eucaryome, un biome essentiel pour la diversité microbienne

Cette diminution de diversité de 'eucaryome présente aussi un danger pour le
microbiote entier : les eucaryotes ayant un rble de « prédateurs » sur certaines
bactéries, cela peut entrainer une diminution de la diversité bactérienne, tout comme
dans les macro-écosystéemes, les prédateurs sont essentiels au maintien de
'écosystéeme. En effet, les prédateurs empéchent la monopolisation de
'environnement par une espéce en particulier, qui deviendrait dominante et qui
limiterait les ressources pour les autres espéces, diminuant d’autant plus la diversité.
(30)

\Alimentation, antibiotiques, hygiéne...

Les facteurs environnementaux réduisent la diversité microbienne via la perte
d’especes prédatrices (30)

Le microbiote intestinal peut étre vu comme un réseau complexe d’espéces
(représentés par des points sur le schéma), interagissant entre elles (liens). Les
prédateurs (en rouge) maintiennent la diversité en régulant la multiplication de leurs
proies (en jaune), permettant aux autres espéces (en bleu) de mieux se développer.
La perte d’'un prédateur entraine une augmentation de leurs proies mais une diminution
de la diversité. (30)

Les amibes ont par exemple un rdle de prédateur sur les bactéries intestinales,
notamment sur les bactéries de moyenne taille. En plus de leur role prédateur, elles
ont aussi un role de régulation via la compétition pour les substrats énergétiques. (30)

Ainsi, le mode de vie occidental est un danger pour la diversité du microbiote,
de maniére directe via 'usage excessif d’antibiotiques, I'alimentation, 'augmentation
des accouchements par césarienne, I'hygiéne excessive... Mais aussi indirectement
par I'élimination des eucaryotes qui sont trés importants dans le maintien de
I'écosystéme bactérien via leur role de prédation. (30)
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Le mode de vie occidental : Un danger pour le microbiote. (30)
Le mode de vie occidental cause une perte de la diversité microbienne ().
Mais aussi, beaucoup de pathologies de plus en plus prévalentes causent cette
perte, entrainant elles-mémes ces pathologies («>). (30)

Ainsi, la perte de microeucaryotes « clés » peut résulter en un effet domino sur
la diversité de la communauté bactérienne, et ainsi impacter 'immunité de I'héte. (25)

5) RoOle du microbiote

L’existence du microbiote intestinal est connue depuis plus d’un siécle, mais
son role n'est assidument étudié que depuis une dizaine d’années, grace a I'apparition
de techniques de séquencage haut débit du matériel génétique des bactéries.

Aujourd’hui, on sait qu’il joue un réle dans de nombreuses fonctions du corps
humain : digestive, métabolique, immunitaire et neurologique (1,2,31).

a) Synthese de vitamines

Les vitamines sont des nutriments essentiels : ce sont des précurseurs de
nombreuses enzymes nécessaires a de nombreuses réactions biochimiques vitales.
L’étre humain est incapable de synthétiser la plupart des vitamines, et par conséquent
elles doivent étre apportées de maniére exogene.

Le microbiote digestif est crucial pour la synthese de novo* de vitamines
essentielles, vitamines qui ne peuvent pas étre synthétisées par le corps humain (2).
Les bactéries productrices d’acide lactique, comme les Bifidobacteria, qui sont
apportées par I'alimentation, permettent la production d’acide B12, qui ne peut étre
synthétisée par les animaux, les plantes ou les champignons. (2,32).

La vitamine B9, ou acide folique, est une vitamine essentielle impliquée dans la
réplication de 'ADN, sa réparation, la méthylation, la synthése de nucléotides de
certains acides aminés. Les bactéries des especes Bifidobacterium bifidum et
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Bifidobacterium longum sont des bactéries productrices d’acide folique a haut niveau.
Ce sont ainsi les principaux producteurs de folates (2,32).

Toutes ces vitamines peuvent étre apportées par l'alimentation, mais de
mauvaises habitudes alimentaires ne permettent pas un bon apport en ces vitamines :
La source majeure d’apport de ces derniéres sont donc les bactéries commensales.
(32)

Le microbiote synthétise également d’autres vitamines , comme la plupart des
vitamines hydrosolubles du groupe B (biotine, cobalamine, acide folique, acide
nicotinique, acide panthoténique, pyridoxine, riboflavine et thiamine) ainsi que de la
vitamine K. (2,32)

b) Maintien de I'intégrité de la barriére mucosale

Le microbiote intestinal est un élément clé de la modulation de la fonction
barriéere de lintestin. Une dysbiose* (c’est-a-dire un déséquilibre du microbiote
intestinal, que ce soit dans la diversité ou dans la quantité), peut par conséquent
induire une inflammation de l'intestin, en troublant les signaux permettant le maintien
cette fonction, et provoquant par conséquent certaines pathologies. (33)

Tout d’abord, le microbiote joue un réle dans le renouvellement des cellules
épithéliales : un équilibre entre la prolifération et I'apoptose* de ces cellules est
nécessaire afin de maintenir l'intégrité de la barriére intestinale. Chez les souris
axénigues* (c’est-a-dire dépourvues de microbiote), le manque de microbiote impacte
de fagon importante et négative la morphologie intestinale, son architecture, et les
propriétés de renouvellement des cellules. En effet, chez ces souris, les villosités
intestinales sont réduites et les cryptes* sont plus petites. De plus, le « turn-over » *
des plaques de Peyer est plus bas que chez les souris saines. Huit jours apres la
colonisation par des bactéries du microbiote, le renouvellement cellulaire est
totalement restauré. (2,33)

Néanmoins, le mécanisme moléculaire exact par lequel les bactéries régulent
le renouvellement cellulaire n'est pas encore élucidé. Il est suggéré que ce mécanisme
passe par les PAMPs (« Pathogen Associated Molecular Patterns » ou Motifs
Moléculaires Associés aux Pathogenes) qui induiraient des signaux entrainant la
fortification de la barriére intestinale. (33)

Ensuite, il permet aussi de maintenir la perméabilité intestinale : lors d'un stress
psychologique, une dysfonction de la barriere intestinale est observée et est
caractérisée par une augmentation du flux macromoléculaire et une augmentation de
la sécrétion d‘ions. L'administration orale de probiotiques*, contenant notamment des
lactobacilles, permet de prévenir ces changements dans la barriere intestinale. (33)
Certaines espéces bactériennes, comme Akkermansia. muciniphila ou Lactobacillus
plantarum favorisent I'intégrité épithéliale (2).

Enfin, les bactéries du microbiote modulent les propriétés ainsi que le
renouvellement du mucus intestinal (2). En effet, chez les souris axéniques*, la couche
de mucus est trés fine, mais lorsqu’elles sont exposées a des produits bactériens
comme les peptidoglycanes ou les LPS (LipoPolySaccharides), I'épaisseur redevient
normale (2).
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Une fonction défaillante de la barriére intestinale est I'origine de nombreuses
maladies, pouvant aller du syndrome du célon irritable* au syndrome métabolique*. La
barriere intestinale joue un réle crucial en protégeant les cellules intestinales des
bactéries luminales, via le turnover* de mucus (synthése et dégradation), la production
d’lgA*, et la sécrétion de peptides antimicrobiens. Les mucines, composant majeur du
mucus intestinal, sont une source de nutriments pour les bactéries intestinales.
Certaines bactéries possédent la machinerie enzymatique nécessaire pour dégrader
les chaines oligosaccharidiques des mucines, libérant en retour des petits
oligosaccharides qui peuvent étre par la suite métabolisés par les autres bactéries
commensales (34).

Par exemple, Akkermansia muciniphila est une bactérie intestinale spécialisée
dans la dégradation des mucines, ce qui en fait un organisme clé de l'interface
mucosale entre le lumen et les cellules épithéliales. En plus de dégrader les mucines,
Akkermansia est aussi capable de stimuler la production de ces derniéres, ce qui
permet un turnover* de la barriere mucosale (34). De plus, il a été démontré que cette
bactérie adhére a [I'épithélium intestinal et renforce lintégrité de la couche
d’entérocytes, prouvant une capacité de cette bactérie a fortifier une barriére
intestinale abimée (35). De plus, chez les patients atteints de maladies inflammatoires
de l'intestin, comme le syndrome de l'intestin irritable*, seulement de faibles quantités
de cette bactérie sont retrouvées, ce qui suggére qu’elle posséderait des propriétés
anti-inflammatoires (34).

c) Roéle dans la digestion et production d’AGCC*

Le microbiote joue un réle direct dans la digestion. Il assure la fermentation des
aliments non digestibles, facilite I'assimilation des nutriments grace a la sécrétion
d’enzymes dont l'organisme humain n’est pas pourvu, hydrolyse [I'amidon/la
cellulosel/les polysaccharides, participe a la synthése des vitamines B et K, et régule
I'absorption des acides gras (1).

Les bactéries du microbiote expriment des enzymes actives sur les
carbohydrates, ce qui leur procure la capacité de fermenter des carbohydrates
complexes, et de générer des métabolites comme les acides gras a chaine courte
(AGCC*) (2,36). En effet, les sucres complexes (les polysaccharides) ne sont pas
digestibles par I'étre humain qui ne possede pas la machinerie enzymatique
nécessaire (37).

Trois acides gras a chaine courte* prédominent dans le tractus digestif : le
propionate (produit principalement par les Bacterioidetes), le butyrate (produit
principalement par les Firmicutes) et 'acétate (dont la production est faite par un large
spectre de bactéries intestinales), dans les proportions suivantes : 1:1:3 (2,38).

Ces acides gras sont absorbés par les cellules épithéliales de l'intestin et sont
impliquées dans la régulation de certains processus cellulaires, comme I'expression
des génes, la chimiotaxie*, la différenciation et la prolifération cellulaire, ainsi que
'apoptose* (2). Ces molécules agissent comme un « lien » entre le microbiote et le
systéme immunitaire (39).
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Les AGCC*, et le butyrate en particulier, sont des substrats essentiels pour
maintenir I'intégrité de I'épithélium intestinal : ils sont la source principale d’énergie des
cellules épithéliales intestinales, en étant une source d’ATP* (38,39). lIs ont un réle qui
peut étre qualifié de paradoxal : il induit la prolifération des colonocytes (cellules
intestinales) sains, mais induit 'apoptose* des cellules anormales. De plus, les AGCC*
permettent la régulation des protéines des jonctions serrées* de la barriere intestinale,
et ainsi indirectement la régulation du flux moléculaire entre le lumen et le systeme
porte. Une permeéabilité augmentée de I'épithélium est associée a la translocation de
bactéries (ou de leur composants membranaires comme le LPS), ce qui peut conduire
a lactivation de cascades inflammatoires, qui sont associées a I'obésité et une
résistance accrue a linsuline (38). Ainsi, via la production d’AGCC*, les bactéries
commensales ont un role bénéfique impactant plusieurs aspects de 'organisme. (38)

Les AGCC* modulent la régulation de l'appétit et la consommation
d’énergie via leur fixation a des récepteurs. (2) Ces récepteurs sont couplés a des
protéines G : FFAR 2 et FFAR 3 (Free Fatty Acid Receptor). Leur activation entraine
la libération d’hormones anorexigenes comme la leptine ou le GLP-1. (40)

Les AGCC* ont aussi un role dans la régulation de I’lhoméostasie du glucose
(via FFAR 2/3). Dans le foie, le propionate est néoglucogene, alors que I'acétate et le
butyrate sont lipogénes : ils inhibent la lipolyse des adipocytes, réduisant ainsi le flux
d’acides gras libres vers le foie. De plus, un taux élevé d’acétate plasmatique est
inversement corrélé au taux d’insuline plasmatique : en effet, I'activation de FFAR2
induit une meilleure réponse a l'insuline dans les cellules 3 pancréatiques, et donc un
meilleur contrdle de la glycémie. (38)

La production de propionate par les bactéries a des effets positifs sur la fonction
des cellules B et atténue le systéme de récompense de la prise de nourriture via la
voie striée (2,37).

Les AGCC* provoquent des effets sur le métabolisme lipidique a plusieurs
niveaux : Dans le foie, 'acétate permet la lipogenése de novo* tandis que le propionate
I'inhibe. Le propionate diminue la graisse viscérale et hépatique. Les AGCC* inhibent
I'accumulation des lipides dans les adipocytes, ce qui résulte en des petits adipocytes
plus sensibles, ce qui est associé a des infiltrats inflammatoires adipeux réduits.

Ensuite, I'acétate stimule la sécrétion de leptine dans les adipocytes, la leptine
étant une hormone régulant la balance énergétique et I'appétit. L'inhibition de la
lipolyse par la leptine résulte en une diminution de la libération en AG libres du tissu
adipeux au foie, diminuant le risque de stéatose hépatique. (38)

Les AGCC* permettent de réguler le systéme immunitaire et la réponse
inflammatoire. Le butyrate inhibe I'activation du facteur nucléaire NF-kB dans les
macrophages, et jouerait un rble dans la production des lymphocytes T régulateurs.
De plus, avec le propionate, ils inhibent 'expression des cytokines induites par le LPS
(IL-6 et IL-12p40) par les cellules dendritiques matures. Ainsi, les AGCC* sont un lien
important dans la communication entre le microbiote et le systéme immunitaire. (38)

Le butyrate en particulier est connu pour ses propriétés antiinflammatoires et
anticancéreuses, il est aussi une source d’énergie importante pour les colonocytes (2).
Il peut aussi atténuer la translocation bactérienne depuis le tube digestif, ainsi que de
renforcer la barriére intestinale en augmentant 'assemblage de jonctions serrées* et
la synthése des mucines. (2)
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Schéma illustrant le réle important des AGCC* dans I'organisme
Les AGCC*, ainsi que d’autres métabolites, entrent dans le systéme porte hépatique
et sont rapidement transportés dans le foie. Une fois dans le foie, ils agissent sur les
macrophages résidents ainsi que les hépatocytes. Ce systeme permet de maintenir
un foie sain, via la régulation du métabolisme hépatique, le contréle de I'inflammation
ainsi que le contréle du flux d’acides gras libres (AGL) dérivants du tissu adipeux.
Les AGCC* ont aussi des effets périphériques : ils régulent l'insuline, le flux d’AGL
des adipocytes, le centre de I'appétit, et sont une source d’énergie pour le muscle.
(38)

d) Protection contre les pathogenes

L’organisme maintient une vigilance constante contre des antigenes
potentiellement délétéres, tout en empéchant le développement d’'une inflammation
incontrélée. La barriere intestinale est la premiére ligne de défense contre les
pathogenes, en séparant physiquement I'organisme du lumen intestinal, ainsi que par
d’autres mécanismes : reconnaissance microbienne, production de peptides
antimicrobiens, production de mucus, sécrétion d’anticorps. (33)

Le microbiote intestinal permet de limiter la colonisation par des pathogeéenes,

ceci via plusieurs mécanismes. Par exemple, les bactéries du microbiote entrent en
compétition avec les pathogénes pour les sites de liaisons, ou bien pour les sources
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de nutriments. Elles sont aussi capables de produire des substances antimicrobiennes

(2).

Les protéines antimicrobiennes ont un double réle : limiter I'invasion par des
pathogenes, ainsi que moduler la composition du microbiote intestinal. Certaines
protéines antimicrobiennes sont sécrétées par les cellules épithéliales intestinales de
maniere indépendante, et d'autres sont influencées par le microbiote intestinal. Il existe
donc une interaction bidirectionnelle entre le microbiote intestinal et la barriere
intestinale. Par exemple, le lysozyme est sécrété en l'absence de germes, alors que
les a-défensines sont sécrétées en plus grande quantité et en meilleure qualité chez
les souris ayant un microbiote normal. (33)

La couche de mucus et les mucines sont essentielles pour empécher les
bactéries luminales d'adhérer ou de pénétrer I'épithélium intestinal. Les souris
axénigues* ont un nombre nettement réduit de cellules caliciformes productrices de
mucines, comparé aux souris ayant un microbiote normal. De plus, ces souris
axéniques* ont un mucus plus fin, moins stable et moins compact comparé aux autres
souris. L'exposition a des produits bactériens comme le LPS et le peptidoglycane
entraine une augmentation de I'épaisseur de la couche de mucus chez ces souris, a
un niveau similaire aux souris saines. (33)

Un argument supplémentaire a ce rbéle du microbiote est I'impact des
antibiotiques : ces derniers impactent de maniére importante le microbiote, induisant
une dysbiose*, et peuvent par conséquent conduire a I'expansion de populations
pathogénes. Par exemple, les bactéries Salmonella typhimurium et Clostridioides
difficile utilisent de l'acide sialique et le fucose en tant que nutriments. Les niveaux
d’acide sialique augmentent apres traitement antibiotique, ce qui favorise le
développement et la colonisation par ces bactéries pathogenes dans l'intestin (2).

De plus, le microbiote intestinal, via ses composants structurels et ses
métabolites, stimule la production par les cellules de Paneth de I'h6te de plusieurs
peptides antimicrobiens (PAM), comme les cathélicidines, les lectines de type C et les
défensines, et ce via les PRRs* (Pattern Recognition Receptor) (41).

Les bactéries commensales peuvent adhérer au mucus intestinal et ainsi
empécher I'adhésion d’entéropathogénes, par inhibition compétitive. De plus, elles
peuvent produire des bactériocines et des acides gras a chaine courte*, composants
capables d’inhiber la prolifération d’autres microorganismes (31).

e) Modulation du systéme immunitaire et TGF-f

Dés les premieres années de vie, le microbiote intestinal permet
« d’'apprendre » a limmunité intestinale de lindividu de distinguer les especes
bactériennes commensales des especes pathogénes (1,31). En effet, le
fonctionnement correct du systeme immunitaire requiert une régulation constante afin
de garder un équilibre entre la protection contre les agents pathogénes, et la tolérance
des auto-antigenes (42). Ce processus passe principalement par la reconnaissance
des PRRs* des cellules épithéliales, capables de reconnaitre les molécules produites
par les microbes intestinaux. (31)
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Les personnes atteintes de la maladie de Crohn montrent une dysbiose*
caractérisée par une diversité moindre et une abondance moindre en Firmicutes,
notamment Faecalibacterium prausnitzii, cette derniere pouvant étre par conséquent
un biomarqueur pouvant aider au diagnostic de cette maladie (2,43). Il a été découvert
récemment que cette bactérie commensale sécréte une protéine anti-inflammatoire, la
MAM (pour Microbial Anti-inflammatory Molecule = Molécule Microbienne Anti-
inflammatoire), qui inhibe l'activation de la voie NF-kB (voie inflammatoire) et la
production d’'IL-8 dans les cellules épithéliales intestinales, et ce avec un effet dose-
dépendant (13,14). D’autres bactéries, comme A. muciniphila, ont un r6le de protection
contre plusieurs maladies inflammatoires, ce qui suggere que cette souche possede
aussi des propriétés anti-inflammatoires. Cependant, le mécanisme impliqué n’a pas
encore été complétement élucidé (2).

Comme vu dans la partie 5) c), les bactéries du microbiote permettent la
production d’acides gras a chaine courte (AGCC*) a partir de la fermentation de
carbohydrates complexes. Cette production a un réle important dans la modulation du
systeme immunitaire, que ce soit le systtme immunitaire intestinal ou le systeme
immunitaire systémique (2).

Il a été démontré que des espéces du genre Clostridium majoritairement, mais
également du genre Lactobacillus et Bifidobacterium, induisent la différenciation et
'expansion des lymphocytes T régulateurs, cellules qui limitent 'expansion des
cellules immunitaires effectrices, via cette production d’acides gras a chaine courte*
(42,43). Parmi ces bactéries, Faecalibacterium prautnitzii (du genre Clostridium) est
principalement celle qui induit la production de ces lymphocytes Treg* (46,47).

En effet, cette production ’AGCC* permet de stimuler la production de TFG-3*
par les cellules épithéliales. TGF-B est une cytokine cruciale dans 'homéostasie et la
tolérance immunitaire* : elle inhibe le développement de nombreux composants du
systéme immunitaire, et induit la différenciation des lymphocytes T régulateurs (cf
schéma ci-dessous) (42,43).

Les lymphocytes Treg* sont des lymhocytes T CD4 qui se différencient en
réponse a la présentation d’autoantigénes* ou de bactéries commensales, et
permettent de prévenir les réponses immunitaires contre I'héte ainsi qu’a maintenir
'homéostasie. lls produisent I'interleukine* 10, une cytokine anti-inflammatoire (43).
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Le TGF-B est produit sous forme latente par les cellules immunitaires et par les
cellules épithéliales. Des stimuli, notamment les bactéries de lintestin (via la
production d’AGCC¥*), entrainent le relargage de TGF-3 sous forme active. Ce dernier
cible l'intestin : en se liant aux cellules de I'immunité et aux cellules épithéliales, il
active/inhibe des voies de transduction intracellulaires, ce qui permet de contribuer a
'homéostasie intestinale, d’exercer un réle anti-inflammatoire, et de diminuer la
perméabilité intestinale en renforcant les jonctions serrées* épithéliales (49).

Différentes bactéries du microbiote influencent ces lymphocytes T-reg* :

Clostridium : Le genre Clostridium est un genre majeur dans le microbiote
intestinal, et inclut de nombreux taxa commensaux. Des expériences de
transplantation microbienne ont montré que certaines souches de Clostridium
induisent la libération de TGF-B par I'épithélium intestinal et la différenciation des
lymphocytes Treg* (43,47,49). Ces Clostridium sont moins abondants chez les
patients souffrant de MICI par rapport a des patients témoins (49).

Bacteroides : Bacteroides est un genre de bactéries gram-négatives
anaérobies, et qui représentent une proportion importante de la flore intestinale
« normale ». L’abondance de Bacteroides est diminuée chez les patients atteints de
MICI, par rapport a des témoins sains. Il a été montré que la bactérie Bacteroides
fragilis induisait la différenciation des cellules Treg* : La monocolonisation de souris
axénigues* par cette bactérie permettait de restaurer la production de TGF-B2 et la
production d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire) par les lymphocytes Treg*. (49)

Les Enterobacteriaceae, bactéries gram-négatives, représentent une petite
proportion du microbiote intestinal. Néanmoins, une prolifération de ces bactéries se
produit chez les patients atteints de MICI, et pourrait étre associée avec la promotion
de l'inflammation intestinale. Le mécanisme exact de cette induction n’est pas encore
élucidé, mais la production de dérivés réactifs de 'oxygéne causée par ces bactéries
contribue en partie a la dysbiose*. Le TGF-B permet, via les cellules dendritiques, de
controler les Enterobacteriaceae via linteraction de ces cellules avec les cellules
épithéliales intestinales (49).

Chez les souris axéniques*, les cellules de I'immunité et les structures
lymphoides présentent une déficience. De plus, on observe chez ces souris une
diminution de I'expansion des lymphocytes T CD4+. Cette déficience est réversible
grace a un traitement par des polysaccharides A provenant de la capsule de
Bacteroides fragilis (2).

Immunoglobulines A *:

Le microbiote intestinal induit la production d’immunoglobulines A, ou IgA*,
premiere ligne de défense spécifique de I'antigéne (2,50).

Les IgA ont un réle majeur dans le maintien de ’homéostasie des surfaces
mucosales, notamment dans le tractus gastro-intestinal : ils permettent de neutraliser
les bactéries pathogénes en s’y liant, tout en maintenant une relation mutuellement
bénéfique avec les bactéries commensales (50,51). De plus, ces IgA* permettent de
signaler les bactéries commensales ayant tendance a provoquer une réponse
immunitaire forte et donc induire une colite (51).
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En résumé, par la présentation de leurs antigenes aux cellules M des plaques
de Peyer, les bactéries induisent la production d’IgA* qui permettent de maintenir
I’'homéostasie de la flore bactérienne.

Les IgA* sont sécrétées dans le lumen en grandes quantités, et permettent de
limiter et contréler la colonisation bactérienne ainsi que d’empécher les bactéries de
pénétrer I'épithélium intestinal.(31)
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B : Exemples d’interactions moléculaires entre les antigénes microbiens et les cellules
hoétes, via les PRR*.

6) Le microbiote sain
a) Définition(s)

Un microbiote sain, est un microbiote dont la composition permet un bon
fonctionnement du systéme digestif et ne mene a aucun symptéme (52). Une bonne
diversité microbienne est marqueur d’'un microbiote sain. (52)

Chaque individu posséde en moyenne 160 espéces bactériennes différentes
dans son microbiote intestinal. Les microbiotes sains sont en général dominés par des
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bactéries de deux phyla: Bacteroidetes et Firmicutes, bien que le ratio

Firmicutes/Bacteroidetes varie en fonction des individus sains. (52)

Plusieurs définitions d’'un « microbiote sain » sont possibles :

a Taxonomy Function
[ Gut \ | skin Person 1 Person 1 All body sites
+Bacteroidaceae « Propionibacterium «Broadly conserved pathways (e.g. central carbon
«Clostridiaceae « Staphylococcus metabolism, cell cycle, structural proteins)
*Prevotellaceae « Corynebacterium » Colonization resistance
» Eubacteriaceae « Moraxella «Immune education (e.g. LPS, PAMPs)
* Ruminococcaceae * Malassezia
«Bifidobacteriaceae Mouth
«Lactobacillaceae Core *Simple Qarbohydrat_e br_eakdown
+ Enterobacteriaceae Prevalent enzymes, *Requaton of it (vie itralo
«Saccharomycetaceae microbial metabolites, reduction and arginine deiminase)
\_*Methanobacteriaceae 4 taxa pathways Skin
@@ o O «Vitamin D biosynthesis
Mouth O0®i g Q Vagina
» Streptococcus «Regulation of pH (via lactic acid
* Rothia production)
* Neisseria Vagina Gut
* Candida * Lactobadillus « Production of short-chain fatty acids via
« Veillonelia * Gardnerella carbohydrate fermentation
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Différentes définitions possibles du microbiote sain, tiré de Lloyd-Price et al.,
2016 (52)

a: La premiere définition est la plus « simpliste » et la plus ancienne. Cette
définition d’un « microbiote sain » se base sur des listes de taxa qui seraient
retrouvées de maniere prévalente chez les individus sains. (52)

b: La deuxieme définition du « microbiote sain» est basée sur la
métagénomique. Cette derniere permet de déterminer le potentiel fonctionnel du
microbiote, et ainsi de déterminer les fonctions essentielles a un microbiote sain, c’est
ce que l'on appelle le « fonctionnal core » (52). Cette notion sera développée dans la
partie suivante.

c : La troisieme définition possible se base sur des modeéles d’assemblage
ecologique. Chaque héte pourrait tirer son microbiote d’'une métapopulation (c’est-a-
dire un ensemble de populations bactériennes) « typique » de potentiels colonisateurs,
via des processus partiellement aléatoires, qui sont 'ordre dans lequel les microbes
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ont colonisé leur habitat, la « disponibilité » de ces derniers dans I'environnement de
I'héte, et la sélection de I'héte (via le régime alimentaire ou leur génétique). (52)

d : La quatrieme définition peut se baser sur la dynamique du microbiote. Sur le
schéma, le point jaune représente le microbiote infantile, qui est dans un état instable.
Ce dernier se développe vers un microbiote sain. Des perturbations (fleches rouges)
peuvent amener a une résistance ou bien faire passer le microbiote dans un état
instable. De ce point ci, un microbiome résilient va retourner a un état sain (mais pas
forcément le méme qu’a l'origine), ou bien va passer a un état non sain (en rouge)
(52).

b) Composition du microbiote sain : la notion de « fonctionnal
core »

Il est difficile de déterminer un microbiote sain « idéal », au vu de la diversité de
ses composants. Tous les microbiotes sont différents, méme chez des jumeaux. Plutét
que de définir un microbiote sain par sa composition bactérienne, une autre approche
est de définir un microbiote sain de par son potentiel fonctionnel. Ainsi, plusieurs
microbiotes totalement différents, s’ils ont le méme potentiel fonctionnel, peuvent étre
des microbiotes sains. (52)

Cette notion se nomme le «fonctionnal core ». Le fonctionnal core est un
ensemble de fonctions métaboliques et moléculaires, effectuées par le microbiome
dans un certain habitat (ici le tractus digestif), mais pas nécessairement par les mémes
organismes chez les différents individus (52). On pourrait traduire cette notion par
« noyau fonctionnel ».

Ce noyau fonctionnel doit étre présent au niveau du génotype* (donc encodé dans
'’ADN du métagénome du microbiome) mais aussi au niveau phénotype* ; ceci de la
méme maniere que le génome humain ne doit pas encoder des mutations déléteres
afin d’étre sain, ou bien ces derniéres ne doivent pas étre exprimées, tout en exprimant
des génes nécessaires a son bon fonctionnement. (52)

Le « fonctionnal core » sain doit inclure au moins ces fonctions :

- Les fonctions nécessaires au maintien et a I'entretien des bactéries du
microbiote (les « housekeeping genes »), fonctions non exécutées par les
cellules humaines. Cela inclut la transcription et la traduction des genes
microbiens, la production d’énergie, et les composants structurels (52)

- Des fonctions spécifiques a l'association hote/microbiote, c’est-a-dire des
fonctions d’adhésion aux cellules hbtes, et la production de composants
impliqués dans les interactions hoéte-microbiote, comme par exemple des
vitamines essentielles comme la vitamine K; la biodégradation des
glycosaminoglycanes, la production d’AGCC*, la production d’acides aminés
essentiels... (52)

- Une certaine résilience aux changements internes (age, pathologie...) et
externes (alimentation, médicaments...), permettant de retourner a un état sain
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apres des perturbations (52). En effet cette résilience est nécessaire, sans quoi
ces fonctions ne pourraient étre maintenues au long terme.

- Une résistance aux perturbations citées ci-dessus. (52)

7) Dysbiose* : Causes et conséguences sur la santé
a) Définition de la dysbiose*

La dysbiose* est une altération qualitative et/ou fonctionnelle de la flore intestinale. (1)

Comme vu précédemment, le microbiote intestinal joue un réle dans de nombreuses
fonctions du corps humain. (1) En conséquence, la perturbation du microbiote
intestinal peut avoir un impact important sur la santé et favoriser des pathologies
comme le diabéte, 'obésité, et des maladies chroniques inflammatoires. (53)

b) Causes

Le niveau de diversité et la composition bactérienne de la flore des individus sains
difféere de ceux des patients atteints de maladies métaboliques ou de maladies
infectieuses. La dysbiose* est caractérisée par :

- Une réduction de la diversité bactérienne,
- Une abondance diminuée des Clostridia (anaérobies obligatoires)

- Un développement de Gammaprotéobactéries anaérobies facultatives comme
par exemple les Enterobacteriaceae. (54,55)
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Causes et conséquences possibles de la dysbiose*, par Winter et al (55)

Le mécanisme entrainant ces changements peut étre expliqué par plusieurs
principes.

L’inflammation intestinale de I'héte entraine un développement de bactéries
anaérobies facultatives, principalement de la famille des Enterobacteriaceae (phylum
Proteobacteria). Cette inflammation peut étre due a une réponse a une infection par
des bactéries pathogenes, par un déclencheur chimique, par les antibiotiques ou par
des prédispositions génétiques. Certains pathogénes de Ila famille des
Enterobacteriaceae utilisent leurs facteurs de virulence* afin de causer une
inflammation et auto-entretenir leur développement.

De plus, la réponse immunitaire entraine la production de dérivés réactifs de
'oxygéne et des dérivés réactifs du nitrogéne. Ces composants antimicrobiens
diffusent loin de I'épithélium intestinal, et réagissent afin de devenir des accepteurs
d’électrons. Ces derniers sont utilisés par des bactéries pathogénes comme
Salmonella enterica et Escherichia coli afin de se nourrir par respiration anaérobie.
Cela entraine leur développement incontrélé dans le lumen intestinal. Cette respiration
anaerobie leur procure dans ce cas un avantage important, permettant a ces bactéries
anaérobies facultatives d’utiliser des substrats non fermentables comme source de
carbone et de passer outre la compétition alimentaire pour les nutriments fermentables
avec les bactéries anaérobies obligatoires comme Bacteroidia et Clostridia, cette
compétition permettant en temps normal de limiter le développement des bactéries
pathogenes.
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En résumé, en produisant des accepteurs d’électrons, la réponse immunitaire
de I'héte nourrit de maniére sélective les bactéries anaérobies facultatives, expliquant
ainsi la prévalence augmentée des Proteobacteria durant I'inflammation. (55)
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L’inflammation de I'intestin peut conduire & une dysbiose* : mécanisme , par Winter
et al (55)

Ces mécanismes ne sont probablement pas les seuls contribuant aux changements
dans la structure du microbiote lors d’'une dysbiose*. (55)

Des perturbations dues a des traitements, notamment des traitements
antibiotiques, peuvent aussi mener a une dysbiose*: en effet, les antibiotiques
éliminent certaines espéces bactériennes, laissant la voie libre a d’autres espéces
pour se développer de maniere incontrélée, la compétition pour les nutriments ainsi
que pour I'espace étant réduite. Ceci méne a un déséquilibre menant a la dysbiose*

(29).

c) Conséquences

Comme vu dans la partie 5, le microbiote a un role tres important dans la santé
de I'néte. Par conséquent, une altération de ce dernier peut causer de divers troubles,
allant des troubles métaboliques (diabéte de type 2, maladies cardiovasculaires) aux
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, ainsi qu’au cancer colorectal (2,56).

- Troubles digestifs : Syndrome de l’intestin irritable*

Le syndrome de I'intestin irritable* est caractérisé par des douleurs abdominales
ou un inconfort intestinal, ainsi qu’'une fonction intestinale altérée (53). Son étiologie
est multifactorielle, mais des études ont révélé que des perturbations du microbiote
pouvaient avoir un réle dans l'inflammation de bas grade associée a ce syndrome. Ce
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dernier est caractérisé par une augmentation des Firmicutes, et a une réduction des
Bifidobacterium et des Faecalibacterium (53).

- Maladies métaboliques

Dans une étude de transplantation fécale, des individus ayant un syndrome
métabolique* ont été transplantés soit avec le microbiote d’un individu sain, soit avec
leur propre microbiote. Aprés 6 semaines, la sensibilité a l'insuline était augmentée
uniquement chez les individus ayant regu le microbiote d’individus sains : le microbiote
sain a permis d’améliorer la sensibilité a I'insuline (34).

De nombreuses études ont été réalisées sur des modeles animaux pour
explorer cet aspect positif du microbiote. Parmi elles, plusieurs ont montré une
abondance moindre en Akkermansia lorsqu’elles avaient une déficience en leptine
(hormone anorexigeéne), ou nourries avec un régime riche en graisses. L’administration
d’A. muciniphila, dans de nombreuses études, chez ces souris, contre les effets
délétéres d’un régime riche en graisses, c’est-a-dire la prise de poids. De plus, cette
administration permet aussi de restaurer l'intégrité de la barriére épithéliales (c’est-a-
dire I'épaisseur de mucus) qui est perturbée par le régime riche en graisses, de
contrecarrer I'endotoxémie (LPS sérique), d’améliorer la sensibilité a Iinsuline,
d’améliorer la tolérance au glucose, et d’'améliorer le profil métabolique (34).

Chez I'humain, 'abondance d’Akkermansia est diminuée chez les individus
obéses ou atteints de diabéte de type 2. Plusieurs études montrent une corrélation
négative entre cette bactérie et des marqueurs de désordres métaboliques (34,35,57).

Dans une grande étude Danoise de 2013 comparant des personnes obéses et
des personnes saines, il a été montré que des sujets avec un métagénome riche
étaient en meilleure santé que des individus avec un métagénome pauvre (34,58). Ces
derniers étaient caractérisés par une adiposité plus marquée, une résistance a
I'insuline, une dyslipidémie et un phénotype* inflammatoire plus prononcé (58). De
plus, A. muciniphila était présent de maniere plus importante dans le groupe sain (34).

Une étude francaise de 2016 a conclu des résultats similaires : des individus
avec un métagénome riche ainsi qu’une présence plus importante de A. muciniphila
avaient une glycémie a jeun plus basse, un rapport taille/hanches plus bas, et de plus
petits adipocytes sous-cutanés, ainsi qu’une meilleure sensibilité a I'insuline. (34,57)

La dysbiose* est aussi un facteur de risque d’obésité. En effet, comme vu
précédemment, le microbiote a un réle important dans ’'homéostasie et la formation
des réserves de graisses. De plus, les différentes méthodes d’études du microbiote
ont permis de montrer I'existence d’'un lien entre la composition du microbiote et
'obésité. Certains microorganismes augmentent I'absorption des monosaccharides
par I'intestin et entrainent une augmentation de la production hépatique de triglycérides
par I'héte. lIs peuvent aussi influencer d’autres facteurs comme augmenter I'activité de
la lipoprotéine lipase (LPL), la lipogenése, augmenter la perméabilité intestinale,
I'absorption de nutriments (59).
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- Maladies auto-immunes : les MICI

Les MICI (Maladies Inflammatoires de lintestin) sont définies comme une
inflammation chronique de l'intestin. Elles incluent la Maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique. Elles sont caractérisées par une réaction immunitaire inappropriée de
I’hdte au microbiote intestinal (49).

Des études immunologiques, microbiologiques et génétiques montrent qu’il
existe des interactions anormales entre I'hote et le microbiote dans la maladie de
Crohn. En effet, chez les patients atteints de cette maladie, on retrouve une dysbiose*
caractérisée par une réduction de la biodiversité bactérienne, et une faible population
de bactéries ayant des propriétés anti-inflammatoires, notamment F. prautsnitzii (cf
partie 5)e.), ainsi qu’'une augmentation de la population de bactéries pro-
inflammatoires comme Escherichia coli (44,60). Il a été observé qu’une faible quantité
de F. prautsnitzii dans les féces était prédictif d’'une rechute de la maladie chez les
patients en rémission (44).

De plus, certaines espéces bactériennes ont été associées a la maladie de
Crohn : Escherichia coli, Campylobacter concicus et Helicobacter sp. (44).

Il a été vu dans la partie 5) e) que certaines bactéries du microbiote induisaient,
via la production d’acides gras a chaine courte*, le TGF-f3, une cytokine qui régule la
réponse immunitaire, et contribue a l'induction de la tolérance immunitaire*. Une
déficience dans I'expression de cette cytokine est observée chez les patients atteints
de MICI, et résulte spontanément en une inflammation de l'intestin chez les modéles
murins (49).

La dysbiose* pourrait prédisposer les patients atteints de la MC a rechuter. La
composition du microbiote de patients atteints de cette maladie a été étudiée afin
d’identifier des facteurs prédictifs de rechute clinique aprés l'arrét d'infliximab (anti
TNF-a). Pour cela, les chercheurs ont comparé la composition bactérienne des
différents sujets, a différents moments (au début de I'étude au moment de l'arrét du
traitement, puis a 2 mois, 6 mois et 16 mois). Chez les patients atteints de MC, de
faibles quantités de Firmicutes (Clostridium coccoides, Clostridium leptum,
Faecalibacterium praunsnitzii) ont été retrouvées par rapport a des patients non
atteints. Les quantités de Firmicutes retrouvées chez les patients malades qui ont
rechuté par la suite étaient plus faibles que les quantités de Firmicutes chez les
patients malades en rémission. De plus, de faibles quantités de F. prausnitzii et de
Bacteroides étaient retrouvées chez les patients en rechute, et ce indépendamment
des niveaux de CRP (Protéine C réactive). Chez un méme patient, la composition du
microbiote ne variait pas ou peu au fil du temps. Ainsi, un microbiote caractérisé par
une faible quantité de ces bactéries peut représenter un facteur prédictif de rechute
aprées l'arrét du traitement immunosuppresseur (60).

- Autres

Des altérations dans la composition du microbiote intestinal pourrait étre associé a la
maladie d’Alzheimer, un syndrome neurodégénératif associé a une accumulation de
dépbts B-amyloides. Certaines bactéries du microbiote peuvent libérer certaines
guantités de substances amyloides, ainsi que de lipopolysaccharides, qui joueraient
un rbéle dans la modulation des voies de signalisation et la production de cytokines
inflammatoires liées a la pathogénése de la maladie d’Alzheimer. En effet, ils
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pourraient activer des voies de signalisation jouant un role dans la pathogénese de la
maladie. (61)

Dans des conditions de dysbiose*, le microbiote intestinal est perturbé et une
inflammation chronique se met en place, entrainant un certain nombre de réactions
métaboligues et immunogéniques, ce qui contribue au développement de la
pathologie.

De plus, les nutriments affectent la composition du microbiote ainsi que la
formation de dépbts B-amyloides : cela suggere que la modulation du microbiote et de
'amyloidogenése via des modifications nutritionnelles pourrait réduire le risque de
maladie d’Alzheimer. (61)

La dysbiose* intestinale pourrait aussi étre impliquée dans la pathogenese de
la polyarthrite rhumatoide, une maladie inflammatoire chronique qui touche les
articulations, et qui résulte d’interactions complexes entre différents facteurs
(génétiques, environnementaux, et hormonaux) et le systéme immunitaire. Certaines
recherches mettent en évidence que lautoimmunité serait reliée au tractus
gastrointestinal et plus particulierement au microbiote : Les sujets atteints de PR ont
un microbiote différent des sujets sains, avec une réduction de certaines familles de
bactéries (Bifidobacterium et Bacteroides), et une augmentation des espéces telles
que Prevotella. De plus, un microbiome altéré se voit restauré chez les patients
montrant une amélioration clinique. (62)

Le rdéle du microbiote intestinal dans la PR a été démontré par
I'induction/exacerbation de I'arthrite chez les modeéles murins : des perturbations du
microbiote induisent la production de cytokines pro-inflammatoires, ainsi qu’une
augmentation des cellules Th17, dans les intestins ainsi que dans les tissus extra-
intestinaux. (62)

- AVCetAIT:

Le microbiote pourrait jouer aussi un role dans les pathologies
cérébrovasculaires. Cela passerait par la transformation de la choline et de la L-
carnitine par certaines bactéries en triéthylamine : ce métabolite est ainsi oxydé par la
suite en N-oxyde de triethylamine dans le foie, ce qui favorise I'athérogénése. Une
étude a montré que des patients victimes d’AVC ou d’AIT ont un microbiote plus riche
en pathogenes opportunistes (Enterobacter, Megasphera, Oscillibacter,
Desulfovibrio), tandis que les bactéries bénéfiques (Bacteroides, Prevotella,
Faecalibacterium) sont diminuées, et ce comparé a des patients témoins
asymptomatiques (chez qui il n’y avait pas de différence notable dans le microbiote,
gu’ils présentent ou non des plaques d’athérosclérose). La dysbiose* était d’autant
plus marquée que 'AVC était sévere. (63)

8) Outils d’étude du microbiote

a) Microscopie

La technique la plus ancienne pour déterminer la composition du microbiote
intestinal est une technique basée sur la culture des bactéries (53). Cette technique
présente un inconvénient majeur : elle cible uniguement les bactéries pouvant se
développer sur des milieux de culture. Ainsi, cette technique est la moins populaire :
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seules 10 a 50% des bactéries du microbiote intestinal sont cultivables, et ce malgré
I'’émergence de nouvelles techniques de culture pouvant permettre I'observation
d’autres espéces auparavant non cultivables (53).

b) Séquencage ciblé du géne de I’ARN ribosomal 16S

Depuis une dizaine d’années, I'étude de la composition du microbiote s’est
nettement améliorée avec l'apparition de méthodes de séquencage haut débit a
moindre codt. L’approche la plus courante est de cibler le géne de 'ARN ribosomal
16S. En effet, ce géne est présent dans toutes les bactéries et archées, et contient 9
régions hautement variables (V1 — V9), ce qui permet de distinguer facilement les
différentes espéces (2,53,64).

Historiguement, on considére que plus de 95% de similarité entre deux
séquences représente des microorganismes du méme genre, et plus de 97% de
similarité représente des microorganismes de la méme espéce (65).

La méthode la plus courante est de séquencer les régions variables
uniguement, mais depuis récemment, il est possible de séquencer le géne entier a
haut débit, ce qui permet d’obtenir une plus haute résolution taxonomique. (65)

De plus, les plateformes de séquencage de génes dans toute leur longueur sont
suffisamment précises pour identifier les substitutions de nucléotides, méme les plus
subtiles, qui existent entre les copies intragénomiques du géne 16S (65).

Le géne de 'ARNr 16S* est aussi exploité par du séquence a haut débit, afin
de pouvoir distinguer différentes souches (aussi appelées « sous-especes »), grace a
la détection de polymorphismes dans le géne (65).

Le séquencage de 'ARN 16s dans I'’étude du microbiote intestinal comprend
plusieurs étapes. Tout d’abord, il faut collecter la/les échantillons de selles. Ensuite,
'ADN est extrait, puis dénaturé afin de n’étre que simple brin. LADN d’intérét est
ensuite « marqué » par une amorce spécifique au début du géne que 'on veut étudier.
Le géne de 'ARNr 16S* marqué est par la suite amplifié par PCR (Polymerase Chain
Reaction) grace a une Taq polymérase a partir de 'amorce, qui va synthétiser un brin
complémentaire. L’échantillon est ensuite séquencé. Les séquences sont alors
analysées bioinformatiquement et comparées entre elles afin d’identifier les différentes
especes voire les différentes souches. (66,67)

c) Shotgun metagenomics

La métagénomique globale ou « shotgun » est la maniere la plus efficace pour
séquencer une grande quantité d’ADN. L’ADN est « cassé » de maniere aléatoire en
plusieurs petits morceaux d’ADN, et chacun de ces morceaux est séquencé
individuellement. Ces séquences sont ensuite analysées informatiquement, en
identifiant des parties de séquences identiques: ainsi, ces parties sont
« superposées », ce qui permet d’assembler les séquences les unes aux autres, afin
d’avoir au final une séquence complete des genes (68).
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Schéma illustrant le processus de métagénomique « shotgun », Par Eric D. Green
(68)

Cette technique permet de séquencer tous les génes de tous les organismes
présents dans un échantillon. Elle permet donc d’évaluer la diversité microbiologique
d’'un environnement. Elle permet aussi d’étudier des organismes incultivables in vitro
(69). Grace a cette technique, il est possible d’identifier plusieurs espéces ainsi que
de caractériser leur génome (et donc identifier des sous-types), sans avoir recours a
des procédures spécifiques a chaque espéce. (28)

lll- Les protozoaires intestinaux et autres eucaryotes

Les eucaryotes du microbiome ont un role tout aussi important que les procaryotes,
mais bien moins reconnu et étudié (21).

1) Classification

Les protistes sont des eucaryotes unicellulaires, mesurant de 1 a 15 um. Ce
groupe n’'est pas monophylétique mais existe pour des raisons pratiques puisqu’il
rassemble uniqguement des organismes eucaryotes a une seule cellule (70).

Il y a plusieurs groupes chez les protistes, parmi les protozoaires intestinaux les plus
courantsily a:

e Les Amoebozoaires = Les amibes (Comme Entamoeba histolytica)

e Les Métamonadines = Les flagellés (Comme Giardia duodenalis) ; parmi elles
les Parabasaliens = Flagellés intestinaux ou urogénitaux (Comme Trichomonas
vaginalis)

e Les Kinétoplastidés (Comme Leishmania spp ou Trypanosoma)
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e Les Apicomplexa (Comme Toxoplasma gondii ou Plasmodium spp.)
o Etc.
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Arbre phylogénétique des protozoaires, tiré de A. Popoviv, 2022 (71)

On peut voir sur cette figure que les protozoaires ont une trés grande diversité
génétique. Les Excavata sont entourés en pointillés, car des études récentes ont
remis en cause la monophylie de ce groupe. A droite du schéma, des arbres
supplémentaires apportent des détails supplémentaires sur les taxa des
Apicomplexa ainsi que des Metamonada.

2) Les principaux protozoaires intestinaux

Plusieurs protozoaires peuvent étre retrouvés dans le systeme digestif. Les plus
communs sont Blastocystis spp. (2-70%), Giardia duodenalis (5-20%), Entamoeba
histolytica / Entamoeba dispar (2-21%), Cryptosporidium spp. (1-17%) (72). lls sont
surtout présents dans les pays en voie de développement, ou les conditions d’hygiéne
et I'accés difficile a 'eau potable augmentent I'exposition aux agents infectieux
(28,28,73).

a) Les protozoaires pathogenes

Certains protozoaires sont délétéres pour leur héte ainsi que pour le microbiote,
entrainant divers symptémes gastro-intestinaux. Parmi les plus connusily a :

Giardia duodenalis : Ce protozoaire est responsable de la giardiose (74). Il peut
entrainer des changements dans la distribution spatiale des microorganismes du
microbiote et créer une dysbiose*, et ceci au long terme. Cela peut entrainer le
développement et la multiplication de bactéries opportunistes (comme E. coli ou
Enterococcus spp.) ainsi que des réponses inflammatoires de l'intestin (73).

Entamoeba histolytica : E. histolytica est une espece pathogéne du genre
Entamoeba, responsable de 'amibiase (73,74). Ce protozoaire peut altérer de maniéere
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significative les bactéries prédominantes du microbiote, voire, chez certains patients,
supprimer certains genres (comme Bacteroides, Eubacterium et Lactobacillus) (73).

b) Les protozoaires commensaux

Les protozoaires pathogenes sont les protozoaires intestinaux les plus étudiés.
Néanmoins, la plupart des eucaryotes intestinaux ne sont pas pathogenes (75).

L’Homme a co-évolué avec ces protozoaires, permettant ainsi une colonisation
asymptomatique voire bénéfique entre les protozoaires et leur héte. Des kystes de
protozoaires peuvent étre retrouvés dans des coprolithes (matieres fécales fossilisées)
humains, ce qui montre bien qu’ils font partie de la communauté microbienne
intestinale depuis des millions d’années (24).

L’étude des flagellés et des ciliés chez les hétes non humains ont mené a la
reconnaissance que ces « parasites » peuvent en réalité aider 'hdte a dégrader la
cellulose, et ainsi maintenir des processus métaboliques vitaux chez I'héte. Il serait
méme préférable de se référer aux eucaryotes intestinaux comme des « symbiontes »
plutdt que des « parasites ». Ainsi, ce terme pourrait couvrir les protozoaires
mutualistes, les commensaux, et les parasites a proprement parler (76).

La colonisation a long terme de l'intestin par des eucaryotes est courante chez
les individus sains, et moins commune chez les patients atteints de maladies
inflammatoires ou fonctionnelles de l'intestin (77).

De plus en plus de preuves montrent que de nombreux eucaryotes du tractus
gastro-intestinal humain sont commensaux ou bénéfiques, plutét que parasitaires, ou
tout du moins dans certains contextes. Par exemple, le protozoaire Blastocystis spp.
dont on parlera dans la derniére partie, est retrouvé frequemment chez des individus
sains, a des prévalences plus grandes que chez des individus atteints de maladies
gastro-intestinales (21).

Un autre protozoaire intestinal a un réle similaire dans I'écosystéme : il s’agit de
Dientamoeba fragilis (21).

E

Dientamoeba fragilis. (21)
La barre correspond a 5um.

Les protozoaires du genre Entamoeba peuvent aussi étre considérés comme
des commensaux, a I'exception d’Entamoeba histolytica qui est pathogéne (21).
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3) Différence entre les protozoaires pathogenes et
commensaux

Différents facteurs différencient les protozoaires pathogenes des protozoaires
commensaux et mutualistes.

a) Durée d’infection

Le premier facteur est la durée d’infection du protozoaire. En effet, les organismes
pathogénes, qui provoquent une réaction aigue et une réponse immunitaire,
disparaissent vite de I'organisme et une immunité contre eux peut parfois se mettre en
place. Les organismes bénéfiques, a l'inverse, colonisent leur héte sur le long terme,
voire sur leur vie entiere (21).

Blastocystis par exemple, peut coloniser I'intestin de maniére stable sur une
durée de 6 a 10 ans environ (7,78).

b) Localisation

Le second facteur est la localisation du protozoaire. Les parasites pathogénes,
comme Entamoeba histolytica, ont la capacité d’envahir les tissus de I'héte, de
traverser la barriere intestinale, et causer des infections extra-intestinales comme des
abces dans différents organes. Les commensaux, eux, restent confinés dans le lumen
de l'intestin (21).

c) Contexte

La nature de la relation entre I'hGte et le protozoaire peut varier en fonction du
contexte : ainsi, un organisme peut étre pathogene dans certains cas, et bénéfique
dans d’autres (21).

De nombreux organismes « pathogenes » colonisent le corps humain et persistent
sans causer de symptémes cliniques. D’autres organismes (comme par exemple la
bactérie E.coli) peuvent étre pathogénes dans un environnement, mais pas dans
d’autres. Certaines espéces ne provoquent des symptdmes que chez les sujets
immunodéprimés et non chez les sujets immunocompétents. Ces organismes sont des
pathogénes « opportunistes » (79).

En fonction du contexte, certains protozoaires peuvent causer des pathologies ou
bien étre mutualistes. Beaucoup peuvent étre considérés comme des pathobiontes* :
ils ne sont pas délétéres habituellement, mais sont capables d’étre pathogénes dans
certaines situations (80).

Diverses études suggerent que le contexte dans lequel ces microorganismes
vivent est un facteur important expliquant la virulence* pouvant étre variable (80).
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4) Interactions des parasites intestinaux avec le microbiote
(et vice versa)

Les eucaryotes et les procaryotes ont cohabité dans le tractus intestinal des
vertébrés depuis des millions d’années, temps durant lequel le systeme immunitaire a
évolué, ainsi ces trois parties ont co-évolué (80).

Les protozoaires intestinaux, qu’ils soient commensaux ou pathogénes,
interagissent avec la communauté microbienne de lintestin ainsi qu’avec I'héte,
impactant grandement la relation hoéte/microbiote et influencant les fonctions
protectrices et immunomodulatrices du microbiote (73).

Des protistes pathogénes, comme Giardia et Entamoeba histolytica, sont
associés a des changements de la diversité bactérienne intestinale, ou bien avec des
changements de sa composition, tout comme les protistes non pathogéenes. Pour les
protistes pathogénes, cela est probablement d0 aux dommages portés au mucus
intestinal ou a l'inflammation (81,82).

L’eucaryome peut avoir des effets importants sur la composition et la
dynamique du microbiome. Bien que beaucoup moins abondants que les bactéries,
les eucaryotes résidents dans I'intestin sont beaucoup plus grands, et par conséquent
ont une influence bien plus importante que s’ils étaient de la taille des bactéries, de la
méme maniere que les plus grands animaux ont un impact plus important que les petits
sur les écosystémes, a I'échelle de la nature (21).

Les parasites intestinaux et les bactéries interagissent entre eux, de maniere
directe ou via I'héte. lls peuvent interagir de maniére positive ou de maniere négative.

a) Modifications du mucus intestinal

Les parasites intestinaux sont capables de modifier les aspects physiques de
I'écosystéeme intestinal : la barriére de mucus et la barriere épithéliale. Ceci mene a
une modification du paysage écologique de l'intestin. (80)

La couche extérieure de mucus abrite et nourrit de nombreux taxa microbiens.
De plus, elle a une fonction barriére qui permet I'accés et les interactions avec les
cellules immunitaires de [I'héte. Elle protege I'hdéte contre des micro et
macroorganismes pathogénes. Les parasites intestinaux ont des effets importants sur
la production de mucus, ce qui entraine des effets sur le microbiote. (80)

Beaucoup d’Helminthes stimulent la sécrétion de mucus, via les lymphocytes T
helper de type 2*, qui entrainent la production d’interleukines 13 et 22*, entrainant a
leur tour la prolifération de cellules caliciformes (cellules productrices de mucus). Ceci
est une réponse de I'héte ayant pour visée d’expulser le parasite. (80)

Les nématodes entrainent des changements structurels des mucines (la

glycoprotéine constituant le mucus). Ceci entraine une modification des propriétés
biochimiques du mucus. (80)
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Les protozoaires changent aussi lI'abondance de mucus ainsi que sa
composition. Certaines espéces comme Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis et
Trichomonas suis produisent des enzymes mucolytiques qui leur permettent de
pénétrer la barriere mucosale. Toxoplasma gondii entraine une augmentation du
nombre de cellules caliciformes, et entraine aussi une production de mucines plus
acides et neutres. Ainsi, la fluidité du mucus augmente. (80)

Ces changements dans la production de mucus peuvent modifier la disponibilité
des nutriments pour les procaryotes, la clairance microbienne, ainsi que l'accés a
I'épithélium. Plusieurs taxons, comme les Bacteroidetes, les Firmicutes, les
Actinobactéries ainsi que les Verrucomicrobia, utilisent les carbohydrates du mucus
en tant que source de carbone. Ainsi, ils ont tendance a gagner un avantage compétitif
lors de 'augmentation de la production de mucus. (80)

Les parasites ont aussi un effet sur la barriere épithéliale elle-méme. Par
exemple, les Helminthes peuvent entrainer une augmentation du « turnover* » de
cellules épithéliales intestinales. Ceci, combiné a 'augmentation du flux de mucus, a
pour conséquence la sélection de microbes capables de se multiplier a une fréquence
importante, car non éjectés de I'intestin. (80)

Certains protozoaires et certains Helminthes, lors de leur pathogenése, abiment
I'épithélium intestinal via la rupture des jonctions serrées*, ou linvasion et la
destruction de cellules. Ceci, combiné avec la mucolyse dont certains protozoaires
sont capables, entraine des contacts plus importants de la flore intestinale avec la
barriére épithéliale, voire méme parfois la translocation des bactéries vers la circulation
porte. (80)

Certains Helminthes améliorent la régénération épithéliale des entérocytes
(ainsi que la production de mucus comme vu précédemment) via la production d’IL-
22* : ceci permet de contenir les bactéries de la flore dans l'intestin et limiter leur accés
a I'épithélium. (80)

Ainsi, les parasites ont un réle d’«ingénieurs de I'écosystéme » en modifiant le
milieu de vie des bactéries intestinales.

Le microbiote intestinal est capable de moduler I'expression de génes impliqués
dans la biosynthése des mucines ainsi que la perméabilité de la barriere mucosale. Le
mucus étant un élément indispensable de défense de I'héte contre les parasites
intestinaux en empéchant leur adhésion a I'épithélium, il est probable que cela ait des
effets sur la colonisation parasitaire, leur persistance et leur prolifération. (80)

Les bactéries commensales gram-positives modulent le turnover* des
entérocytes et leur « réparations » via la production d’AGCC*. L’augmentation du
turnover* agit comme un « tapis roulant » épithélial et aide a I'élimination des parasites
hors de l'intestin. (80)
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b) Réponses immunitaires innées et adaptatives

Certains Helminthes augmentent I'expression de TLRs* (Toll-Like Receptors).
Ceci entraine une activation des réponses immunitaires contre le microbiote. D’autres
induisent la production de TGF-B, cytokine permettant la tolérance immunitaire*. Cela
leur permet de réguler I'inflammation et aider a leur survie dans I'héte. (80)

Le microbiote intestinal peut aussi activer une réponse immunitaire innée en
activant ces TLRs*. Ceci méne a une inflammation, permettant de diminuer l'infection
parasitaire. De méme, les métabolites dérivant du microbiote peuvent activer les
inflammasomes*, ce qui méne a un environnement pro-inflammatoire et donc a
I'élimination des parasites. (80)

Certains parasites intestinaux augmentent la sécrétion des peptides
antimicrobiens par les cellules intestinales comme Ang4* et Regllly*. Leurs propriétés
microbicides impactent la composition du microbiote. (80)

D’autres parasites modulent I'activation de l'inflammasome®*. Certains inhibent
leur activation, tandis que d’autres I'activent, modifiant par conséquent la composition
du microbiote (80). Par exemple, le parasite Trichomonas musculis est capable
d’activer I'inflammasome* épithélial de I'héte. Cela provoque une libération d’IL-18.
Une réponse immunitaire Thl* et Th17* est activée, ce qui apporte une protection
importante contre les infections bactériennes mucosales. (83)

Plusieurs parasites intestinaux, notamment des Nématodes, induisent un
environnement immunitaire régulatoire, c’est-a-dire qu’ils induisent I'activation de
lymphocytes T régulateurs (ou LTreg*), qui ont pour fonction de réguler et diminuer la
réponse inflammatoire. Par exemple, certains sont capable de produire des protéines
mimant le TGF-B, qui exploitent le systtme immunitaire de I'héte et induisent les
LTReg*. Certaines bactéries, comme les Lactobacillus, peuvent aussi induire des
réponses Treg* tolérogénes. Ainsi, les parasites et les bactéries peuvent interagir de
maniere mutualiste et promouvoir leur persistance et leur développement dans
I'intestin. (80)

c) Interactions directes

Les interactions entre les parasites intestinaux et les procaryotes se font via
I'nbte mais aussi de maniére directe, de maniére positive ou négative. Certaines
bactéries sécrétent des molécules antiparasitaires. De maniere inverse, certains
parasites sont capables de sécréter des molécules antibactériennes, qui peuvent
dégrader les peptidoglycanes composant la paroi cellulaire des bactéries. (80)

Les deux partis interagissent aussi via leurs nutriments. En effet, ils peuvent
entrer en compétition pour leurs sources de nutriments, ou bien via une alimentation
croisée ou cross-feeding*. (80)

Enfin, les eucaryotes intestinaux peuvent jouer le réle de prédateur sur des
procaryotes, via phagocytose par exemple. (25,80)
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Tableau résumé des différentes interactions entre les parasites et les procaryotes
intestinaux : interactions indirectes, tiré de Leung et al., 2018 (80)
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; . Facteurs ’e o Conseéquences Exemple
mécani . S 'interact Description :
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sme ion
Augmentation des Trichuris
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helminthes et des bactéries utilisant les  Trichuris
protozoaires = mucines comme source muris ;
augmentent de carbone Eimeria
la production  Réduit 'attachement des Trichuris
de mucus bactéries a I'épithélium o
: : trichiura
= intestinal
£ Trichurism
g uris,
- . . . e, Nippostron
£ Les parasites Altére la disponibilité des gylus
3 altérent la nutriments, les sites brasiliensis
3 - , :
2 composition d attaghemer,lt, le flux Entamoeb
de mucus et intestinal et I'accés a a
sa structure I'épithélium histolytica,
Toxoplasm
n a gondii,
o Giardia
k= Le microbiote
2 modifie la ~ Augmente I'expulsion des
< synthése de parasites
o mucus
ﬂ Heligmoso
% moides
polygyrus,
g Trichinella
o . spiralis,
c Les parasites Strongyloid
‘55 o endommagen  Permet la translocation es |
O i tles jonctions  microbienne a travers ~ © 22 SC
g serrées* I'épithélium intestinal Nippostron
= épithéliales gylus
) brasiliensis
(8]
‘@ Toxoplasm
= a gondii,
g Giardia

Le microbiote

Altére le degré de

renforce la dommages mucosaux et
perméabilité la translocation
de la barriere  bactérienne faisant suite
mucosale a I'infection parasitaire
. © Les parasites
¢, 38 augmentent Sélectionne les
282 Qv P>M le turnover*  procaryotes capables de
5 388 des cellules se diviser rapidement
= o épithéliales
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Le microbiote
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53



Tableau résumé des différentes interactions entre les parasites et les

procaryotes intestinaux : interactions directes, tiré de Leung et al., 2018 (80)

Type de Sens de L Conséquences
] : )’ - Description : Exemples
mécanisme  I'interaction (potentielles)
Bactéries
pathogénes Augmentation Entamoeba
Hétérophagie M->P phagocytées par un  de la virulence* . )
LA : histolytica
parasite induisent sa du parasite
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bactéries communautés

microbiennes

P > M = Effet des parasites sur le microbiote bactérien ;: M=>P = Effet du microbiote

bactérien sur les parasites
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V- Focus sur Blastocystis spp. : Un protozoaire
pathogene, commensal, ou un ami du microbiote ?

1) Présentation du protozoaire

Blastocystis (21)
Barre = 5um

Blastocystis spp. est un eucaryote unicellulaire anaérobie (84,85). Il appartient
au phylum des Straménopiles. (82,86,87) C’est le seul représentant de ce phylum
présent dans l'intestin humain. (87,88) Il est non flagellé (54). C’est le protozoaire le
plus commun colonisant le systéme digestif des vertébrés (82). Il peut coloniser les
mammiferes, les oiseaux, les reptiles, les amphibiens et les insectes (82).

Les Straménopiles sont un groupe d’organismes incluant les algues brunes et
les diatomées, en se basant sur I'analyse phylogénétique de la petite sous unité
ribosomale (SSU rDNA). Blastocystis est une exception parmi ce groupe, de par sa
nature anaérobie ainsi que son absence de flagelle (89).

Il a été décrit pour la premiére fois en 1911, par Alexeieff, mais était d’abord
considéré comme une forme kystique de Trichomonas intestinalis (22,82,84,90).
Ensuite, il a été considéré comme une levure (22). C’est seulement en 1996 qu'il a été
classé au sein du phylum des Straménopiles (84). Ce phylum englobe une tres grande
diversité d’organismes : flagellés, parasites de plantes / d’animaux, des lignées
photosynthétiques... (86)

lllustration de Blastocystis comme observé par Alexeieff en 1911 (90)
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C'est I'eucaryote unicellulaire le plus commun trouvé dans les échantillons de
matieres fécales humaines (54).

Depuis sa découverte il y a plus de 100 ans, il a toujours été étudié comme un
organisme pathogene. Néanmoins, son potentiel pathologique est controversé et ceci
a cause de diverses raisons (76) :

e Les colonisations asymptomatiques sont trés fréquentes

e Les preuves suggérant la pathogénicité* de Blastocystis ont été déduites en
majorité par des études in silico et in vitro

e |l ne présente pas de propriétés phénotypiques de virulence* frappantes,
comme la présence de flagelles, lectines, de rhoptries...

e |l n’y a pas d’épidémies de Blastocystis qui ont été déclarées (76)

Blastocystis est un habitant commun de lintestin des humains et des animaux,
méme si sa prévalence varie entre les populations. Il est plus présent dans les pays
en développement, ou il peut atteindre jusqu’a 100% de prévalence. Ceci est
probablement d0 a de mauvaises conditions d’hygiéne et la consommation d’eau
contaminée (86).

2) Répartition

Blastocystis est trouvé plus communément dans le tractus gastrointestinal
d’individus sains. En effet, la diversité du microbiote ainsi que sa richesse est plus
importante chez les personnes colonisées par ce protozoaire (91).

Sa prévalence chez I'étre humain varie :
- De 0.5% a 30% dans les pays industrialisés
- De 30 a 76% dans les pays en voie de développement (54)

Dans les pays en développement, comme au Sénégal, Blastocystis peut
atteindre les 100% de prévalence (54,82,86). Au sein de ce méme pays, il existe une
variation importante des prévalences entre les différents villages, allant de 51.7% a
100% (92)

Chez les fermiers Camerounais, il est présent a 95.5% (28). Dans la population
syrienne, sa prévalence est de 63.7% (93). En Guinée, elle est de 78% (94).

Au Japon, sa prévalence n’est que de 0.5%. Elle est de 7% en ltalie et au
Royaume-Uni. (82)

Néanmoins, il est aussi commun dans les populations industrialisées, avec 20
a 50% de prévalence dans des cohortes saines en Europe. Etonnamment, au
Danemark, ou il a une prévalence de 24%, il est associé a un haut niveau de vie
(81,82,95).

Si I'on extrapole les résultats des différentes études de prévalence menées sur
ce protozoaire, on pourrait estimer que 1 a 2 millions d’étres humains dans le monde
seraient colonisés par Blastocystis (93,94).
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3) Cycle de vie et différentes formes

Le cycle de vie de Blastocystis est, a ’heure actuelle, incertain.

Ce parasite a un mode de contamination féco-oral : Le parasite est excrété par
les féces de I'hdte, puis est ingéré par ingestion d’eau ou de matiére contaminée par
ces selles. En effet, sa colonisation est liée a une hygiene pauvre, aux contacts avec
les animaux, ainsi qu’a la contamination des sources de nourriture/d’eau. Ceci
explique sa prévalence augmentée dans les pays en voie de développement, ayant
de mauvaises conditions d’hygiéne (56,81,82,96,97). Ceci explique aussi qu’il est
retrouvé plus communément, au sein de ces mémes populations, chez les fermiers
qgue chez les pécheurs (28).

Le cycle de vie de Blastocystis n’est pas encore totalement élucidé, notamment
le stade infectieux. Différentes formes de ce parasite ont été identifiees dans des
échantillons de selles : forme kystique, forme vacuolaire, forme granulaire et forme
amiboide (84,96).

Les formes les plus présentes sont les formes vacuolaires et kystiques. Les
autres formes morphologiques (amiboide, granulaire) ont déja été identifiées dans des
échantillons de selles ou dans des cultures, mais leur réle biologique reste peu connu.
(84,96)

5 pm
Ingestion de kystes Forme kystique 20
s Forme amiboide
./'N
/
r
=Y = AM Fission
£ “ ; & binaire
- W 5 pnf*
Contamination de I'eau Forme vacuolaire '\
Réservoir animal - \
5=
r 4 e
U i 7
g e
\ WA
\“ Excrétion fécale de kystes X >
" etde formes vacuolaires B Rt

Forme granulaire

Cycle parasitaire hypothétique de Blastocystis et différentes formes, tiré de Poirier et
al. (84)

La forme vacuolaire : Cette forme est de taille variable (de 5 a 40 um, parfois
plus grand). Elle est la forme prédominante dans les échantillons de selles humaines
(96). Il est probable que cette forme soit la forme trophiquement active, ainsi que celle
capable de fission binaire. (84)
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La forme vacuolaire comprend une large vacuole occupant plus de 90% du
volume total de la cellule. Le cytoplasme contient 1 noyau et plusieurs organites,
« poussés » a la périphérie de la cellule (89).
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Formes vacuolaires de Blastocystis, observé en microscopie en contraste de phase*

(98)
Barre = 10 um

Forme vacuolaire de Blastocystis observée en
‘ microscopie électronique en transmission * (98)

CV = Central Vacuole / Vacuole centrale. M =
mitochondrie. Barre = 1um

Forme granulaire :

Des granules se forment au centre du parasite. (99)

Formes granulaires de Blastocystis en microscopie a contraste de phase* (98)
On peut observer des inclusions granulaires dans la vacuole centrale
Barre = 10 um
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Forme granulaire de Blastocystis observée par
microscopie électronique en transmission* (98)

Les fleches correspondent aux granules denses.
Barre = 1um

Forme amiboide :
La forme du parasite devient irréguliére. Cette forme permettrait la phagocytose
de bactéries afin d’apporter les nutriments nécessaires a I'enkystement (99).

Forme amiboide de Blastocystis en microscopie en contraste de phase* (98)
Barre = 10 pum

Forme amiboide de Blastocystis observée par
microscopie électronique en transmission* (98)

* = Vacuole centrale
EV = Empty vacuole / Vacuole vide
M = Mitochondrion-like organelle
N = Noyau
Barre =1m
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La forme kystique :

Cette forme mesure de 3 a 5 um. Il est supposé que cette forme soit une forme
infectieuse, bien que cela ne soit pas encore confirmé a I'heure actuelle (96). Elle est
capable de résister dans I'environnement pendant au moins 1 mois, ou elle peut étre
ingérée. Les kystes se désenkysteraient dans I'organisme aprés ingestion pour donner
la forme vacuolaire (84). La paroi kystique est plus épaisse que pour la forme pré-
kystique (99).
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Formes kysthues de Blastocystis en microscopie en contraste de phase* (98)
Barre = 10 pm

Forme kystique de Blastocystis observée en
microscopie électronique en transmission*. (98)
V = Vacuoles, N = Noyau, > = Chromatine
condensée, M = Mitochondrion-like organelles, > =
Créte mitochondriale
Barre = 1pym

Les formes vacuolaires sont capables de s’enkyster a nouveau, afin de pouvoir
se disséminer dans I'environnement. (84)

Une forme pré-kystique a aussi été décrite. Blastocystis prend une forme
arrondie, le cytoplasme se remplit de ribosomes, et une production active de protéines
se produit afin de former la paroi de la forme kystique. (99)

La réplication de ce parasite semble s’effectuer par fission binaire. (84,91,96)

Fission binaire de Blastocystls en microscopie optique*. (98)
Barre = 20pm
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ODPDx

Fecal-oral transmission

Blastocystis sp.

(Infectious stage not confirmed.)

Cyst and vacuolar forms
2228 shed in feces.

Cyst form

OO

Binary fission /
Mitotic forms

Vacuolar form Amoeboid form*

Granular form*

*Various forms that may occasionally be seen in human stool samples and in culture.
Their biological significance is not well understood.

Cycle de vie supposé de Blastocystis, tiré du CDC (Centers for Disease Control and

prevention) (96)
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Cycle de vie de Blastocystis. (91)

La forme majoritaire dans I'environnement extérieur serait la forme kystique, forme
« résistante » du parasite. Cette forme serait donc la forme infectieuse. Dans
l'intestin, la forme majoritaire est la forme vacuolaire, et ce serait cette forme qui
pourrait se répliquer par fission binaire. Sous certaines circonstances, la forme
vacuolaire pourrait devenir une forme granulaire ou amiboide, mais les causes de
cette transformation ne sont toujours pas identifiées.

4) Colonisation par Blastocystis : facteurs et durabilité

Certaines personnes, en fonction de leur environnement et de leur mode de vie,
sont plus enclines a étre colonisées par Blastocystis.

Tout d’abord, il a été montré que les personnes consommant régulierement des
produits étiquetés « bio », venant de petits producteurs locaux utilisant des engrais
naturels sont plus facilement colonisées. Cela est facilement explicable par le mode
de contamination féco-oral du protozoaire (100).

Ensuite, le lieu de vie est aussi un facteur déterminant pour la prévalence de
Blastocystis. Comme évoqué précédemment, Blastocystis est nettement plus
prévalent dans les pays en voie de développement, avec de moins bonnes conditions
d’hygiéne, que dans les pays industrialisés (54). Sa prévalence est encore plus
importante dans les pays en développement comme le Sénégal (86). Ceci est
également explicable par son mode de contamination féco-oral.
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Une seule exposition bréve a Blastocystis ne semble pas suffisante pour aboutir
a une colonisation du parasite, le systéme immunitaire et la flore intestinale jouant un
réle important dans I'élimination de ce dernier. Néanmoins, aprés avoir colonisé le
tractus intestinal, il peut rester plus d’'une dizaine d’années, devenant ainsi un membre
stable de I'écosystéme intestinal et modulant sa composition (100).

Blastocystis, selon des modeéles murins et porcins, se localise dans le lumen et
la surface mucosale du gros intestin, majoritairement dans le caecum et le colon. Il
peut étre retrouvé occasionnellement dans I'intestin gréle, chez des modeéles porcins
immunodéprimés (89,101). Dans le caecum, les formes vacuolaires et granulaire sont
prédominantes, tandis que les formes kystiques sont plutot retrouvées dans le colon
(89).

Chez les hotes asymptomatiques, la colonisation par Blastocystis est stable sur
6 a 10 ans. (82)

La transmission de Blastocystis est surtout interhumaine, notamment pour le
sous-type ST3, retrouvé principalement chez les humains (92). Néanmoins, certains
STs (comme les STs de ST1 a ST8) étant retrouvés chez les humains et chez les
animaux, une transmission zoonotique est aussi probable. (102)

Une étude de 2017 menée dans deux zoos francais a évalué le risque de
transmission de Blastocystis par les animaux. Il s’avére que les primates non humains,
les artiodactyles (ou paradigités, comme les girafes, les bovins ou les hippopotames
par exemple), ainsi que les oiseaux sont susceptibles d’étre un réservoir pour la
transmission humaine (102).

Dans une autre étude de 2018 menée dans un abattoir de volailles, 54% des
employés étaient positifs & Blastocystis, dont deux positifs au ST6, un ST trés courant
chez les volailles, suggérant aussi une transmission de l'animal a I'Homme,
notamment chez les personnes travaillant avec les animaux et donc ayant des
contacts prolongés et répétés avec ces derniers (103).

5) Détection de Blastocystis

a) Microscopie optique* :

La méthode de détection « traditionnelle » de Blastocystis est I'observation
microscopique (grossissement x400) d’échantillons fécaux concentrés, ce qui permet
d’observer les formes vacuolaires (les autres formes étant plus rarement retrouvées).
Cette méthode est de sensibilité faible par rapport aux études basées sur la détection
d’acides nucléiques (28,76,84).

De plus, la sensibilité de cette méthode varie en fonction de I'opérateur : en
effet, elle est tres observateur-dépendante (104).

b) Séquencage :

La PCR et le séquencage Sanger sont les méthodes les plus utilisées pour
détecter Blastocystis ainsi que pour identifier ses sous-types.
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La prévalence de Blastocystis dans difféerentes études semble étre influencée
par la méthode d’extraction de '’ADN. En effet, la prévalence des différents sous-types
est plus haute lorsque de des méthodes combinant lyse chimique et lyse mécanique
sont utilisées. Cela peut s’expliquer par le fait que les formes kystiques, plus
résistantes du fait de leur paroi épaisse, nécessitent une méthode d’extraction
adaptée. (86)

c) Shotgun métagénomique

Le séquencage par shotgun métagénomique a pour avantage de pouvoir
détecter la colonisation par différents sous-types ainsi que de les différencier (28).

Statistiquement parlant, la métagénomique et le séquencage PCR se valent en
ce qui concerne la sensibilité de détection de Blastocystis. Néanmoins, la PCR semble
légerement plus sensible que la métagénomique (principalement pour la détection des
colonisations par un seul sous-type), selon une étude de 2019 comparant les
différentes méthodes de détection des protozoaires intestinaux (28).

En ce qui concerne les colonisations par plusieurs sous-types, la

métagénomique est plus susceptible de les détecter par rapport a la PCR. (28)

(Pour plus de détails sur le séquencage par shotgun métagénomique, se référer a la
partie Il, 8)c) )

1007 M gPCR/Micro + MG
m MG

807 m gPCR/Micro
® Negative
© 601
S
ie)
=
E 40
O\O

201

0

ST1 ST2 ST3

Concordance entre les méthodes de détection de Blastocystis chez des sujets
Camerounais. (Tiré de Lokmer et al., 2019) (28)
Sont représentées ici les proportions d’individus positifs aux deux méthodes
(PCR/Microscope + Métagénomique), ou a une seule des deux (ou aucune).

Sur la figure ci-dessus, nous retrouvons ce qui a été évoqué précédemment : la
majorité des individus positifs ont été détectés par les deux méthodes. Néanmoins,
quelques cas ont été détectés par une seule des deux méthodes, et de maniere plus
importante par PCR (28).
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Ainsi, la PCR est légerement plus sensible que le diagnostic métagénomique
(mais cela n'est pas statistiquement significatif), mais ce dernier capture mieux la
biodiversité de Blastocystis. (28)

6) Blastocystis : différents sous-types

Il existe une grande diversité génétique parmi les Blastocystis, bien qu’ils soient
morphologiquement a peu prés identiques (84,85). La classification s’est tout d’abord
basée sur les espéces chez qui les différentes souches étaient isolées. Le sous type
retrouvé chez ’lHomme a été nommé Blastocystis hominis, et Blastocystis ratti pour
celui retrouvé chez le rat par exemple. Néanmoins, il a ensuite été découvert que
chaque espéce n’est pas liée a un seul héte : c’est ainsi que les Blastocystis ont été
classés en sous types (« ST ») (84).

Blastocystis peut étre classé en 22 sous-types différents. Cette classification se
base sur le gene codant la petite sous unité ribosomale (ARNr) 18S. (86,91,97)

Certains sous-types sont préférentiellement retrouvés chez 'Homme, mais
d’autres chez les animaux : ST10 et ST14 sont plus fréquemment retrouvés chez les
bovins, ST6 et ST7 chez les oiseaux. (84)

Récemment, d’autres STs additionnels ont été identifiés, allongeant la liste des
STs jusqu'a ST32. Ces derniers ont été identifiés chez les oiseaux, Bovidés et
Cervidés. Cependant, les ST18 a 20, ainsi que ST22 ne sont pas considérés comme
valides, car ils viendraient de chiméres qui auraient été «créées» durant
I'amplification par PCR (94).

a) Les STs retrouvés chez I’humain

On retrouve Blastocystis chez environ 14.9% des étres humains (86). Le ST3
est le sous-type le plus fréquent dans le monde, suivi des ST1, ST2 et ST4 (84,105).
Néanmoins, cette répartition peut varier en fonction de la zone géographique : au
Sénégal par exemple, ST2 est prédominant (49.9%), suivi par ST1 (24.9%) et ST3
(23.6%) ; tandis qu’au Nigeria et en Cbéte d’lvoire ST1 est le ST majoritaire (92).

Chez I'humain, on peut retrouver les STs 1 a 9, ainsi que le 12 (91,97).
Néanmoins, plus de 90% des Blastocystis humains font partie des sous-types de 1 a
4.(91,92)

Certains sous-types ont un potentiel fonctionnel distinct (23). Par exemple, le
ST3 possede une glycoside hydrolase qui n'est pas retrouvée chez les autres STs.
Cette derniére pourrait étre impliquée dans l'attaque des cellules épithéliales
intestinales de I'h6te (86). De la méme maniere, ST4 posséde des protéines de choc
thermique, ainsi que des cystéine protéases cytosoliques calcium-dépendantes, que
les autres STs ne posseédent pas (86).

Au sein dun méme sous-type, on retrouve eégalement des variations
génétiques, des polymorphismes intra-ST (86,92). Une étude, regroupant plusieurs
jeux de données sur Blastocystis, a permis de reconstituer les génomes de

65



Blastocystis a partir de données metagénomiques. En tout, 43 assemblages ont été
obtenus. Cela a permis d’établir les relations phylogénétiques entre les différents STs
(86).

E ST8
ST8 Reference
Genome
< ST4 subtree
0.2%
H ST3 subtree
C

1—4 ST2 subtree
T—< ST1 subtree

——% ST7

ST1 subtree

ST9

0.3%

ST2 subtree

ST9

ST6 d

ST6

? ST6

%i_I-I-* *
ST3 subtree

0.07%

0.07%

Arbre des relations phylogénétiques entre les 8 génomes de référence de
Blastocystis.(86)
* = échantillons venant du méme sujet, a deux moments différents

ﬂ |
ST4 subtree

Une étude de 2020 menée sur des enfants scolarisés au Sénégal a rapporté
pour la premiére fois la présence de ST10 et ST14 chez des étres humains : 4 enfants
de I'étude sur 731 enfants, venant de villages différents (donc ayant des sources de
contaminations différentes). Ces deux sous-types sont des sous-types normalement
prédominants chez les bovins : la transmission se serait donc peut-étre faite par
contact avec le bétail ou avec de I'eau souillée par leurs déjections (92,106). La
deuxiéme identification d’'un ST14 chez I'étre humain provient d’'une étude de 2022,
menée en Guinée : sur 500 participants, 3.4% étaient colonisés par ce ST. (94)

b) Répartition des différents STs

The Flemish Gut Flora Project est une analyse a grande échelle qui a été menée
sur une de population occidentale. La prévalence et les sous-types de Blastocystis ont
été analysés a partir des échantillons de matiére fécale des sujets de I'étude, soit 616
personnes saines ainsi que 107 personnes atteintes du syndrome de lintestin
irritable*. (23)

66



Chez les personnes asymptomatiques, la prévalence de Blastocystis était de
30%, contre 4% chez les personnes atteintes du syndrome de l'intestin irritable*.

Des covariants associés au sous-type de Blastocystis ont été recherchés. La
richesse microbienne est fortement liée a la prévalence de Blastocystis ainsi que la
variation des sous-types. Tous les sous-types de Blastocystis sont moins prévalents
chez les entérotypes Bacteroides. Aussi, les sous-types 3 et 4 sont inversement
corrélés avec la présence d’Akkermansia (23).

Les sous-types de Blastocystis associés au microbiote intestinal humain
montrent d’'importantes variations dans leur répertoire génétique. Par exemple, le
sous-type ST1 a acquis des genes impliqués dans la synthese de produits
antimicrobiens, pendant que ST3 est plus sensible au stress oxydatif et a perdu des
géenes impliqués dans la dégradation de mucus. Ces découvertes suggerent que des
sous-types différents de Blastocystis peuvent prospérer dans des niches différentes
qui, a leur tour, pourraient représenter des interactions potentielles distinctes avec des
écologies microbiennes intestinales humaines particuliéres (23).

La prévalence de Blastocystis ainsi que les sous-types sont variables selon la
biogéographie. Dans une étude a grande échelle de 2017, regroupant plusieurs études
différentes, 2154 échantillons fécaux de 1689 sujets ont été étudiés. Blastocystis a été
détecté dans 321 échantillons (soit 14.9%) provenant de 10 pays différents : Chine,
Danemark, France, Mongolie, Norvége, Pérou, Espagne, Suede, Tanzanie et Etats-
Unis. La prévalence était plus importante chez les sujets Européens (22.4%) et moins
importante chez les sujets Chinois (4.0%). (86)
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Graphique de la répartition des différents STs de Blastocystis dans différentes
études
Les barres empilées représentent la prévalence de Blastocystis, et les n en dessous
des barres correspondent au nombre d’échantillons correspondants a la catégorie.
* correspond au niveau de signification. (86)

Ce graphique, tiré de cette méme étude, représente plus précisément la répartition
des différents STs selon les études ainsi que les différents pays, ainsi que leur
répartition entre les pays industrialisés et non industrialisés. (86)

On observe que :

- ST2 prédomine dans les cohortes non industrialisées. La différence de
prévalence de ST2 entre les pays industrialisés et non industrialisés est
statistiguement significative et importante. Ceci permet de soulever
I'hypothése que ST2 fait partie des membres du microbiote ayant été
affecté par l'industrialisation des pays.

- ST3 est distribué largement dans les différentes zones geographiques.

- La prévalence de ST4 est trés importante parmi les sujets européens,
alors que qu'il est trés rare dans les autres régions du monde (a part les
Etats-Unis). Cette différence est tout aussi significative entre les pays
industrialisés et non industrialisés (86,92).

- ST6, 7 et 9 ont une prévalence faible
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Ainsi, il apparait que ST2 et ST4 sont les sous-types les plus influencés par la
situation géographique et par le mode de vie. (86)

Il est aussi possible qu’'un méme héte abrite plusieurs STs de Blastocystis. La
prévalence de sujets colonisés par plusieurs STs reste néanmoins inférieure a celle
de sujets colonisés par un seul ST. Dans une étude de 2020 menée sur des sujets
Camerounais, les différents ST étaient répartis de la maniere suivante (101) :

ST1+ST24ST13;3%

ST1+ST3; 20%

ST2+5T3;2% &=

ST1+5T2; 6% |

ST4;1% |
ST3; 31%

mST1 ®mST2 =ST3 mST4 mSTI+ST2 = ST2+4ST3 wST1+ST3  m ST1+ST2+4ST3
Distribution des différents STs de Blastocystis chez des sujets Camerounais (101)

On observe ici que chez les sujets colonisés, la majorité (69%) sont colonisés
par un seul ST. Néanmoins, 28% sont colonisés par 2 STs a la fois, et 3% sont méme
colonisés par 3 STs. (101)

7) Blastocystis et les pathologies digestives

La pathogénicité* de Blastocystis n’est pas encore claire et est débattue : en
effet, ce parasite est retrouvé chez des patients symptomatiques ainsi que des patients
asymptomatiques (97).

Le protozoaire a été associé a une grande variété de symptdbmes gastro-
intestinaux. En effet, de nombreuses études suggerent qu’il aurait un role dans le
développement du syndrome de l'intestin irritable* (81,107). Il a aussi été impliqué, par
de nombreuses études, dans les maladies inflammatoires de lintestin, et dans
I'urticaire (24,54,89). Plusieurs études ont en effet mis en évidence des manifestations
cutanées de ce type, reliees a la colonisation par Blastocystis. (108)

Dans une étude de 2019, la distribution des STs de Blastocystis a été étudiée
chez des patients atteints du syndrome de l'intestin irritable*, en comparaison a des
patients sains : bien que ST1 et ST2 étaient retrouvés dans les deux groupes, ST3
n’était retrouvé que chez les individus sains, et ST4 chez les patients atteints du
syndrome (107,109). Néanmoins, a ce jour, aucune association n’a vraiment été
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clairement déterminée entre un ST particulier de Blastocystis et le syndrome de
I'intestin irritable* (107).

Les symptdomes les plus souvent associés a Blastocystis ne sont pas
spécifiques, et la plupart du temps consistent en des diarrhées, des ballonnements,
des douleurs abdominales, et des vomissements, et parfois méme la présence de
sang dans les selles (84,88,108).

Le diagnostic de blastocystose est donc posé chez des patients présentant un
syndrome digestif, avec présence de Blastocystis, sans qu’une autre étiologie n’ait été
identifiée (84).

Le sous-type 7 de Blastocystis a été associé, dans une étude sur des souris
colonisées, a une réduction des bactéries bénéfiques Bifidobacterium longum ainsi
que Lactobacillus (110). La diminution de Bifidobacterium est également associée au
syndrome de l'intestin irritable* (53).

Néanmoins, la majorité des données disponibles sur la virulence* de
Blastocystis sont des études in vitro. Ces études ont montré un effet
immunomodulateur du protozoaire qui lui permettrait de contourner la réponse
immunitaire de '’héte durant les premiéres heures de I'infestation, ainsi qu’'une capacité
a perturber la barriere épithéliale, entrainant une augmentation de la perméabilité de
cette derniére. Ces hypothéses restent néanmoins difficlement confirmables, du fait
de I'absence de modeéle animal fiable disponible pour I'étude de Blastocystis (84).

De maniére contradictoire, d’autres études récentes s’intéressant au lien entre
Blastocystis et le syndrome de l'intestin irritable* n'ont pas trouvé de différences
significatives dans la prévalence du protozoaire entre les sujets sains et les sujets
atteints. (7,104,111)

8) Un effet bénéfique sur 'organisme

Du fait de sa prévalence importante chez I'étre humain, Blastocystis a été
beaucoup étudié dans des conditions dans lesquelles il était soupgconné de causer
certaines pathologies, sans répondre néanmoins a la question de s'il est un pathogene
ou un commensal. Néanmoins, ce protozoaire peut coloniser le tractus intestinal sur
de longues périodes, sans résulter en un statut symptomatique pour le porteur de
Blastocystis. De plus, il est fortement prévalent chez des personnes saines et
asymptomatiques. (54)

Les postulats de Koch n’ont par ailleurs jamais pu étre vérifiés pour Blastocystis
(84). Les postulats de Koch sont des criteres destinés a démontrer qu’un
microorganisme est la cause d’'une maladie. Ces critéres sont :

- Le microorganisme doit étre retrouvé chez tous les hotes affectés par la
maladie, mais absents des organismes sains ;

- Le microorganisme doit étre isolé a partir de 'hdéte malade et cultivé en
dehors de lui dans un milieu adéquat ;
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- Le microorganisme cultivé doit provoquer la maladie chez un héte sain lors
de son inoculation ;

- Le microorganisme doit pouvoir étre ré-isolé a partir de cet héte rendu
malade par I'inoculation. (79,112)

Ainsi, ces dernieres anneées, les chercheurs se sont de plus en plus penchés
sur cet aspect de Blastocystis et de son éventuel réle en tant que composant bénéfique
du microbiote intestinal.

a) Exemple de différentes études, par ordre chronologique

Blastocystis a été souvent considéré comme un parasite intestinal pathogene.
Néanmoins, au cours des derniéres années, de plus en plus d’arguments suggérent
gu’il est un composant du microbiote sain. (23,86) Sa pathogénicité* potentielle
pourrait ainsi dériver de certaines variables encore non étudiées, comme la diversité
des sous-types. (23)

En effet, bien qu’il soit associé a certaines maladies gastrointestinales ou
digestives, il peut étre aussi (et frequemment) un colonisateur asymptomatique. (81)

De plus, sa présence est diminuée chez les individus atteints de dysbiose*
associée a un cancer colorectal, ou bien a la maladie de Crohn. Il existe une corrélation
inverse entre la présence de Blastocystis et 'MC, ainsi qu’une corrélation positive
entre ce protozoaire et de nombreuses espéeces bactériennes (86).

De maniere semblable a E. coli, la pathogénicité* de Blastocystis serait aussi
fortement dépendante de son pangénome (c’est-a-dire de I'encodage de ses facteurs
de virulence* et de ses toxines : une analyse du pan-génome permettant effectivement
de définir les genes de virulence* qui sont partagés par toutes les espéces, ainsi que
les genes qui sont spécifiques a un isolat.). Par conséquent, seules des analyses de
haute résolution peuvent élucider le potentiel pathogéne de ses sous-types (ou intra
sous-types). (23)

Nous allons a présent détailler quelgues études menées sur Blastocystis et ses
bénéfices, et ce dans I'ordre chronologique.

e A retrospective metagenomics approach to studying Blastocystis,
Andersen et al. (77)

= Une approche restropective métagénomique, pour I'étude de Blastocystis

A retrospective metagenomics approach to studying
Blastocystis, Andersen et al.
Date de parution | 2015
Méthode utilisée | Métagénomique
Population Population Danoise, sains ou atteints de maladie inflammatoire
étudiée de l'intestin

Titre
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Dans cette étude, 316 échantillons fécaux ont été screenés par analyse
métagénomique de 'ADN de Blastocystis. Parmi ces 316 patients, il y avait 236
individus sains, 13 patients atteints de la maladie de Crohn (MC) et 67 patients atteints
de rectocolite hémorragique (RH).

La prévalence de Blastocystis était de 18.4% en tout :
- 20.3 % chez les patients sains
- 14.9% chez les patients atteints de RH

Chez les patients atteints de la MC, Blastocystis était absent.

Les individus ayant un microbiote dominé par Bacteroides étaient moins enclins
a étre positifs a Blastocystis (P<0.0001), par rapport aux individus avec un entérotype
Ruminococcus et Prevotella.

Cette étude est la premiere a étudier la relation entre Blastocystis et les
communautés de bactéries intestinales en réalisant une analyse bio-informatique de
données pré-existantes de shotgun métagénomique (77).

5T1 ST2 ST3 5T4 5T6 Total
Cohort Size (N) # Ya # Ya # Ya # % # a # %
Enterotype:
Bacteroides 77 0 0.00 1 1.30 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 1.30
Prevotella 63 2 3.17 4 6.35 5 7.94 4 6.35 0 0.00 15 23.81
Ruminococcus 176 6 341 6 341 7 398 17 9.66 6 341 42 23.86
Gender:
Female 175 5 2.86 6 343 6 343 9 5.14 4 2.29 30 17.14
Male 141 3 213 5 3.55 [ 4.26 12 8.51 2 1.42 28 19.86
Age:
“Young (=30) 3z 0 0.00 1 3.13 1 3.13 Q 0.00 v} 0.00 2 6.25
Middle (30-60) 230 7 3.04 8 348 11 478 15 6.52 4 1.74 45 19.57
Elderly (=60) 54 1 1.85 2 3.70 0 0.00 6 11.11 2 3.70 11 20.37
BMI:?
Lean (=25) 143 4 2.80 4 2.80 6 4.20 12 8.39 6 4.20 32 22.38
Overweight (25-30) 62 3 4.84 3 4.84 1 161 6 9.68 0 0.00 13 20.97
Obese (=30) 110 1 0.91 4 3.64 5 4.55 3 273 0 0.00 13 11.82
Nationality:
Danish 177 5 2.82 8 452 7 3.95 12 6.78 2 1.13 34 19.21
Spanish 139 3 2.16 3 2.16 5 3.60 9 6.47 4 2.88 24 17.27
Health status:
CcD 13 0 0.00 4] 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Healthy 236 6 2.54 10 4.24 10 4.24 17 7.20 5 212 48 20.34
uc 67 2 2.99 1 149 2 2.99 4 5.97 1 149 10 14.93

IThe age of the 316 subjects ranged from 18-70 with a median of 50 (IQR: 41-59).
?BMI ranged from 16.9-42.0 with a median of 25.7 (IQR: 22.6-31.3). BMI information was lacking from one UC patient.

Prévalence des différents STs de Blastocystis en nombre et en pourcentage, en
fonction de différentes variables. (77)
Gender = Genre ; BMI = IMC ; Nationality = Nationalité ; Health status = Etat de
santé

Les résultats de I'étude sont regroupés dans ce tableau récapitulatif. (77)

Une différence significative a été mise en évidence dans la prévalence de
Blastocystis entre les patients minces (30.9%) et les patients obéses (11.1%).
Néanmoins, aucune corrélation significative n’a été mise en évidence entre 'IMC et la
richesse microbienne. (77)
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e Colonisation with the enteric protozoa Blastocystis is associated with
increased diversity of human gut bacterial microbiota, Audebert et al. (54)

= La colonisation par le protozoaire entérique Blastocystis est associé a une diversité
accrue du microbiote intestinal humain

Colonisation with the enteric protozoa Blastocystis is associated

Titre with increased diversity of human gut bacterial microbiota

Date de parution | 2016

Méthode utilisée | Métagénomique ciblée = Séquencage du géne codant ’TARN 16S

Population Population Francaise, sujets provenant de 11 hépitaux différents
étudiée

Pour cette étude, I'échantillon initial était constitué de 788 patients, de 11
hopitaux francais différents. Parmi eux, 48 échantillons positifs a Blastocystis et 48
échantillons négatifs a Blastocystis ont été sélectionnés ainsi :

- Sur les 788 échantillons, 143 étaient positifs au protozoaire (soit 18%).
Parmi ces 143, ont été sélectionnés les 24 avec le plus haut risque de positivité,
et les 24 avec le plus bas risque.

- Il a été fait de méme avec les échantillons négatifs.

Cesrisques relatifs de positivité a Blastocystis étaient calculés en fonction de plusieurs
variables :

e Lalocalisation de I'hépital : Le taux de positivité était par exemple plus important
a Lille que dans les autres hopitaux

e Le moment de I'année lors du prélévement : Les colonisations étaient moins
fréquentes en hiver qu’en été

e Lesvoyages récents : Blastocystis était plus présent dans les selles de patients
ayant voyagé recemment car le risque de contamination est plus important dans
certains pays étrangers

e La présence d’autres parasites dans les échantillons : Blastocystis était plus
présent dans les selles déja contaminées par d’autres parasites

e La présence de fievre : Les patients atteints de fievre avaient plus de chance
d’étre positifs

e La présence de douleurs abdominales : Les patients atteints de douleurs
abdominales avaient plus de chance d’étre positifs

L’idée étant de réduire la probabilité d'un biais de sélection dans le choix des patients,
chacun des 2 échantillons positifs ou négatifs a Blastocystis, a été divisé en 2 groupes
de 24, en fonction du risque de positivité (élevé ou bas), formant ainsi 4 groupes :

Risque faible Risque élevé
Positifs a Blastocystis Groupe 1 Groupe 2
Négatifs a Blastocystis Groupe 3 Groupe 4
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Ces 96 échantillons ont ensuite été séquences, en ciblant le géne de 'ARNr 16S*.

= Courbe de raréfaction :

EGOO—
i L7 T L L ]
§ 200} i il ] - 1 .~
wg LU

% 50 100 150 200 250

Sequences Per Sample

Courbe de raréfaction, tiré de Audebert et al. (54)

La courbe de raréfaction permet de visualiser la richesse bactérienne (estimée ici
par l'indice Chaol) en fonction de la profondeur de séquencage (le nombre de reads
séquencés). La courbe de raréfaction obtenue ici montre une diversité bactérienne
plus importante chez les sujets positifs a Blastocystis (courbe bleue) par rapport aux
sujets négatifs a Blastocystis (courbe rouge).

MWW test p-value = 4.478e-05 - ] MWW test p-value = B.079e-05
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Boites a moustaches de la richesse des OTU* ainsi que de I'index de diversité
de Shannon* - Audebert et al (54)

En ce qui concerne la richesse en OTU* on observe ici quelle est
significativement supérieure chez les patients positifs au Blastocystis (médiane a
environ 180 contre 160 chez les négatifs).

Pour la diversité, on observe la méme tendance, avec un index de diversité de
Shannon* plus élevé chez les sujets positifs au protozoaire, comparé aux patients
négatifs, et ce de maniere significative.

Tous ces résultats convergent vers le fait que le microbiote bactérien des patients
positifs au Blastocystis est plus riche et diversifié que celui des patients négatifs.
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La composition microbienne des patients colonisés par Blastocystis est également
différente de celle des patients non colonisés, et ce a des niveaux taxonomiques
différents :

Augmentés Diminués
Firmicutes
Phylum Bacteroidetes
Proteobacteria
Classe Clostridia Bacill
Mollicutes
Ordre* Clostridiales Lactobacillales
Enterococcaceae
Eamille** Ruminococcaceae Streptocogcaceae
Prevotellaceae Lactobacillaceae
Enterobacteriaceae
Différents taxa de
Clostridiales
Genre*** Prevotella
Roseburia
Faecalibacterium

Composition du microbiote des personnes positives au Blastocystis (54)

= * Analyses de la composition du microbiote bactérien au rang taxonomique de

0.0 396 -8 i -4 -2 0 2 a 6

Mean proportion (%) Difference in mean proportions (3&)

) .
I'Ordre (54):
A =t
Y group 4
£
w
@©
2 Blastocystis free
™ (]
£ | )
] ]
o cgroup 3 5 group 1" group 2
f";)
T f
-6 -4 -2 0 2 4 6
Dirm 1 (30.43%)
B 5
95% confidence intervals E
o_Clostridiales P —{ ] 0.014 E
o_ Lactobacillales S ' —_—— 0.020{3
2
&

B = Négatifs a Blastocystis
I = Positifs a Blastocystis
Mean proportion = Proportion moyenne
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Une analyse en composantes principales permet de condenser les informations
et de les regrouper en plusieurs groupes (A). On voit qu’au niveau de I'Ordre, les
groupes 3 et 4 (négatifs) ont un profil microbiotique bien distinct des groupes 1 et 2
(positifs).

En (B), nous avons la proportion de séquences assignées aux deux ordres
principaux : Clostridiales et Lactobacillales, les 2 ordres pour lesquels il existe une
différence significative de richesse entre les personnes positives au Blastocystis et les
personnes négatives. Nous avons la confirmation ici que :

& Les Clostridiales sont plus abondantes chez les personnes colonisées (p <

0.05)
& Les Lactobacillales sont moins abondantes chez les personnes colonisées (p <
0.05)

= ** Analyses de la composition du microbiote bactérien au rang taxonomique de

la Famille (54)_
95% confidence intervals
f__Enterococcaceae B4 I —_e— 0.032 %
f_ Streptococcaceae B2 I p—— 0.048 E
f__Ruminococcaceae | I | I 0.016 g
f Lactobacillaceae B2 I —a— 0.016 ‘3’
f__Enterobacteriaceae == I ——oe—— 0.034 2
f__Prevotellaceae By p—0— ! 0.039 %
1 |
0.0 139 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

B = Négatifs a Blastocystis
I = Positifs a Blastocystis

Ici, nous avons les proportions moyennes de séquences associées a chaque
famille principale composant le microbiote, ainsi que les différences entre les
proportions moyennes entre les personnes positives et négatives a Blastocystis.

Comme évoqué précédemment, on observe de maniére significative une différence
entre les 2 catégories :
% Prévalence augmentée des Ruminococcaceae et Prevotellaceae chez les
personnes positives (p < 0.05)
% Prévalence augmentée des Enterococcaceae, Streptococcaceae,
Lactobacillaceae, Enterobacteriaceae chez les personnes négatives (p < 0.05)
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*** Abondances relatives des OTUs* des genres Faecalibacterium et Roseburia
(54)

Genus - Faecalibacterium (p-value = 0.0016) Genus - Roseburia (p-value = 0.0062)
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Ici, ce sont les abondances au niveau des genres qui sont étudiées. On observe
que, comme eévoqué précédemment, Faecalibacterium et Roseburia sont plus
abondants chez les individus positifs au Blastocystis (p < 0.01)

En résumé, dans cette étude francaise, utilisant pour la premiere fois une approche
de métagénomique ciblée pour étudier 'association entre Blastocystis et le microbiote
intestinal bactérien, une plus grande diversité bactérienne a été trouvée chez les
patients colonisés par Blastocystis. De plus, ces patients avaient une plus grande
abondance en Clostridia.

Bien que la définition « exacte » du microbiote sain ne soit pas bien définie, il a été
démontré que la dysbiose* était généralement caractérisée par 3 facteurs : diversité
bactérienne diminuée, Clostridia diminués et Gammaproteobacteria (principalement
Enterobacteriaceae) augmentés (54,55). Cette étude montre que la présence de
Blastocystis est associée a une augmentation de la diversité bactérienne, une
augmentation des Clostridia, et des Enterobacteriaceae diminués par rapport aux
patients négatifs, soit I'inverse des facteurs caractérisant la dysbiose*.

De plus, les genres Faecalibacterium et Roseburia, contenant des bactéries
connues pour produire du butyrate, sont bien plus présents chez les personnes
colonisées par Blastocystis. Sachant que le butyrate est considéré comme un des
métabolites les plus importants pour maintenir une bonne santé intestinale chez les
humains, car étant une source d’énergie majeure des cellules épithéliales intestinales
ainsi qu’ayant des propriétés anti-inflammatoires et régulant I'expression des génes/la
différenciation/I'apoptose* des cellules ; la diminution de la présence de ces bactéries
est aussi identifiée comme un marqueur de dysbiose, notamment chez les patients
atteints de la Maladie de Crohn ou de rectocolite hémorragique.

Tout cela semble pouvoir nous orienter sur le fait que Blastocystis n’est pas
associé a une dysbiose* qui serait corrélée a certaines pathologies, et que la
colonisation par ce protozoaire serait plutdét associée a un microbiote sain.

Néanmoins, cette étude souléeve une question : Est-ce que Blastocystis se

développe moins facilement dans un microbiote en dysbiose* ou bien joue-t-il un réle
actif dans la structuration du microbiote, contribuant ainsi a 'homéostase intestinale ?
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e Large-scale comparative metagenomics of Blastocystis, a common
member of the human gut microbiome — Beghini et al. (86)

= Etude comparative métagénomique a grande échelle de Blastocystis, un membre
commun du microbiote intestinal humain

Large-scale comparative metagenomics of Blastocystis, a
common member of the human gut microbiome

Date de parution | 2017

Méthode utilisée | Shotgun métagénomique

Population d’origines géographiques diverses et des modes de
vie divers

Populations avec différents états de santé (Sain, Cancer
colorectal, Diabete de type 2, Cirrhose hépatique, obésité,
syndrome de l'intestin irritable*)

Cette étude de 2017 rassemble 12 jeux de données venant de plusieurs études
différentes. C’est également une étude utilisant et étudiant bio-informatiquement des
données métagénomiques pré-existantes, comme pour I'étude de Andersen et al. de
2015 (77). Celle-ci rassemble en tout 1689 sujets d’origines géographiques différentes,
avec des états de santé différents (sain, cancer colorectal, diabéte de type 2, cirrhose
hépatique, obésité, syndrome de l'intestin irritable*) et des modes de vie différents,
offrant ainsi un point de vue épidémiologique plus « global ».

Titre

Population
étudiée

e FEtude de I'lMC:

Tout d’abord, la prévalence des différents sous-types de Blastocystis dans les
différentes études a été étudiée en fonction des différentes classes d’'IMC.
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Karlsson LeChatelier MetaHIT Nielsen European datasets
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Prévalence de Blastocystis selon les différents IMC dans les différentes études (86)
Un = Sous-poids

No = IMC normal
Ov = Surpoids
Ob = Obeése

Le nombre total d’échantillon dans chaque classe est indiqué sous chaque barre

On voit ici que la prévalence de Blastocystis est plus importante chez les sujets
ayant un IMC normal, notamment chez LeChatelier, MetaHIT, Nielsen, et dans les jeux
de données européennes (86).

En effet, 'IMC est inversement corrélé avec la prévalence de Blastocystis.
L’étude métagénomique de LeChatelier, datant de 2013, ciblait spécifiquement le
phénotype* obese. Blastocystis était détecté chez 39.4% des sujets ayant un poids

normal, contre 15.4% chez les sujets obéses (58), ce qui rejoint les trouvailles d’'une
autre étude Danoise de 2015 (77). (86)

79



Etude des différentes pathologies :
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Prévalence de Blastocystis en fonction des différents états de santé étudiés (86)

CD = Maladie de Crohn

IGT = Tolérance au glucose diminuée
T2D = Diabéte de type 2

UC = Rectocolite hémorragique

* = Niveau de significativité

Ici, une différence significative a été trouvée dans deux cas différents :

Blastocystis est associé positivement et significativement avec le groupe
contrbéle (donc sain) dans le jeu de données avec des patients atteints de cancer
colorectal (Zeller) (5.7% des patients malades étaient positifs contre 24.6% des
patients sains) (113).

Les patients atteints de la maladie de Crohn avaient aussi une faible prévalence
en Blastocystis (P=0.04) (Nielsen), en comparaison avec les sujets sains. (86)

e Ftude de la composition du microbiote :

Iy a une forte association entre la présence de Blastocystis et 'abondance
d’organismes archées. (86)

Les archées du microbiote sont principalement représentées par
Methanobrevibacter smithii, du genre Methanobacter, qui est fortement associée a la
présence de Blastocystis. Il est intéressant de noter que plusieurs génes d’archées,
probablement acquis horizontalement, sont présents dans le génome de Blastocystis,
ce qui suggere des interactions et des échanges de matériel génétiques entre es
microorganismes (86).

Plusieurs clades bactériens sont aussi fortement associés a la présence de
Blastocystis, pour un total de 68 associations significatives. Les bactéries du phylum
Firmicutes et de l'ordre des Clostridiales sont tres enrichies dans les échantillons
positifs a Blastocystis. (86).
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Il existe aussi des associations négatives : Les Bacteroides sont plus abondants
dans les échantillons négatifs au Blastocystis (ceci est observable dans 5 des jeux de
données), ainsi que les protéobactéries. Cela peut étre di a une compétition pour les
ressources ou la présence de différentes niches écologiques (86).

Certains phyla (Proteobacteria et Actinobacteria) n’ont pas l'air influencés par la
présence de Blastocystis. Néanmoins, certaines especes spécifiques de ces phyla
sont tout de méme fortement associées au protozoaire : Oxalobacter formigenes
(Protéobactérie). Cf dernier graphique (86)

Au contraire, Eggerthella, une actinobactérie, est corrélée a l'absence de

Blastocystis.
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Composition du microbiote en la présence ou I'absence de Blastocystis, dans
différentes études scientifiques (86)

Ainsi, comme on le voit dans cette figure, la présence (ou absence) de
Blastocystis est associée a des différences majeures avec le microbiote intestinal.
Certaines especes sont fortement associées a la présence (a-c) ou absence (d) de
Blastocystis. Les boites a moustaches représentent la distribution des abondances
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relatives d’espéces bactériennes en présence ou absence de Blastocystis. Les
astérisques bleus indiquent les jeux de données avec des différences significatives
entre la présence et 'absence de Blastocystis. (e) : De nombreux microorganismes
sont associés statistiquement (a=0.05) avec la présence de Blastocystis.

L’analyse de I'association entre Blastocystis et des microorganismes bactériens
intestinaux a été étendue : les « signatures du microbiome » seraient-elles prédictives
de la présence de Blastocystis ? Pour cela, une méthode basée sur I'apprentissage
automatique a été utilisée. Cela a permis de révéler que la signature microbienne
permettait de prédire la présence du protozoaire de maniere significative, et ce dans
tous les jeux de données de I'étude. Ceci permet de montrer que les microbiomes
positifs & Blastocystis ont des caractéristiques distinctes, caractéristiques qui sont
consistantes entre les populations, les différentes zones géographiques et les effets
de groupe (86).
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la présence ou

'absence de Blastocystis, dans différentes études scientifiques (86)

Abondances relatives de différentes especes bactériennes en



Clostridia

Clostridiales

Firmicutes
Ruminococcaceae
Subdoligranulum unclassified
Subdoligranulum
Butyrivibrio

Butyrivibrio crossotus
Lachnospiraceae
Eubacterium
Eubacteriaceae
Eubacterium siraeum
Prevotellaceae

Prevotella copri
Phascolarctobacterium succinatutens
Phascolarctobacterium
Coprococcus
Acidaminococcaceae
Verrucomicrobiaceae
Verrucomicrobiales
Werrucomicrobia
Akkermansia muciniphila
errucomicrobiae
Akkermansia

Coprococcus sp. ARTSS
Faecalibacterium
Faecalibacterium prausnitzii
Bifidobacterium adolescentis
Methanobacteriales
Methanobacteriaceae
Euryarchaeota

Archaea

Methanobacteria
Methanobrevibacter
Methanobrevibacter smithii
Eubacterium rectale
Spirochaetia
Spirochaetaceae
Spirochaetales
Spirochaetes

Treponema succinifaciens

Ruminococcus

Treponema
Ruminococcus gnavus
Dialister invisus
Clostridium
Clostridiaceae
Megamonas
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides fragilis
Blautia

Bacilli

Lactobacillales
Escherichia
Escherichia coli
Bacteroides vulgatus
Bacteroides uniformis
Bacteroides ovatus
Enterobacteriaceae
Enterobacteriales
Bacteroides stercoris
Gammaproteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes
Bacteroidia
Bacteroidales
Bacteroidaceae
Bacteroides

-6.0 -4.8 -3.6 —2.4 -1.2 00 1.2 24 36 4.8 6.0
LDA SCORE (log 10)
I Blastocystis absent I Blastocystis present

Prévalence de différentes especes bactériennes en la présence ou I'absence de
Blastocystis (86)
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En résumé, dans cette étude il a été trouvé que Blastocystis :

e Est moins souvent présent chez les patients présentant une dysbiose

e Est négativement associé a la Maladie de Crohn et a la Rectocolite
hémorragique

e Estinversement associé a I'lMC

e Est associé a une augmentation des bactéries des genres suivants:
Ruminococcus, Prevotella, Akkermansia

e Est associé a une diminution des bactéries suivantes : Bacteroides, E.coli

e The relation between Blastocystis and the intestinal microbiota in
Swedish travellers (2017) (88)

= Relations entre Blastocystis et le microbiote intestinal chez les voyageurs suédois

. The relation between Blastocystis and the intestinal microbiota
Titre . :
in Swedish travellers
Date de parution | 2017
Méthode utilisée | Shotgun métagénomique
Population Suédois ayant voyagé dans la péninsule indienne ou en
étudiée Afrique Centrale

Cette étude suédoise de 2017 a pour but d’étudier le portage de Blastocystis,
I'effet des voyages internationaux sur sa colonisation, ainsi que sa stabilité.

Les selles de 35 étudiants en santé suédois ont été analysées grace a des
méthodes de métagénomique, avant et aprés un voyage en péninsule indienne ou en
Afrique centrale, afin de déterminer I'impact du voyage sur le portage de Blastocystis
(les voyages ayant une durée médiane de 34 jours ; et les sujets de I'étude n’ayant
pas pris d’antibiotiques dans les 6 mois précédant I'’étude ni pendant le voyage).

Avant le voyage, 46% des étudiants étaient positifs au protozoaire, et 43%
I'étaient aprés. Les sous-types les plus fréiguemment trouvés étaient ST3 et ST4, le
sous type ne changeant pas apres le voyage.

51% des sujets étaient positifs a Blastocystis avant ou aprés le voyage, tandis
gue 37% étaient positifs avant et aprés le voyage. Pour ces derniers, le méme sous-
type était retrouvé avant et apres.

L’analyse métagénomique a révélé une grande variabilité interindividuelle du
microbiote, mais ce dernier n’était que modérément affecté par le voyage.

Le portage du protozoaire est négativement associé a I'entérotype Bacteroides,
et positivement associé aux genre et espece Sporolactobacillus et Candidatus
carsonella (Gammaproteobacteria). Cette relation inverse avec Bacteroides pourrait
s’expliquer par la compétition pour les nutriments, ou bien par un effet de prédation.
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Fig. 2 Box-plot for the relative abundance of the bacterial genera Sporolactobacillus (a), Candidatus Carsonella (b), and Bacteroides (c) in
Blastocystis positive and negative individuals. The differences were assessed statistically through Students t-test

Boites a moustaches des abondances relatives de Sporolactobacillus (a),
Candidatus carsonella (b), et Bacteroides(c), chez les personnes positives a
Blastocystis et les personnes négatives — Forsell et al. (88)

La composition du microbiote intestinal n’était pas significativement différente
entre les porteurs et les non porteurs de Blastocystis. Néanmoins, le portage de ce
dernier est positivement associé a une plus grande richesse microbienne.
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Fig. 3 Box-plot for the bacterial genus richness in Blastocystis
positive and negative individuals. The differences were assessed
statistically through Students t-test

Boite a moustaches de la richesse des genres bactériens chez les patients positifs a
Blastocystis et les patients négatifs a Blastocystis — Forsell et al. (88)

Cela renforce l'association entre Blastocystis et une diversité bactérienne
augmentée, comme évoqué dans les études précédentes. Comme un microbiote
intestinal diversifié est considéré sain, Blastocystis pourrait étre un indicateur de bonne
santé gastrointestinale.
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e Asymptomatic intestinal colonization with protist Blastocystis is strongly
associated with distinct microbiome ecological patterns - Ramirez et al.
(81)

= La colonisation asymptomatique intestinale par le protiste Blastocystis est fortement
corrélée a des schémas écologiques distincts

Asymptomatic intestinal colonization with protist Blastocystis is

Titre strongly associated with distinct microbiome ecological
patterns
Date de parution | 2018

Méthode utilisée
Population
étudiée

PCR quantitative en temps réel*

Population mexicaine (Xoxocotla)

Dans cette étude de 2018, le microbiote bactérien et eucaryotique ont été
étudiés chez 156 sujets asymptomatiques adultes d’une population a Xoxocotla (ville
semi-industrialisée), au Mexique. Ces sujets n’avaient aucun symptome inflammatoire
et n’avaient pris aucun antibiotique dans les 6 mois précédent I'étude.

Cette étude permet aussi de répondre a la question : est-ce que le changement
dans le microbiote est vraiment di a Blastocystis en lui-méme, ou bien cela serait-il
juste le résultat d’une inflammation, méme sub-clinique, provoquée par ce protiste ?

Blastocystis a été détecté chez 65% des individus, et le ST3 était celui le plus
prévalent.

La colonisation par Blastocystis est fortement associée a des changements
dans la diversité alpha* et beta* du microbiote.
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Les changements dans la diversité beta* peuvent étre expliqués par les grandes
différences dans I'abondance relative des espéces bactériennes prédominantes :
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Abondances relatives de différentes espéces bactériennes en la présence (bleu) ou
'absence (rouge) de Blastocystis (81)

On peut voir ici que la présence (bleu) ou absence (rouge) de Blastocystis influence
de maniére significative 'abondance relative de plusieurs taxa. En effet, la colonisation
par Blastocystis :

e Est liée & une augmentation des Ruminococcus ; Oscillospira ; Firmicutes et

Clostridiales
e Estliée a une diminution des Prevotella

NB : Les effets de Blastocystis sur le microbiome ont été étudiés tout en contrélant
I'éventuelle influence de potentielles variables qui pourraient fausser les résultats, ceci
grace a des outils de modélisation. Ceci permet de vérifier qu’aucune autre variable
ne pourrait expliquer les différences taxonomiques observees

Blastocystis est aussi associé a des différences, plus discrétes, dans le microbiote
eucaryotique :
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Blastocystis (81)
A = beta-diversité* ; B et C = alpha diversitée*
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Abondances relatives de différentes especes eucaryotales en la présence (bleu) ou
'absence (rouge) de Blastocystis (81)

La colonisation par Blastocystis a été associée a une augmentation de certaines
espeéces de levures et de fungi, ainsi qu’a une diminution d’Hymenolepis nana.
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Carte thermique (Heat map) des corrélations entre les eucaryotes intestinaux et les
especes bactériennes retrouvées dans les échantillons de I'étude. (81)

Cette carte « thermique » montre les corrélations entre les taxa eucaryotiques
les plus fréquents et les bactéries majoritairement retrouvées dans les échantillons.
En bleu, nous avons les corrélations négatives, et en rouge les corrélations positives.
Les « + » représentent les corrélations significatives (P<0.05).

On retrouve les corrélations précédemment affirmées : Blastocystis (ST3 ici) est
corrélé :

89



e Positivement avec les Ruminococcaceae, les Clostridiales, les Oscillospira
¢ Neégativement avec les Prevotella

Cette étude a permis aussi d’étudier les changements fonctionnels du microbiote :

En effet, 'augmentation de la diversité bactérienne est accompagnée d’un
changement fonctionnel du microbiote. Ces différences fonctionnelles impliquent des
fonctions métaboliques diverses :

L Meétabolisme des acides biliaires

% Métabolisme des lipides

& Meétabolisme du tryptophane et d’autres acides aminés
& Meétabolisme des carbohydrates

Nous allons nous pencher sur le changement dans le métabolisme des
carbohydrates. Dans I'étude, la concentration fécale des acides gras a chaines courtes
a été mesurée dans tous les échantillons. Ainsi, chez les personnes colonisées par
Blastocystis :

& L’acétate, le butyrate, le propionate (les 3 principaux AGCC*) sont
réduits
& Le caproate est augmenté
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Concentration en acides gras a chaine courte* retrouvées dans les feces, en
présence (Pos) ou en I'absence (Neg) de Blastocystis (81)

On voit sur ce graphique tiré de I'étude, en A, B et C, que les trois principaux
AGCC* cités precédemment sont diminués de maniére significative (*= P<0.05 et ***=
P<0.001).

La baisse de production des AGCC* principaux est tres probablement due en
partie a la diminution des Prevotella copri, un producteur important d’acétate.

Une question reste néanmoins en suspens: toutes ces modifications
(qualitatives, quantitatives et fonctionnelles), sont-elles liées a Blastocystis en lui-

90



méme ou seraient-elles liées a une réaction inflammatoire (infraclinique) provoquée
par ce dernier ?

Pour cela, Nieves-Ramirez et ses collegues ont dosé plusieurs marqueurs de
inflammation dans les échantillons :
= La calprotectine fécale
= Les IgA* fécaux
= Marqueurs du stress oxydatif
= Cytokines sériques

La calprotectine fécale est une protéine cytosolique des polynucléaires
neutrophiles, et est par conséquent un marqueur de I'inflammation de I'intestin. Elle
est diminuée de maniere trés significative (voir le graphique tiré de I'étude ci-dessous)
chez les patients colonisés par Blastocystis.

L’immunoglobuline A* est la forme d’anticorps la plus abondante sur les
surfaces mucosales. Les infections parasitaires provoquent I'augmentation de la
sécrétion d’IgA* vers le lumen intestinal. Ces derniers permettent d’empécher la
multiplication des parasites. Aprés dosage des IgA* fécaux dans les échantillons, il
s’avére que, de maniére similaire a la calprotectine, les IgA* soient diminués chez les
patients positifs a Blastocystis.
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Changements immunitaires dans le mucus intestinal, en la présence (« Positive ») ou
en I'absence (« Negative ») de Blastocystis (81)

Les produits protéiques d’oxydation avancée et le malondialdéhyde (MDA) sont
des produits du stress oxydatif dont la concentration augmente lors d’un stress oxydatif
(d0 a une inflammation) et sont excrétés dans les urines. Par exemple, ils augmentent
lors d’une infection a Entamoeba histolytica, Ascaris lumbricoides et Plasmodium
vivax. En ce qui concerne les sujets de I'étude, ces biomarqueurs ont été mesurés
dans leurs urines. Lors de la colonisation par Blastocystis, ces produits n’augmentent
pas : il N’y avait pas de différence entre les sujets positifs et les sujets négatifs.

Enfin, chez les sujets positifs a Blastocystis, il n'y avait pas non plus de
différence de concentration en cytokines inflammatoires.

En conclusion, la colonisation par Blastocystis n’induit pas d’inflammation,
méme infraclinique, qui pourrait expliquer les changements dans le microbiote. Ainsi,
ces changements sembleraient bien dus a Blastocystis lui-méme. De plus, ces
changements ne peuvent étre dus non plus a d’autres variables qui auraient pu elles
aussi expliquer les différences de diversité et de fonctionnalité (comme I'age, la

91



situation familiale, I'état de santé...), ces dernieres étant contr6lées dans I'étude. Les
habitudes alimentaires de cette population étant homogeénes, elles n’influencent pas
non plus les résultats.

Comment Blastocystis entraine-t-il ces changements dans le microbiote ? Il est
possible que Blastocystis exerce un effet prédateur sur les bactéries des taxa les plus
abondants (c’est-a-dire prés de 50% d’abondance chez les sujets négatifs au
Blastocystis). La forme amiboide de Blastocystis serait capable « d’engloutir » des
bactéries (et il a été suggéré que cela servirait aux besoins nutritionnels nécessaires
a 'enkystement (114)). Il y a d’autres arguments allant dans ce sens. D’'un cété, la
forme amiboide de Blastocystis est trés peu retrouvée dans les cultures axéniques*
(115). Dun autre c6té il existe de nombreux contacts entre les pseudopodes du
protozoaire et les bactéries (116) .

En l'absence de Blastocystis, des especes bactériennes comme Prevotella
copri (rappel : dont la richesse est diminuée en présence du protozoaire, dans cette
étude) « dominent » la communauté bactérienne, ce qui limite sa richesse. Lorsque
Blastocystis est présent, il va étre prédateur du taxa le plus abondant: c’est la
prédation densité-dépendante. Cela va permettre de diminuer la compétition pour les
nutriments et I'espace, ce qui méne a la colonisation et a la persistance d’autres
especes bactériennes plus minoritaires, et donc a une augmentation de la richesse
microbienne bactérienne (=top down control).

Cette étude montre des différences de résultats par rapport aux études
précédentes :

Le fait que les Prevotella soient diminuées dans cette étude ne concorde pas
avec les études précédentes. Ceci pourrait étre expliqué par la différence des
populations : par exemple, les Prevotellaceae représentent environ 30% des taxa
totaux de cette étude, tandis que dans la population Francaise (Audebert et al., 2016)
elles n’en représentent que 5%. On a pu voir que Blastocystis diminuait les populations
bactériennes des taxa majoritaires, ainsi, dans les populations ou les Prevotellaceae
sont des taxa minoritaires, elles ne sont pas diminuées par Blastocystis.

L’étude de 2015 (Andersen et al.) regroupant les résultats de plusieurs autres
études (11), quant a elle, n’a pas relevé de différence dans la diversité alpha* chez les
patients positifs au Blastocystis. De plus, Blastocystis et Prevotella copri étaient
associés positivement. Ces différences sont probablement dues au fait que les sujets
colonisés de I'étude étaient soit asymptomatiques ou symptomatiques, la
différenciation entre les deux n’était pas faite.

En résumé, dans cette étude mexicaine :
e Lacolonisation par Blastocystis est fortement associée a une augmentation
de la diversité alpha* et béta* du microbiote bactérien, et de maniére plus

discréte pour le microbiote eucaryotique.

e Blastocystis est associé a une augmentation des Ruminococcus et une
diminution de Prevotella.

e La colonisation par Blastocystis est accompagnée d’'un changement
fonctionnel du microbiote
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e 2019 : Blastocystis colonization is associated with increased diversity and
altered gut bacterial communities in Healthy Malian Children (82)

= La colonisation par Blastocystis est associée a une augmentation de la diversite,
ainsi qu’a une altération des communautés microbiennes chez les enfants Maliens en
bonne santé.

Blastocystis colonization is associated with increased diversity
Titre and altered gut bacterial communities in Healthy Malian
Children
Date de parution | 2019
Méthode utilisée | PCR en temps réel*
Population
étudiée

Enfants Maliens

Cette étude de 2019 est cette fois menée sur les selles de 296 enfants maliens
(d’'une moyenne d’age de 8 ans). Le but est d’évaluer l'influence de Blastocystis sur
les communautés bactériennes des sujets de I'étude, en séquencant le géne de 'ARN
16S des microorganismes. 147 (49.7%) étaient colonisés par Blastocystis et 149
(48.7%) étaient négatifs.

Chez les patients colonisés par Blastocystis, la richesse d’OTUs* était
augmentée ainsi que la diversité bactérienne. En effet, les indices de Shannon* et
Simpson (alpha-diversité*) étaient tous deux augmentés chez ces patients.
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Boites a moustaches représentant la richesse en OTUs* (a) en fonction des
groupes ; ainsi que l'indice de diversité de Shannon* (b). MWW = Test de Mann-
Whitney-Wilcoxon* (82)
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Coordinate 2

Coordinate 1

PCoA des communautés microbiennes chez les patients colonisés par Blastocystis
(en vert) et les patients non colonisés par Blastocystis (en rouge) (82)

Une analyse en coordonnées principales (ou PCoA*) a été utilisée pour évaluer

la distance de Bray-Curtis : cette analyse a montré des clusters en fonction du statut
de colonisation.

L’hétérogénéité des communautés bactériennes entre les deux groupes a aussi
été évaluée. Les résultats montrent des variations du microbiote a différents niveaux :
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Augmentation chez les sujets Augmentation chez les sujets

positifs a Blastocystis négatifs a Blastocystis
Planctomycetacia,
Phvla Firmicutes, Elusimicrobia, Lentisphaerae, Rubrobacteria, Deinococci,
y Metanobacteria et Deltaproteobacteria Gammaproteobacteria,
Actinobacteria et Bacilli
Paramycetales,
Rhodobacteriales,
Clostridiales, Victivallales, Sphmgomonadales,
) e . Rubrobacterales, Veillonellales,
Methanobacteriales, Elusimicrobiales, .
Ordre . ; Pasteurellales, Micrococcales,
Aeromonadales, Acidaminococcales et .
T Pseudocardiales,
Desulfovibrionales ;
Enterobacteriales,
Myxococcales, Bifidobacteriales,
Lactobacillales
Streptococcaceae,
. Clostridiaceae, Ruminococcaceae, Bifidobacteriaceae,
Famille . ¢
Lachnospiraceae Enterobacteriaceae,
Leuconostocaceae
Genre Ruminococcus, Clostridium Streptococcus,_Blfodobacterlum,
Shigella
Claustridium saudii, Methanobacter smithii
R : . e Streptococcus sp.,
Espéce Faecalibacterium prausnitzii o . ;
. Bifidobacterium sp., Shigella sp.
Roseburia

Tableau récapitulatif des variations des especes bactériennes chez les sujets
positifs et les sujets négatifs a Blastocystis (82)

Les résultats de cette étude montrent que la diversité et la richesse des
bactéries intestinales sont augmentées chez les enfants sains colonisés par
Blastocystis par rapport a ceux qui ne le sont pas.

Faecalibacterium prausnitzii et Roseburia sp. sont relativement plus abondants
chez les enfants colonisés par Blastocystis, et cette observation est d’un intérét
particulier : en effet, certains auteurs ont mis en évidence le fait que ces deux espéces
bactériennes sont moins abondantes dans le microbiote de patients atteints de
maladie de Crohn (82,117). Ces deux bactéries jouent un réle protecteur important
dans l'intestin : elles digérent les fibres alimentaires en AGCC* (surtout en butyrate),
source d’énergie pour les entérocytes. De plus, elles ont des propriétés anti-
inflammatoires (82).

Il faut prendre en compte le fait que cette étude a été faite sur des enfants. Ainsi,
le microbiote peut étre different de celui des adultes. De plus, le mode de vie ainsi que
le régime alimentaire des enfants n’ont pas été évalués. Néanmoins, I'’échantillon de
cette étude est grand (296 enfants) et permet potentiellement d’avoir donc des
résultats proches de la réalité. (82)
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e Stool Microbiota Diversity Analysis of Blastocystis-Positive and
Blastocystis-Negative Individuals - Stensvold et al. (118)

= Analyse de la diversité microbienne dans des échantillons fécaux d’individus positifs
et négatifs a Blastocystis.

Stool Microbiota Diversity Analysis of Blastocystis-Positive and
Blastocystis-Negative Individuals
Date de parution | 2022
Méthode utilisée | Métabarcoding* et analyses bioinformatiques
Population Sujets provenant de zones géographiques multiples : Algérie,
étudiée Egypte, Turquie, Royaume Uni, Danemark.

Titre

Cette étude publiée en 2022 a été effectuée sur 1285 ADN fécaux, provenant
de divers projets de recherche ainsi que de diagnostics de routine. Ces ADN
proviennent de sujets venant d’Algérie, d’'Egypte, de Turquie, du Royaume Uni et du
Danemark.

Parmi les échantillons, 18.3% étaient positifs au Blastocystis. Les diversité
alpha* (index de diversité de Shannon*) et beta* (Distance de Bray-Curtis) ont été
analysées.

La diversité alpha* du microbiote est nettement augmentée chez les porteurs
de Blastocystis par rapport aux non-porteurs, ainsi que pour la richesse microbienne.
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Blastocystis Blastocystis

Diversité de Shannon* (a gauche) et richesse du microbiome (a droite) retrouvés
dans cette étude, tiré de Stensvold et al. (118)

Les deux paramétres sont augmentés de maniére significative dans cette étude.
Néanmoins, la diversité béta* n’était pas augmentée de maniére significative.

Au niveau du phylum, les Firmicutes et Bacteroidetes étaient augmentés chez
les porteurs, et les Proteobacteria augmentées chez les non porteurs.
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Au niveau du genre :

- Prevotella, Faecalibacterium, Flavonifracter,  Clostridium,
Succinivibrio, Oscillibacter sont augmentés chez les sujets positifs

- Escherichia, Bacteroides, Klebsiella et Pseudomonas sont
augmentés chez les sujets négatifs

o__Clostridiales
¢ Clostridia
f__Prevoteflaceae
g Prevotella
p__Firmicutes
f__Ruminococcaceae
0__ Bactleroidales
¢__Bacteroidia
p__ Bacferoidetes
g__Faecalibacterium
f__Lachnospiraceae
g__Flavonifractor
{_Clostridiaceze- 1 | R

g Ciostridium

g__Succinivitrio Enriched group
f__Succinivibrionaceae B Positive
o__Aeromonadales B Negative

g Oscillibacter

p__ Proteobacteria
¢__Gammaproteobacteria
f Enterobacteriaceae
0__Enterobacteriales

g Escherichia
{__Bacteroidaceae

g Bacteroides

g Kiebsiella

¢__Bacili

o Lactobacillales
o__Pseudomonadales
f_Pseudomonadaceae
g Pseudomonadaceae_Pseudomonas

I

=

1

w

2
LDA score (log10)

Corrélations positives (en bleu) et négatives (en rouge) entre le portage de
Blastocystis et différents taxa microbiens. (118)

Les individus positifs avaient un microbiome associé a une eubiose?*, tandis que
les négatifs avaient un microbiome plutét associé a une dysbiose*.

La limite de cette étude réside dans le fait qu’il n’y a aucune donnée sur I'état
de santé des sujets, ce qui a empéché I'étude des corrélations entre Blastocystis et la
santé des patients.

e Enrésumé:

Si I'on prend en compte toutes les études mentionnées ci-dessus, on peut
affirmer que la présence de Blastocystis peut étre un indicateur d’'une bonne santé
intestinale, voire générale. (76)

Entre ces différentes études, on peut trouver parfois certaines différences
(espéces bactériennes augmentées ou diminuées par la présence de Blastocystis par
exemple). Cela peut étre di a la variation des populations étudiées et des différentes
techniques utilisées, ainsi qu’a la variabilité inter-individuelle. (80)

Tableau résumé des différentes études :
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b) Pourquoi ces différences avec les recherches précédentes ?

Le résultat de toutes ces études peut paraitre en contradiction avec les autres
études qui affirment que Blastocystis est un protozoaire pathogene, qui peut causer
de multiples symptémes cliniques comme la diarrhée, des flatulences, des nausées,
des douleurs abdominales...(119). Néanmoins, ces deux affirmations ne sont pas
incompatibles.

En effet, ces différences pourraient étre dues a différents facteurs, comme la
variabilité génétique ou le systéme immunitaire de 'héte (54). Ainsi, Blastocystis, bien
gue généralement bénéfique a I'organisme, pourrait dans certaines circonstances
devenir pathogéne.

Selon une étude de 2014, un de ces facteurs serait le stress de I'héte. En effet,
en comparant 4 groupes de souris (Contréle, Exposées a un stress, Positives a
Blastocystis, Positives a Blastocystis et exposées a un stress), la conclusion suivante
en est ressortie : La pathogénicité* de Blastocystis est augmentée quand un stress est
présent (119).

En effet, le groupe positif a Blastocystis et stressé (que l'on appellera
« Blasto+Stress ») avait plus de kystes de Blastocystis dans les selles que les souris
simplement positives au protozoaire (« Blasto »), ceci suggérant que le stress
augmentait la susceptibilité a Blastocystis par affaiblissement du systeme immunitaire.
(119)

140

Blasto
1201 g3 Blasto & stressed

100- =

Cyst/ml

WK1 WK2 WK3 WK4

Graphique représentant le nombre de kystes de Blastocystis retrouvés dans
les selles des souris chez les sujets positifs au protozoaire, chaque semaine
(« WK ») de I'étude (119)

Chez 'Homme, le protozoaire serait donc plus pathogéne dans des situations
exposant a un stress. (119)

En effet, dans ce type de situations, le systéme immunitaire serait affaibli,
notamment a cause du stress oxydatif, qui peut compromettre ce dernier. Ainsi,
I'équilibre entre Blastocystis et le systéeme immunitaire est perturbé, le rendant ainsi
pathogene.
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Il existe aussi une hypothese suggérant que les variations génétiques entre
différentes souches de Blastocystis pourraient résulter en des différences de
pathogénicité*, via la présence ou I'absence de facteurs de virulence.

La présence de cystéines protéases pourrait étre, par exemple, un facteur de
virulence* : ces dernieres sont essentielles a l'invasion et l'infection de I'héte (120).
Les protéases peuvent perturber la barriere épithéliale intestinale, et augmenter la
perméabilité de I'intestin (107).

Certaines souches possiblement « pathogénes » de Blastocystis seraient
capables de dégrader les mucines, tandis que des souches « non pathogénes » ou
commensales ne feraient que coloniser I'héte sans accéder a I'épithélium intestinal.
Ainsi, certaines souches seraient capables de traverser la barriere de mucines,
entrainant ainsi certains symptémes gastro-intestinaux (89).

D’autres études lient aussi certains sous-types de Blastocystis avec une
virulence* augmentée (7,121). Par exemple, le ST7 possederait des propriétés
pathogénes qui ne sont pas observées chez les autres STs. Il pourrait compromettre
la barriére épithéliale intestinale et 'endommager. Ce ST est plus souvent associé a
des symptdmes gastro-intestinaux. Ce dernier, via la production de de dérivés réactifs
de I'oxygéne ainsi qu’en induisant une réponse immunitaire de I'héte, diminuerait la
viabilité de Bifidobacterium longum (110,122).

Néanmoins, aucune association définie entre sous-type et virulence* n’a été
précisément établie a ce jour chez 'Homme. (7,121)

La variation dans I'expression des facteurs de virulence* pourrait se faire en
réponse a différentes conditions environnementales et non systématiquement. Cet
effet est par exemple retrouvé chez Entamoeba histolytica qui devient invasif suit &
des changements de son environnement. (120)

D’autres hypothéses expliqueraient son rble controversé par les différents sous-
types prédominants, ou bien par I'association du protozoaire avec certains virus ou
bactéries. (56)

Blastocystis pourrait étre aussi considéré comme un opportuniste. Des études
ont retrouvé des prévalences plus élevées du parasite chez des patients atteints du
VIH ou des patients immunodéprimés (84,123). Certains travaux ont montré une
corrélation entre la prévalence de Blastocystis et un taux de lymphocytes T CD4
inférieur a 200/mm?3 (84). Le taux de LT CD4+ est inversement corrélé au taux de
détection de Blastocystis, tandis que le la charge virale de VIH y est positivement
corrélée. (82)

Une étude menée chez des patients atteints de cancer colorectal a montré que
Blastocystis pourrait étre opportuniste chez ces patients sous chimiothérapie. En effet,
les manifestations symptomatiques du protozoaire les plus importantes sont
retrouvées plus fréquemment chez ce type de patient. (124)

Ainsi, I'effet pathogéne de Blastocystis serait peut-étre inhérent aux facteurs de
I'héte, plutdt qu’au sous type du protozoaire. (84) En effet, actuellement, il n’y a pas
de distinction acceptée scientifiguement entre des sous types pathogénes et non
pathogenes (88).
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Le temps de colonisation est aussi un facteur a prendre en compte : en effet,
l'effet bénéfique et protecteur de Blastocystis est surtout retrouvé pour des
colonisations a long terme, plutét que pour des colonisations a court terme. (125)

Enfin, beaucoup d’études sont menées sur des populations industrialisées, qui
ont des interactions particuliéres avec les microbes. En effet, ces populations sont bien
mMoins exposées aux microorganismes et ont une charge parasitaire nettement
moindre que les populations non industrialisées ou nos ancétres, qui ont co-évolué
avec ces parasites (dont Blastocystis). Elles ne sont donc pas représentatives des
interactions complexes hoéte-microorganismes résultant de millions d’années
d’évolution. (24)

Pour résumer, Blastocystis, bien que généralement bénéfique, pourrait étre
pathogene dans certaines conditions, qui sont dépendantes de I'héte, de sa santé, de
sa geénétique, de son systeme immunitaire et possiblement du sous-type de
Blastocystis et du temps de colonisation.

c) Une augmentation de la diversité du microbiote / Eubiose

Plusieurs études, comme celles vues précédemment, montrent que
Blastocystis est associé a une plus grande diversité du microbiote, qualitativement et
guantitativement parlant (23). En effet, les sujets colonisés par Blastocystis présentent
une plus grande diversité microbienne par rapport aux sujets qui ne sont pas colonisés.
(82)

Il existe un effet cumulatif des effets bénéfiques de Blastocystis. Plus le sujet
est colonisé par différents STs, plus la diversité microbienne est augmentée par
rapport a des sujets colonisés par seulement un ST (101).

Cette corrélation entre la diversité de Blastocystis (c’est-a-dire le nombre de
STs) et la richesse du microbiome pourrait étre expliquée par les expositions
individuelles aux microbes, dues aux conditions et habitudes d’hygiéne. Néanmoins
cela n’expliquerait pas I'uniformité augmentée des especes microbiales chez les sujets
colonisés par plusieurs STs (101).

Blastocystis a un effet positif sur la diversité a plusieurs niveaux : sur la diversité
alpha* et sur la diversité beta*. En présence du protozoaire, la diversité alpha* est
augmentée de maniere significative, et ce peu importe les indices utilisés. Cette
derniére est d’autant plus augmentée si plusieurs STs de Blastocystis sont présents.
(101)
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Boites a moustache de 4 différents indices de diversité alpha*, chez des sujets
positifs a Blastocystis et des sujets négatifs (101)
A : Test de diveristé phylogénétique de Faith ; B : Index de Shannon* ; C : Indice
d’équitabilité de Pielou ; D : ASVs observés.

ns= non significatif ; »* = significatif

Ici, la diversité béta* est également augmentée, quel que soit I'indice utilisé
(distance de Bray-Curtis ou distance Unifrac). (101)

Les personnes colonisées par Blastocystis sont associées a une condition
d’eubiose*. Elles présentent un rapport Faecalibacterium prausnitzii / Escherichia coli
augmenté, ce qui est un marqueur de microbiote sain. (73)

Cette eubiose* est aussi caractérisée par une plus grande proportion de
bactéries bénéfiques (Firmicutes et Bacteroides) par rapport aux bactéries
potentiellement pathogenes (Proteobacteria) (82).
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d) Un effet positif sur les comorbidités métaboliques

Blastocystis a des effets bénéfiques sur les facteurs métaboliques, notamment
chez les sujets atteints d’obésité morbide (100). En effet, I'obésité est trés souvent
associee a des symptdbmes abdominaux (incluant: douleurs abdominales,
ballonnements et flatulences), des comorbidités métaboliques, et a des déficits

nutritionnels.

Les sujets obeses colonisés par certains parasites unicellulaires (et notamment
Blastocystis), sont, de maniére significative, enclins & présenter moins de symptémes
intestinaux par rapport aux non colonisés, notamment en ce qui concerne les
ballonnements et les flatulences, ainsi que le nombre de selles quotidiennes (100).

Les sujets obéses colonisés par Blastocystis ont aussi tendance, de maniéere
significative, a moins souffrir de syndrome métabolique* (47.8% contre 64.7% chez les
non colonisés). On retrouve aussi chez ces sujets (100) :

e Une prévalence plus faible de diabéte de type 2 (T2D sur le graphique)
e Une prévalence plus faible de NASH (Non Alcoolic Steato Hepatitis)

|:| Non=colonized (n=51)

B 847 Bl Biostocystis sp. (n=46)

58.8

Prevalence [

10.9

HTA T2D M5 MASH

Comarhidities

Graphique représentant le taux de prévalence de certaines comorbidités, chez les
sujets obéses non colonisés par Blastocystis (en blanc) et les sujets colonisés (en
blanc). Tiré de I'article « Presence and significance of intestinal unicellular parasites
in a morbidly obese population », par J.Caudet et al., 2022. (100)

e) Effet sur I'obésité

Comme vu précédemment, il existe une corrélation négative entre Blastocystis
et I'IMC. Cette corrélation est surtout significative pour le sous-type ST4, mais cela
n’exclut pas les autres sous-types d’avoir les mémes propriétés. (56)
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De plus, il existe une corrélation positive entre le ST4 et :

- Akkermansia, bactéries abondantes chez les sujets sains, qui
permet la dégradation des mucines intestinales, et associées a
une perte de poids

- Methanobrevibacter, archées méthanogénes jouant un role
important dans la digestion des carbohydrates et possiblement
protectrices contre la prise de poids (56)

f) Absorption intestinale

Une étude de 2021 a permis d’étudier le métabolome* associé a Blastocystis
pour la premiere fois. Le métabolome* est 'ensemble des métabolites présents dans
un milieu, qui est ici le tractus intestinal. Bon nombre de métabolites présentent une
différence entre les patients colonisés par Blastocystis et les non colonisés (85).

Blastocystis, par le passé, a été associé a des soucis de malabsorption
intestinale (126). Néanmoins, lorsque l'on étudie les métabolites présents dans les
selles de patients positifs, on retrouve une diminution significative des métabolites
suivants : acides biliaires, acides aminés, sphingolipides, et d’acides gras a chaine
courte*. Ces métabolites, lorsqu’ils sont retrouvés en quantités augmentées dans les
selles, sont signe de malabsorption intestinale (ils sont excrétés dans les selles de
maniere augmentée car leur absorption est diminuée), car principalement apportés par
I'alimentation (85).

g) Production d’AGCC*

Parmi les AGCC*, on retrouve l'acide butyrique, le substrat préférentiel des
cellules intestinales, dans un contexte d’eubiose*. (85)

La présence de Blastocystis est associée a l'augmentation de certaines
bactéries productrices d’AGCC*, notamment le butyrate, qui joue un réle clé dans la
santé de l'individu (101).

Le butyrate est utilisé par les colonocytes dans la voie de la B-oxydation et
permet de produire de 'ATP*. Cette voie consomme de I'oxygéne, et donc réduit la
concentration d’oxygéne dans l'intestin. D’'un autre c6té, le butyrate est « détecté » par
un récepteur nucléaire (PPAKy), ce qui entraine une répression de I'oxyde nitrique
synthase (ou NO synthase). Tout ceci méne a une réduction de la prolifération des
bactéries et eucaryotes anaérobies facultatifs, en faveur des anaérobies stricts
(comme les Firmicutes et les Bacteroides, ainsi que Blastocystis). Ainsi, la présence
accrue de bactéries productrices d’AGCC* entretient la colonisation par Blastocystis
(27)
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Relations dynamiques entre la flore microbienne et les colonocytes (27)
Obligate anaerobes = Anaérobies obligatoires
Facultative anaerobes = Anaérobies facultatives

h) Effet anti-inflammatoire

Les métabolites associés positivement a une inflammation intestinale sont
diminués chez les patients colonisés par Blastocystis.

En effet, chez les patients colonisés, 8 acides aminés en particulier sont
retrouvés de maniere diminuée : Alanine, Glycine, Histidine, Isoleucine, Méthionine,
Thréonine, Tryptophane et Valine. L’augmentation de ces derniers est considérée
comme un marqueur de I'inflammation : On les retrouve augmentés dans les maladies
inflammatoires de lintestin, bien que le fait que cela soit d0 & une malabsorption liée
a linflammation ou bien a des pertes augmentées n'a pas été encore élucidé
(85,127,128).

En résumé, la diminution de certains acides aminés dans les selles indique un
rle protecteur ou bien anti-inflammatoire de Blastocystis.
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Intestin colonisé par
Blastocystis

La diminution de certains acides aminés indique la présence de Blastocystis
ainsi qu’un intestin sain non inflammatoire (85)

Blastocystis module le systéme immunitaire, via 'augmentation de la libération
d’IL-22, qui stimule la production de mucus et réduit les symptémes de colite (56)

De plus, chez les patients colonisés par Blastocystis, la calprotectine, marqueur
d’inflammation intestinale, est diminuée. (81,125)

Une colonisation a long terme de Blastocystis a un effet anti-inflammatoire sur
I'intestin. En effet, une étude de 2021 (125) a étudié, sur des modeles murins, I'effet
de la colonisation sur une inflammation du colon. Les rats étaient tout d’abord
colonisés par des Blastocystis ST3, provenant d’'un donneur humain asymptomatique.
Une fois la colonisation confirmée, une colite était induite (par insertion de d’aide
dinitrobenzene sulfonique par voie rectale) soit 3 semaines aprés (colonisation a court
terme), soit 13 semaines aprées (colonisation a long terme). (125)

La colonisation a court terme n’a pas eu d’effet sur la manifestation de la colite,
comparé aux rats non colonisés (les symptbmes étant des diarrhées, de
'hématochézie*, de I'apathie, un pelage terne et une perte de poids).

La colonisation a long terme, quant a elle, a modifié la manifestation de la colite :
les sujets avaient des manifestations plus importantes le 1¢" jour, mais dés le 2¢™¢ jour
les cytokines pro-inflammatoires ainsi que les symptémes étaient réduits de maniere
significative, traduisant un rétablissement plus rapide. (125)

i) ROle dans la physiopathologie des encéphalopathies hépatiques

Il existe une relation inverse entre Blastocystis et les stades avancés d’hépatite
encéphalopathique (HE). En effet, dans une étude de 2016 menée sur des patients
cirrhotiques a des stades plus ou moins avancés, il a été montré que I'absence de
Blastocystis était associée a la sévérité des HE, ainsi qu’'a une dysbiose*. (129)
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Le microbiote intestinal est un facteur important dans la physiopathologie de
I'HE : ce dernier produit des métabolites azotés via la dégradation de protéines, et ce
par les bactéries productrices d'urée. Le microbiote est une source majeure
d’ammoniac. Ces métabolites sont transportés par la veine porte jusque dans le foie
et entrent dans le cycle de l'urée. (129,130)

Cerveau

Barriere hémato-encéphalique

|

Circulation systémique

Shunts porto-systémiques

— Flux veineux portal

Ammoniac, Azote,
Glutamine, Sérotonine,
Méthionine, GABA

Physiopathologie de I'encéphalopathie hépatique lors d’une cirrhose. Garcovich et
al., 2012 (131)
GABA = Acide gamma amino butyrique

Lors d’'une HE, ou plus simplement d’'une cirrhose, la motilité du tractus digestif
est diminuée, la sécrétion d’acide gastrique est diminuée ainsi que les sécrétions
pancréatiques. Tout ceci entraine une modification du microbiote intestinal. Ainsi, 'HE
a aussi une influence sur le microbiote intestinal. (129)

En ce qui concerne la place de Blastocystis dans les HE, il s’avére que plus le
stade de cirrhose progresse, moins le protozoaire est détecté. Il est méme absent au
stade d’hépatite encéphalopathique. Ainsi, 'absence de Blastocystis est associée a la
sévérité de I'HE, ainsi qu'a une dysbiose*. Néanmoins, le réle exact du protozoaire
dans I'HE n’est pas élucidé a ce jour. (129)

j) Des « ingénieurs de I’écosystéme »

La colonisation par Blastocystis, comme le montre certaines études, est accompagnée
d’'un changement de la diversité microbienne ainsi que de sa composition. (81)
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Ce protozoaire joue un rdle de prédateur vis-a-vis de certaines bactéries. En effet,
la forme amiboide de Blastocystis est capable de phagocytose : il a été suggéré que
cela servirait ses besoins nutritionnels pour son enkystement. Cette prédation entraine
une « pression » écologique sur les taxa les plus abondants, donnant aux autres taxa
minoritaires un meilleur accés aux nutriments et a plus d’espace pour se développer.
(24,25)

Absence de | mi Présence de oo
| . Richesse | ] Richesse
Blastocystis sp. | Uniformité Blastocystis sp.  Uniformité

Schéma du rble de Blastocystis spp sur la diversité microbienne (25)

= Modification du ratio Firmicutes / Bacteroidetes par Blastocystis :

Ce rble de prédateur cible notamment les Firmicutes, modifiant ainsi le ratio
Firmicutes/Bacteroidetes, ratio prédominant du microbiote intestinal, qui diminue (56)

La modification de ce ratio est un indicateur de changements dans le microbiote
intestinal. Des études ont montré que le microbiote d’animaux et d’humains obéses
présentaient un ratio F/B plus important (donc une prédominance des Firmicutes et
une diminution des Bacteroidetes), comparé a des personnes de corpulence normale.
(132)

En effet, cela peut étre expliqué par le fait que les Firmicutes extraient mieux
certains nutriments a partir de la nourriture par rapport aux Bacteroidetes, entrainant
par conséquent une plus grosse absorption des calories et donc une prise de poids.
(132)

Les Bacteroidetes produisent principalement de l'acétate et du propionate,
tandis que les Firmicutes produisent principalement du butyrate, ayant des propriétés
anti-inflammatoires et permettant une augmentation des leptines (hormone de la
satiéteé). Ceci est donc contradictoire avec I'affirmation qu’une diminution du ratio F/B
est retrouvée principalement chez les sujets sains et les sujets colonisés par
Blastocystis. (56)
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Néanmoins, il faut noter que ce ratio présente une limite importante : c’est un
ratio au niveau des phyla, ce qui fait qu’il ne prend pas en compte les changements
de composition du microbiote au niveau des familles, des genres et des especes. (132)

Ainsi, cette limite peut expliquer la contradiction précédente. Il est possible
gu’au sein des Firmicutes, chez les sujets obeses, les bactéries les plus productrices
de butyrate soient remplacées par d’autres bactéries du méme phylum, mais qui
produisent moins voire peu de butyrate.

Par exemple, d’'un cété, une augmentation des Staphylococcus spp. et des
Lactobacillus reuteri (faisant tous les deux partis des Firmicutes) a été retrouvée chez
les sujets atteints d’obésité. Ces bactéries sont positivement corrélées a une
augmentation de I'absorption d’énergie ainsi qu’a une augmentation de l'inflammation
(augmentation de la CRP plasmatique). De l'autre cété, les Faecalibacterium
prausnitzii (faisant aussi partie des Firmicutes), bactéries productrices de butyrate,
sont diminuées chez ces mémes sujets. Ainsi, au sein du méme phylum, on a une
diminution du ratio bactéries productrices de butyrate / bactéries non productrices de
butyrate. (56,132)

k) Potentiel thérapeutique

Ces découvertes récentes impliquent un potentiel réle clinique dans le futur.
Aujourd’hui, les consensus cliniques recommandent I'exclusion de donneurs positifs a
Blastocystis lors des transplantations fécales. Néanmoins, certaines études montrent
gue certains sous-types, comme le sous-type 4, sont associés a un microbiote sain,
ainsi des enquétes approfondies seraient nécessaire afin de résoudre la question de
la pathogénicité* de Blastocystis. (23)

9) Un autre protozoaire qui serait bénéfique au microbiote
intestinal : Entamoeba spp.

Blastocystis spp., bien qu’étant le principal protozoaire intestinal étudié dans le
cadre d’'un bénéfice apporté au microbiote, n’est pas le seul. Un autre protozoaire
intestinal aurait des propriétés similaires, bien que moins étudié : il s’agit des formes
non pathogenes d’Entamoeba spp. : E. coli ; E.dispar ; E. hartmanni (excluant donc
Entamoeba histolytica qui est pathogene). E. coli et E. hartmani sont les espéeces
d’Entamoeba les plus présentes. (101)

Ces protozoaires se transmettent aussi par voie féco-orale. Comme évoqué

précédemment, il existe plusieurs espéces d’Entamoeba. E. coli; E. dispar et E.
hartmanni.
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E. coli/E. dispar/E. hartmanni
8%

E. dispar/E. coli
5%

E. dispar/E. hartmanni
6%

Répatrtition des différentes espéces d’Entamoeba spp. chez des sujets
Camerounais (101)

Il est possible de retrouver chez un méme héte plusieurs especes d’Entamoeba.
Dans une étude de 2020 sur des sujets Camerounais, 59.7% étaient positifs a
Entamoeba. Parmi eux, 38% étaient colonisés par au moins deux especes. Comme
pour Blastocystis, la prévalence d’Entamoeba est augmentée dans les zones rurales.
(101)

Ce dernier a été associé a une augmentation de la diversité ainsi que des
changements de composition du microbiote intestinal, chez des sujets sains du
Cameroun vivant dans des zones rurales. (101) Il a aussi été associé a une diminution
de I'abondance relative de bactéries associées a des maladies inflammatoires ou auto-
immunes, ainsi qu’un ratio Faecalibacterium prausnitzii / Escherichia coli augmenté,
ce qui est fréequemment associé a I'eubiose* (73,133).

Il existe un effet cumulatif des influences de Blastocystis et de Entamoeba sur
le microbiome intestinal. En effet, il est possible de retrouver les deux protozoaires
chez un méme hote. Dans une étude menée en 2020 dans une population rurale du
Cameroun, 53.7% des sujets étaient positifs aux deux. (101)

La colonisation par I'un des protozoaires augmente les chances d’étre colonisé
par l'autre. De plus, certaines espéces d’Entamoeba sont plus fréquemment associées
a certains STs de Blastocystis comme le montre la figure suivante. (101)

Srz
- negative
& random
- % S
00, positive

Sry
Srz

Tableau des associations entre différentes especes d’Entamoeba et STs de
Blastocystis (101)
On observe que :
- ST1 est positivement associé a E.dispar et E.coli
- ST2 et ST3 sont positivement associés a E. hartmanni
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Comme Blastocystis, la présence d’Entamoeba entraine une augmentation de la
diversité alpha* du microbiote (mais toutefois de maniére moins prononceée).
Néanmoins, il n’existe pas d’interaction entre les protozoaires en ce qui concerne cet
indice de diversité : une colonisation par les protozoaires affecte le microbiote de
maniere cumulative, indépendamment entre les Blastocystis et Entamoeba. (101)

E - * F ns

& S

4t
negative (n=43) positive [n=71]

lath_gd

Sannon
= o
i i i

negative [n=43) positive (n=71)

— .1

201 - -
negative [n=43) positive (n=71) negative [n=43) positive (n=71}

Boites a moustache de 4 différents indices de diversité alpha*, chez des sujets
positifs a Entamoeba et des sujets négatifs (101)
A : Test de diveristé phylogénétique de Faith ; B : Index de Shannon* ; C : Indice
d’équitabilité de Pielou ; D : ASVs observés.
ns= non significatif ; »* = significatif

En ce qui concerne la diversité béta*, elle aussi est augmentée lors de la
colonisation par Entamoeba (mais cela n’est seulement mis en évidence que lorsque
I'on utilise la distance de Bray-Curtis) (101).

Les personnes colonisées par Entamoeba spp. semblent donc posséder un
microbiote eubiotique. Comme les personnes colonisées par Blastocystis, elles
présentent un rapport Faecalibacterium prausnitzii / Escherichia coli augmenté, ce qui
est un marqueur de microbiote sain. (73)

Pour résumer, Entamoeba a aussi des effets sur le microbiote intestinal, bien que
ces effets soient différents et moins prononcés que pour Blastocystis. De plus, la
présence d’Entamoeba n’est associée qu’avec le changement significatif d’'une seule
bactérie : une diminution de Bacteroides. Ce protozoaire interagirait avec le microbiote
via des mécanismes différents de Blastocystis. (101)
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V- Conclusion

Nous avons pu voir que Blastocystis est rarement associé a des symptébmes
chez les sujets colonisés. De plus, il est associé a une plus grande abondance de
bactéries bénéfiques, ainsi qu’a une plus grande diversité du microbiome, ce qui est
un marqueur d’un intestin sain et a une absence d’inflammation intestinale. (67)

Ainsi, il semblerait que Blastocystis n’est pas délétere pour son héte ainsi que
son microbiote. || semble méme étre bénéfique, contrairement a I'idée générale sur les
protozoaires intestinaux.

Certains auteurs hypothétisent méme que ce protozoaire pourrait étre un
marqueur d’un microbiote intestinal sain. (82)

Le mécanisme d’interaction de Blastocystis sur le microbiote n’a pas encore été
clairement élucidé. Il serait intéressant de mener des études expérimentales, sur des
modeles in vitro par exemple, afin de découvrir le mécanisme exact. Des études
longitudinales pourraient aussi étre menées, par exemple en étudiant le microbiome
d’'individus avant et aprés une colonisation par Blastocystis.

Blastocystis semblant donc étre bénéfique a la flore intestinale, les porteurs
asymptomatiques du protozoaire ne devraient pas étre traités contre ce dernier, bien
gue la pratique de la médecine actuelle semble vouloir traiter et éliminer tout protiste
intestinal dés qu'il est détecté.

Cette éradication systématique a probablement une influence néfaste sur la
santé des hotes. (28)

Il serait intéressant d’explorer la piste des transplantations fécales. Ces
derniéres sont notamment utilisées dans le traitement des infections a Clostridioides
difficile afin de rétablir un microbiote sain (27). Néanmoins, le portage de Blastocystis
par les donneurs est actuellement un critére d’exclusion. |l serait peut-étre intéressant
de garder ce protozoaire lors des transplantations fécales, lorsque le porteur est
asymptomatique. Ceci pourrait peut-étre améliorer les résultats obtenus. Peut-étre
méme serait-il possible d’inclure les transplantations (incluant Blastocystis) dans le
traitement de certaines maladies comme le diabete de type 2, d’autres maladies
métaboliques, dans certaines maladies auto-immunes... (27). On pourrait méme peut-
étre imaginer utiliser Blastocystis comme « probiotique* » afin d’augmenter la diversité
du microbiote et de restaurer I'équilibre de ce dernier, protégeant ainsi I'intestin contre
des maladies inflammatoires. (72)

Une question reste cependant a étudier : est-ce que 'augmentation de la
diversité microbienne est la cause ou la conséquence de la colonisation par
Blastocystis ? Il serait intéressant de mener une étude longitudinale afin d’élucider
cette question, en analysant par métagénomique le microbiote intestinal d’humains
non colonisés par Blastocystis, puis apres colonisation par ce dernier (colonisation a
court et a long terme). Néanmoins, une telle étude risquerait de poser des soucis
d’éthique en inoculant un protozoaire a des individus sains, les modeles animaux
fiables et reproductibles n’étant pas disponibles.
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Lexique :

Acides gras a chaine courte (AGCC) : Produits finaux issus de la fermentation
bactérienne, pouvant réguler le systéme immunitaire systémiques par I'induction de
lymphocytes T régulateurs (ou lymphocytes T reg) (80)

Alimentation croisée : Relation dans laquelle un organisme consomme les
métabolites produits par un autre organisme. (80)

Ang4 : Angiogénine 4, protéine produite par les cellules de Paneth des souris, et ayant
une activité bactéricide. (134)

Apoptose : Mort cellulaire programmée, processus cellulaire par lequel ces dernieres
s’autodétruisent, et ceci en réponse a un signal (135)

ARNr_16S : ARN ribosomique, qui constitue la petite sous unité du ribosome des
procaryotes. En effet, le ribosome est constitué d’'une grande sous unité et d’'une petite.
Ce dernier est un complexe d’ARN qui permet de synthétiser les protéines dans les
cellules.

ATP : Adénosine Tri-Phosphate, nucléotide permettant la production d’énergie des
cellules.

Autoantigene : Antigéne du « soi », constituant 'organisme lui-méme, et pouvant étre
cible d’une réponse immunitaire (donc auto-immune).

Axénigue : Dépourvu de germes, pathogenes ou non

Chimiotaxie : Mouvement d’'une cellule ou d’un organisme, en réponse a un stimulus
chimique (136).

Cross-feeding : Processus par lequel un organisme se nourrit des produits du
meétabolisme d’'un autre organisme.

Cryptes : Une crypte intestinale est une invagination de I'épithélium intestinal, ou
s’opére le renouvellement de I'épithélium intestinal. (137)
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Schéma de I'épithélium intestinal, tiré de I'Institut de Recherche en Santé Digestive
(138)
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DAPI : 4’,6-diamidino-2-phénylindole. Colorant de 'ADN de couleur bleu, utilisé dans
la microscopie a fluorescence (méthode FISH*). Il se lie fortement aux bases adénine
et thymine de 'ADN. (139)

De novo : Une synthese de novo est une synthése d’'une molécule réalisée par
'assemblage de ses composants séparés (par exemple 'assemblage des acides
aminés lors de la synthése d’une protéine), et non a partir d’'une autre molécule déja
pré-existante.

Diversité alpha : Intra-échantillon. La diversité alpha est une mesure du nombre
d’espéces présentes dans un habitat uniforme de taille fixe a un temps donné. Les
indices d’alpha-diversité (Shannon*, Simpson) sont intrinseques a chaque échantillon.
Plus les indices augmentent, plus la diversité est forte. (140)

Diversité béta : Inter-échantillon. La diversité béta est le taux de remplacement des
espéces dans un gradient spatial environnemental au sein d’'une zone géographique
donnée. Plus simplement, c’est la comparaison d’échantillons entre eux. L'indice de
dissimilarité de Bray-Curtis est un indice de beta diversité. (140)

= Par exemple, une diversité alpha élevée et une diversité béta faible signifie que
I'écosystéme est riche (beaucoup d’espéces différentes), mais qu’il est stable
entre les individus.

Dysbiose : Modification et déséquilibre dans la composition du microbiote intestinal.
(132)

Eubiose : En opposition a la dysbiose*, état d’équilibre de la flore intestinale,
microbiote « sain ».

FISH : Hybridation in situ fluorescence, ou hybridation fluorescente in situ. C’est une
technique de cytogénétique, permettant de visualiser en microscopie en fluorescence,
du matériel génétigue spécifique. Cette méthode utilise des « sondes » fluorescentes
qui vont se lier sur les zones chromosomiques d’intérét (par complémentarité de
séquences) afin de les détecter. (141)

Hématochézie : Extériorisation de sang rouge (non digéré) par I'anus. (142)

Index de diversité de Shannon : Indice qui permet de mesurer la diversité spécifique
d’un milieu, le nombre d’espéces ainsi que leur équitabilité

Immunoglobulines A : Anticorps retrouvés majoritairement dans les sécrétions des
mugqueuses. Elles sont dimériques et sont composées de deux molécules
d'immunoglobulines liées par leur partie constante de la chaine H.

Inflammasome : Complexe protéique détectant les pathogénes et les signaux de
dangers endogénes, induisant une inflammation via la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. (80)

Interleukines : Abrégé en «IL », ce sont des cytokines (médiateurs chimiques)
produites par les cellules immunitaires. Elles peuvent étre pro-inflammatoires ou bien
anti-inflammatoires afin de réguler le systeme immunitaire.

Jonctions serrées : Jonction entre deux cellules permettant une étanchéité totale.
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LT helper : Lymphocyte T helper, ou bien auxiliaire qui activent d’autres types de
cellules. Ces lymphocytes n’agissent pas directement sur I'antigéne.

LT reqg : Lymphocyte T régulateur, lymphocyte inhibant les autres lymphocytes T (LT
effecteurs), ils participent ainsi a la tolérance immunitaire*.

Metabarcoding : Utilisation du séquencage du métagénome afin d’identifier les
especes présentes dans un échantillon donné, via la détection de marqueurs
génétiques (appelés aussi « barcodes » ou « codes-barres ADN »). Ces « codes-
barres » sont des séquences variables entre espéces mais conservées au sein d’'une
méme espeéce. (143)

Métabolome : Ensemble des métabolites retrouvés dans une cellule ou un tissu
donné.

Microscopie :

e Optique : C’est le type de microscopie le plus « classique » et connu. Un
faisceau lumineux traverse I'échantillon a observer, ainsi qu’une lentille
permettant d’agrandir 'image de I'objet a observer.

e En contraste de phase : Permet d’'observer des objets transparents, sans
coloration. C’est une microscopie optique*. L’'onde lumineuse, en traversant
I'objet observé, subit des changements de phase (elle est [égerement
ralentie), ce qui est traduit en contraste observable. (144)

e Electronigue en transmission : Technique de microscopie ou un faisceau
d’électrons traverse I'’échantillon. Les électrons sont soit transmis, soit
diffusés, soit absorbés. Les électrons transmis sont analysés puis traduits en
une image (145)

OTU : Unité taxonomique opérationnelle, cela définit le regroupement d’individus
phylogénétiquement proches

Pathobionte : Symbionte normalement inoffensif pour 'h6te, mais qui sous certaines
conditions a le potentiel de causer une inflammation menant a la pathologie (80)

Pathogénicité : Trait qualitatif faisant référence a la capacité d’'un microorganisme a
étre délétére pour I'hote et causer une pathologie (80)

PCR en _temps réel : Réaction en chaine par polymérase en temps réel, permet de
suivre le progres de la PCR tout au long de sa réaction et non seulement qu’a la fin.
(146)

Phénotype: Le phénotype est I'ensemble des caractéres observables d’un
organisme, en opposition au génotype qui est le patrimoine génétique d’un
organisme. Le phénotype résulte de I'expression du génotype.

Probiotigue et prébiotigue : Les probiotiques sont des souches microbiennes
(bactéries ou levures) vivantes, ayant un effet bénéfique sur le microbiote en
I'enrichissant, alors que les prébiotiques sont des nutriments permettant la croissance
des bactéries du microbiote.

115



PRR : Pattern Recognition receptor, ou bien Récepteurs de Reconnaissance de motifs
moléculaires. Récepteurs du systeme immunitaire inné reconnaissant les PAMPs (ou
Pathogen Associated Molecular Pattern) présents sur les micro-organismes, et dont
I'activation entraine I'activation de I'immunité innée (41)

Regllly : Protéine antimicrobienne sécrétée par les cellules de Paneth, petite
bactéricide ciblant les bactéries Gram positives. (147)

Syndrome du cbélon irritable : Appelé aussi syndrome de l'intestin irritable, c’est une
affection bénigne évoluant par poussées. Il se traduit par des douleurs abdominales,
des diarrhées et/ou de la constipation, ainsi que des ballonnements. L’étiologie de ce
syndrome n’est pas connue. (148)

Syndrome métaboligue : Le syndrome métabolique est une association de plusieurs
troubles métaboliques chez une méme personne : obésiteé, hypertriglycéridémie,
baisse du HDL cholestérol, hypertension artérielle, intolérance au glucose. (149)

Th1l/Th2/Thl7 (Réponse immunitaire) : Les réponses immunitaires ont différentes
caractéristiques, en fonction des interleukines dont elles entrainent la production par
les lymphocytes. Par exemple, la réponse Thl est une réponse intervenant dans les
réactions de type cellulaire, tandis que la Th2 intervient dans les réponses de type
humorale (150).

TLR =Toll-Like Receptors : Récepteurs cellulaires de 'immunité innée, ils font partie
de la famille des PRR.

Tolérance immunitaire : La tolérance immunitaire est la capacité du systeme
immunitaire a « accepter » certains antigenes, sans que leur reconnaissance mene a
une réaction immunitaire. (151)

Turnover cellulaire : Renouvellement cellulaire

Virulence : Trait quantitatif faisait référence au degré de pathologie causé par un
microorganisme. (80)
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