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Introduction

Le microbiote intestinal, connus autrefois sous le nom de flore intestinale, est considéré
comme un organe a part entiére et joue un réle crucial dans le maintien de notre santé.
Regroupant prés de 10'* microorganismes (Srikanth et Mc Cormick, 2008), ce dernier
présente une composition unique a chaque individu a cause des différents facteurs qui
I’influencent a savoir : I’alimentation, le mode d’accouchement, 1’environnement, 1’hygi¢ne
de vie, le stress, la prise d’ATB ... etc (Rothschild et al., 2018 ; Dolié, 2018). L’altération de
ce microbiote conduit le plus souvent a la surgi de plusieurs maladies, Parmi lesquelles on

note les infections a Clostridium difficile.

Clostridium difficile est un bacille & Gram positif anaérobie sporulé qu’on retrouve dans
le sol, I’eau ainsi que dans I’intestin de ’homme et de nombreuses especes animales. C’est
une bactérie qui est responsable de diarrhées nosocomiales bactériennes. Prés de 15 & 25% des
diarrhées post-antibiotiques et plus de 95% des cas de colites pseudomembraneuses (CPM)

sont dues a ces souches toxinogenes (Bloomfield et Riley, 2016 ; Barbut et Petit, 2001).

L’incidence et la gravité des infections a Clostridium difficile ont nettement augmenté
ces derniéres années. Un traitement d’un premier épisode par la vancomycine, le
métronidazole ou la fidaxomicine est prescrit mais la réapparition de cette infection apres
I’arrét de ce traitement ne peut étre évitée dans certains cas. Ces récidives d’infection a C.
difficile sont dues soit a une persistance de spores soit a une réinfection. Des hospitalisations

répétées vont constituer alors un probleme économique et sanitaire majeur (McFarland, 2011).

Avec I’évolution de la recherche, il serait peut-étre possible de résoudre ce probleme par
I’application d’une technique récente qui consiste a introduire une nouvelle flore au patient

ayant un microbiote altéré sans avoir recours a 1’utilisation d’antibiotiques.

Dans ce contexte, notre travail théorique a pour objectif principal de mettre en exergue
une nouvelle thérapie peu connue « la transplantation de microbiote fécal », qui vise a traiter
les infections a Clostridium difficile récidivantes et semble étre une solution prometteuse pour

soigner des maladies jusqu’a lors non traitées.
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Chapitre 1 : Le microbiote intestinal

1. Définition

Le microbiote intestinal, que 1’on 1’appelait auparavant flore intestinale, est le
microbiote le plus important du corps humain, c’est un ensemble complexe de micro-
organismes, vivant a I’intérieur du tractus digestif et plus précisément au niveau de 1’intestin.
Cette communauté microbienne, non pathogéne pour 1’homme, recouvre la surface de la
muqueuse intestinale. Elle est composée de levures, de champignons, de virus, d’archées, de
parasites et surtout de bactéries présentant une densité pouvant atteindre jusqu’a 10 cellules
bactériennes, soit plus de dix fois le nombre de cellules humaine (Burcelin et al., 2016). Le
nombre de bactéries présentes est croissant depuis 1’estomac jusqu’au niveau du cdlon (gros

intestin) ou le microbiote est plus dense (Bourlioux, 2014).

Le corps humain est constitué de plusieurs microbiotes situés a différents niveaux
buccal, cutané, pulmonaire ou encore vaginal, mais le microbiote intestinal constitue la
principale et la plus diversifiée unité écologique parmi ces différents microbiotes. En effet,
plus de 90% des bactéries de 1’organisme y est retrouvée avec une variété de 800 a 1000

espéces différentes chez un adulte (Cassard et Thomas, 2019).

Il pése pres de 2 kilogrammes et le nombre de génes microbiens peut atteindre jusqu'a
3,3 million de genes, soit 150 fois le nombre de genes présent dans le génome humain. Cette
grande population microbienne vit en symbiose avec son hote et se nourrit de substrats
animaux et végétaux issus de notre alimentation, ainsi que de substrats endogenes propres a

I’h6te comme les mucines (El Kaoutari et al., 2014).

2. Composition du microbiote intestinal

La communauté bactérienne retrouvée dans le tractus intestinal est tres importante en
nombre et en diversité. La caractérisation traditionnelle, basée sur la réalisation des cultures
ne peut prendre en compte qu’environ 20 % a 30 % au maximum des microorganismes
pouvant étre observés et énumérés au microscope (Doré et Corthier, 2010). Le reste des
microorganismes n’est pas cultivable, vivant dans la plupart des cas en absence d’oxygene,
dans un environnement dont les propriétés physicochimiques sont souvent difficiles a

caractériser et a reproduire (Landman et Quévrain, 2016).




Chapitre 1 : Le microbiote intestinal

Les méthodes d’étude moléculaires, notamment celles basées sur I’ADN ribosomique
16S comme marqueur phylogénétique, 1’hybridation in situ couplée a la cytométrie, la PCR
(Polymerase Chain Reaction) quantitative, permettent aujourd’hui une analyse a haut débit de

la composition du microbiote intestinal (Doré et Rigottier-Gois, 2004).

Le microbiote intestinal normal de I'adulte sain est divisé en microbiote dominant (ou il
y a un nombre plus important de bactéries anaérobies strictes), sous-dominant, et en

microbiote de passage d'origine exogene.
2.1. Microbiote dominant

Il se trouve principalement au niveau du colon ou le taux de colonisation de chacun des
groupes bactériens qui le composent atteint 10° a 10! UFC /g, il est composé essentiellement
de bactéries anaérobies strictes, parmi lesquelles des bacilles a Gram négatif du genre
Bacteroides en nombre important, des bacilles a Gram positif des genres Eubacterium,
Bifidobacterium, Clostridium, ainsi que des cocci a Gram positif comme des

Peptostreptococcus, Ruminococcus (Collignon et Butel, 2004).

Les bactéries dominantes de ce microbiote intestinal peuvent étre réparties en trois

grandes groupes dites groupes phylogénétiques ou phylums (Doré et Corthier, 2010) :

+ Phylum des Firmicutes : Toujours fortement représenté, il comprend:

e Le groupe dit «Eubacterium rectale-Clostridium coccoides» le plus souvent représenté
(14% a 31% des bactéries totales en moyenne). Ce groupe est composé d’especes
bactériennes appartenant aux genres Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus,
Butyrivibrio.

e Le groupe « Clostridium leptum », avec notamment les espéces Faecalibacterium
prausnitzii, Ruminococcus albus et Ruminococcus flavefaciens, groupe qui est aussi
tres souvent dominant (16 a 22 % en moyenne).

+ Phylum des Bacteroidetes :

e Les genres les plus représentés sont Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas.

e |lIs sont toujours présents et représentent 9% a 42% des bactéries totales en moyenne.
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4+ Phylum des Actinobacteria : Moins systématiquement détecté comme dominant, mais
il représente un petit pourcentage de bactéries totales. On y trouve :

e Le genre Bifidobacterium (0,7% a 10%) et les bactéries du groupe Collinsella
Atopobium (0,3% a 3,7% en moyenne).

2.2. Microbiote sous-dominant

Ce microbiote est moins dominant. Il se localise au niveau du colon a des taux de 10° a
108 UFC/g et il est composé de bactéries aérobies-anaérobies facultatives. Ces bactéries
appartiennent a différentes especes de la famille des Enterobacteriaceae (surtout Escherichia

coli) et aux genres Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus.

La multiplication exagérée et non contr6lée des bactéries de ce microbiote, appelée

pullulation bactérienne, peut étre a 1’origine d’effets pathogénes (Collignon et Butel, 2004).
2.3. Microbiote de passage

En faible concentration inférieurs a 10* -10° UFC/g, il est variable et transitoire
composé de tous ce qui peut étre ingerés (bactéries, virus, levures). 1l est représenté par des
entérobactéries du genre Citrobacter, Klebsiella, Proteus ou Enterobacter mais aussi par des

Pseudomonas, des staphylocoques et des levures essentiellement du genre Candida.

Généralement le microbiote de passage ne s’implante pas dans le tube digestif, mais, en
cas de rupture de I'équilibre biologique entre les germes et I'néte, et tout particulierement
lorsque les défenses de I'organisme sont diminuées, ces bactéries sont susceptibles de devenir

pathogene (Collignon et Butel, 2004).

3. Répartition du microbiote digestif

La répartition du microbiote digestif varie selon les segments du tube digestif avec un
gradient croissant dans le sens oral-anal (figure 1). Elle dépend de la teneur du milieu en
oxygéne, du pH, des sécrétions du tube digestif haut, des nutriments disponibles et de la

vitesse du transit (Bourlioux, 1998).
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3.1. Au niveau de la cavité buccale

La cavité buccale fournit un environnement favorable a la croissance et au
développement des bactéries (disponibilit¢é de nutriments divers, abondance de 1’eau,
température et pH adéquats). Cependant, le flux continu de la salive constitue un facteur
antagoniste, en chassant en permanence les bactéries vers I'estomac ou elles sont détruites par

I'acidité gastrique (Bousseboua, 2005).

Les premiers micro-organismes a coloniser la cavité buccale sont des aérobies et des
anaérobies strictes, telles que les genres Actinomyces, Streptococcus, Neisseria, Veillonella,

Lactobacillus et également quelques levures (Prescott et al., 2003).
3.2. Au niveau de l'estomac

L'estomac est envahi en permanence par des bactéries apportées par la salive et le
mucus dégluti ou par les aliments ingérées (Perry et al., 2004), en raison de I’acidité forte
(jusqu’a pH 2), du liquide gastrique et de I’activit¢é motrice importante, la plupart des
microorganismes sont tués, de ce fait I'estomac héberge sélectivement les microorganismes

acidotolérants comme les Lactobacilles et les Streptocoques (Rolland, 2017).

Dans certaines circonstances, 1’estomac humain peut-étre colonisé par Helicobacter

pylori responsable d’ulcére gastrique (Perry et al., 2004).
3.3. Au niveau de I’intestin gréle

Apres le passage de I'estomac a pH acide, le pH du milieu redevient neutre, 1’oxygéne
se raréfie et le nombre de bactéries va augmenter progressivement du duodénum a 1’iléon
(Collignon et Butel, 2004).

> Le duodénum a un microbiote relativement pauvre en raison de I'influence combinée
des sucs acides de l'estomac, de I'action inhibitrice de la bile et des sécrétions
pancréatiques. Les coques et les bacilles Gram positifs constituent la majeure partie de
ce microbiote (Prescott et al., 2003).

» Le microbiote du jéjunum est composé d’espéces anaérobie facultatives: des
Streptococcus, accompagnés de quelques bactéries anaérobies strictes des genres

Bacteroides et Bifidobacterium (Bousseboua, 2005).
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> La nature du microbiote de I'iléum est trés proche de celle du gros intestin avec une
prédominance d’espéces du genre Bacteroides et un nombre plus restreint de bactéries
anaérobies facultatives, comme E.coli dont le rdle est d'éliminer I'oxygéne (Perry et
al., 2004).

3.4. Au niveau du gros intestin (c6lon)

Le cblon présente un milieu anaérobie tres riche en eau et en nutriments, avec des
conditions physico-chimiques stables: température de 37°C, pH neutre et tamponné, potentiel
d’oxydo-réduction trés bas. Ces conditions entrainent une bonne prolifération de bactéries et
d'autres microorganismes spécifiques (Bousseboua, 2005).

Le microbiote colique est le plus abondant, représenté par 99% des bactéries de notre
organisme. Il est composé de bactéries Gram négatives, dont diverses espéces des genres
Bacteroides et Fusobacterium, des bactéries Gram positives des genres Bifidobacterium,
Eubacterium, Lactobacillus et Clostrdium, les espéces d’Escherichia coli, Proteus, Klebsiella
et Enterobacter représentent moins de 1 % de ce microbiote (Perry et al., 2004), en plus d'un
grand nombre de bactéries le c6lon peut étre contenir la levure Candida albicans. Certains
protozoaires, comme Trichomonas hominis, Entamoeba hartmanni, Endolimax nana et

lodamoeba butschlii sont des commensaux inoffensifs communs (Prescott et al., 2003).




Chapitre 1 : Le microbiote intestinal

Oesophage Estomac
péristaltisme acidité (HCI), mucus,
enzymes gastriques
2 )
102-10% bactéries/g 104 bactéries/g
Streptococcus, ; ;
Veillonella, Prevotella H;.’:gz:z‘;‘mpgz Ioin,
Streptococcus,
Veillonella, Prevotella,
Rothia
Duodénum
péristaltisme, mucus,
sucs pancréatiques, sels
biliaires T éju nam
10* bactéries/g Z .
péristaltisme, mucus,
Streptococcus, sucs pancréatiques, bile,
Clostridium, Prevotelia, faible oxygénation
Hacternides 105107 bactéries/g
Streptococcus,
Clostridium, Prevotella,
Bacteroides
Cdlon
stase, mucus,
anaérobiose, Iléon
métabolites bactériens

{acides gras volatiles ...)
10' 3 10'? bactéries/g

péristaltisme, mucus,
bile, anaérobiose

8 -
Bacteroides. 107 bactéries/g
Ruminococcus, Bacteroides,
Clostridium, Ruminococcus,
Eubacterium, Clostridium,
Faecalibacterium Eubacterium,
prausnitzii, Bifidobacterium,
Bifidobacterium, Lactobacillus,
Lactobacillus, Entérobactéries
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Figure 1: Le microbiote du tractus digestif (Coudeyras et Forestier, 2010).

4. Mise en place du microbiote intestinal

Durant la grossesse, le tube digestif du feetus est totalement stérile, il est exempt de
toute bactérie. L'établissement du microbiote intestinal débute dés la naissance, par la
colonisation du tractus gastro-intestinal au contact des bactéries vaginales, fécales et cutanées

de la mére et par les bactéries présentent dans 1’environnement (Frayssinhes, 2017).

Dans les 24 a 48 heures aprés la naissance, les premieres bactéries a coloniser le tractus
digestif sont des aérobies-anaérobies facultatives: les entérobactéries telles qu’Escherichia

coli, les entérocoques ou encore les staphylocoques. Elles consomment 1’oxygeéne présent
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dans la lumiére intestinale de I’enfant, permettant La colonisation de bactéries anaérobies
strictes (Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium) ainsi que des lactobacilles et des

microaérophiles (Campeotto et al., 2007).

Par la suite, la composition du microbiote intestinal du nouveau-né continue a se
développer progressivement par I'acquisition des nouvelles bactéries provenant de
I'environnement, de la nourriture et des bactéries cutanées des adultes. Ce n’est que vers 1’age
de 2 a 4 ans, que le microbiote intestinal se stabilise, se complexifie, et se rapproche de celui
de I'adulte (Campeotto et al., 2007).

5. Facteurs influengant la mise en place du microbiote intestinal

5.1. Facteurs génétiques
Les jumeaux monozygotes qui vivent dans le méme environnement, presenteraient un
microbiote similaire alors que les personnes les moins proches génétiquement (fréres et

sceurs), qui partagent le méme environnement, présenteraient un microbiote différent

(Coudeyras et Forestier, 2010).
5.2. Mode d’accouchement

Le microbiote des nouveau-nés nés par césarienne est différent de celui des nouveau-nés

nés par voie basse (Tableau 1) (Rutayisire et al., 2016).
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Tableau 1: Les différences entre le microbiote des nouveau-nés nés par voie basse et celui des

nouveau-nes, neés par césarienne (Rutayisire et al., 2016).

Nouveau-nés nés par voie basse

Nouveau-nés nés par césarienne

-Présentent un  microbiote  proche
microbiote fécal et vaginal de leurs meres
-Présentent un  pourcentage élevé

Lactobacillus et de Prevotella.

du

en

-Seront en contact avec les bactéries de
I’environnement hospitalier et le microbiote
cutane de leurs meres

-Présentent un faible pourcentage en
Bifidobactéries et Bacteroides fragilis et ils

sont d’avantage colonisé par les C.difficile

Pour les enfants nés par césarienne, la flore anaérobie stricte s’implantera plus

tardivement (jusqu’a 6 mois de retard pour les Bacteroides).

5.3. Alimentation

Le microbiote du nouveau-né nourrit avec du lait maternel est moins diversifié que celui

du nouveau-né nourrit avec du lait infantile (artificiel) (Campeotto et al., 2007).

Les nouveau-nés allaités ont un microbiote riche en Bifidobactéries et Lactobacilles et

un faible pourcentage en E.coli et C.difficile (Penders et al., 2006).

Les nouveau-nés nourris au lait artificiel possédent un microbiote plus complexe, avec

un taux plus réduit de Bifidobactéries et une abondance importante de Bacteroides,
Clostridium et Staphyloccus (Tableau 2) (Cibik et al., 2004).
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Tableau 2: Composition du microbiote du nouveau-né selon son alimentation

(Lait maternel ou infantile) (Cibik et al., 2004).

Bifidobactéries +++ Bifidobactéries ++
Lactobacillus +++ Bacteroides +
Bacteroides + Clostridium +

Staphylocoques +

+ : Présente ++: Présence minime +++: Présence importante
5.4. Terme de la grossesse

Il a été observe (Westerbeek et al., 2006) que les nouveau-nés prématurés présentaient
un microbiote moins diversifié et une implantation plus tardive des especes anaérobies que
chez les enfants nés a terme. Cela pourrait étre lié au fait que la naissance des enfants

prématurés se fait souvent par césarienne et nécessite leur hospitalisation avec prise d’ATB.
5.5. Environnement et hygiene

Les procédures strictes d’hygiéne exercées par les pays industrialisés lors de
I’accouchement pourraient étre a I’origine d’une exposition réduite de 1’enfant au microbiote
vaginal et fécal de la mére, plus une implantation tardive des Bacteroidetes et Bifiobacterium
(Campeotto et al., 2007).

Les enfants nés dans un environnement ferme, avec présence d’animaux auront un

microbiote enrichit et diversifié (Penders et al., 2006).
5.6. Exposition aux antibiotiques

La prise d’ATB par la mére ou I’enfant pourrait influencer sur la composition du
microbiote intestinal. En effet, I’implantation du microbiote du nouveau-né pourrait étre
influencée par I’administration d’une antibiothérapie (Campeotto et al. 2007) per- partum a la
mere pour la prophylaxie de I’infection néo-natale a Streptocoque B. Suite a ce traitement,
une augmentation des infections néonatales a germes résistants aux aminopénicillines et une

modification de 1’implantation du microbiote chez le nouveau-né pourront surgir. Ces
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modifications du microbiote pourront étre la cause d’une altération de 1’effet barriere, ce qui

favoriserait ainsi la colonisation par des microorganismes résistants et pathogenes.

Une diminution considérable des Bifidobacterium et de Bacteroides fragilis est observée
chez ’enfant, suite a son exposition a un traitement d’ATB durant le premier mois de vie

(Penders et al., 2006).

La prise d’ATB est I’un des facteurs capable de provoquer un dysfonctionnement du
microbiote intestinal en modifiant ou en diminuant la diversité de certaines populations

microbiennes, surtout que leur effet peut persister longtemps aprées 1’antibiothérapie.

6. Méthodes d’analyse du microbiote intestinal

Depuis la description pionniére de Bacterium coli communior (aujourd’hui Escherichia
coli) par Escherich en 1885, les techniques d’analyse des micro-organismes ont beaucoup
évolué. La culture in vitro s’est développée, offrant la possibilité de créer des milieux
propices a la croissance de nombreux types de bactéries. Beaucoup d’entre elles restent
néanmoins impossibles a cultiver (notamment les anaérobies strictes), et grace a 1’avénement
de la biologie moléculaire et le développement du séquencage, la composition du microbiote

intestinal a pu étre étudiée plus en détail (Biard, 2016).
6.1. Méthode basée sur la culture microbienne

Pendant longtemps, la mise en culture pure au laboratoire est considérée comme
I’unique moyen d’étudier la population microbienne. Ou le microbiote intestinal est étudié par
I’intermédiaire du microbiote fécal, on cultivant des selles sur différents milieux sélectifs et
non sélectifs, dans des atmospheéres variées, ainsi que 1’identification des bactéries s’appuyant
sur des caracteres phénotypiques (observation macroscopique et microscopique avec un

certain nombre de réactions biochimiques) (Chevalier, 2018).

Malgre ces limites, la culture microbienne a connu un essor considérable grace a
I’avénement et a la généralisation d’une méthode d’identification rapide et peu coliteuse par
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionisation/time
of flight), c’est un nouveau concept d’étude des microbiotes humains appelé « culturomique
microbienne ». Cette technique est fondee sur la multiplication des conditions de culture, en
utilisant d’une part des conditions permettant de faciliter la croissance des especes

fastidieuses, et d’autre part d’utiliser des inhibiteurs de croissance des espéces majoritaires, ce

11




Chapitre 1 : Le microbiote intestinal

qui permet de sélectionner les espéces minoritaires afin de les identifier (Lagier et Raoult,
2016).

6.2. Méthodes moleculaires
6.2.1. Séquencage de la sous-unité 16S ribosomique

Pour déterminer la composition du microbiote intestinal, le séquencage du géne codant
I’acide ribonucléique ribosomique 16S (ARNr 16S) est majoritairement utilisé. Cette
molécule présente différentes caractéristiques intéressantes. En plus de sa petite taille (environ
1,5kb), elle est présente chez toutes les bactéries et comporte des sequences tres conservees
(communes a I’ensemble du domaine Bacteria), des séquences variables (communes a un
groupe bactérien) et des séquences hypervariables (spécifiques d’une espece) ce qui permet
d’établir les relations phylogénétiques entre les différentes bactéries. Le séquencage consiste a
extraire ’ADN des bactéries puis a amplifier ’ADNr 16S codant pour ’ARNr 16S et a le
séquencer (Dolié, 2018).

6.2.2. PCR quantitative

La technigue de polymérisation en chaine ou PCR utilise des amorces spécifiques et des
sondes marquées par fluorescence qui ciblent des groupes de bactéries pour I’amplification
par PCR de I’ADNr 16S extrait de 1’échantillon. Cela permet d’évaluer la quantité¢ des
bactéries recherchées par rapport au total et également de suivre la colonisation du tractus
digestif d’une espéce voire d’une souche. Elle est utile pour étudier le genre bactérien ou

méme les espéces bactériennes (Rolland, 2017).

6.2.3. Métagénomique Shotgun

Appelée aussi métagénomique totale, elle étudie ’ensemble du génome des
bactéries présentes dans 1’échantillon de selles, sans étape d’amplification. Cette
technique de séquencage d’ADN fournit ainsi un niveau d’information plus précis et
permet, non pas de travailler au niveau du genre bactérien comme en 16S, mais d’avoir
une cartographie du microbiote intestinal plus fine au niveau espece voire méme

souche bactérienne (Cressard, 2020).
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La métagénomique Shotgun offre également la possibilité d’extraire le contenu
en genes fonctionnels de chaque génome de micro-organismes sequencés et fournit des
informations sur le potentiel fonctionnel du microbiote et donc des fonctions des genes
microbiens (Cressard, 2020).

6.2.4. Métatranscriptomique

La métatranscriptomique est I'analyse de 'ARNm ou de I'ADN transcrit de I’ensemble
des microorganismes contenus dans un éechantillon. Cela permet de déterminer I'activité
microbienne en analysant I'expression des genes (Frayssinhes, 2017).Cette méthode a ses
propres limites. En effet, I'extraction de 'ARNmM ou de I'ARN dans son ensemble n'est pas
aussi facile qu'elle n’y parait, étant donné que I'ARN est trés sujet a la destruction et a une
durée de vie trés courte (kim et al., 2013).

6.2.5. Métaprotéomique

La métaprotéomique consiste a identifier et quantifier les protéines d’échantillons
biologiques complexes comme le microbiote intestinal humain. Elle étudie les fonctions
réellement exprimées par I'ensemble des communautés microbiennes intestinales et donne une
vue profonde des effets et des mécanismes de leur action. Cette méthode utilise une
chromatographie liquide HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) couplée a un

spectromeétre de masse (Bassignani, 2019).

6.2.6. Métabolomique

La recherche métabolomique est appliquée a I'étude des métabolites produits par les
microbes intestinaux (sucres, acides aminés, acides gras, vitamines etc.) et a la détermination
de leurs voies biochimiques. Elle représente une approche sans précédent pour collecter les
interactions métaboliques complexes entre I'hdte et ses partenaires microbiens commensaux,
offrant ainsi la possibilité de définir les phénotypes d'un individu et d'une population. La
métabolomique combine des outils analytiques comme la spectrométrie de masse et la
résonance magnétique nucléaire (RMN), en plus des méthodes statistiques comme 1’analyse

en composante principale (ACP) (Vernocchi et al., 2016).
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7. Fonctions du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal effectue de nombreuses fonctions essentielles pour le maintien
de la santé de I’hdte : des fonctions protectrices, immunologiques, métaboliques et

neurologiques (Gérard et Bernalier-Donadille, 2007).
7.1. Fonction protectrice

7.1.1. Effets sur la physiologie digestive

En I'absence de microbiote intestinal, la physiologie du tube digestif n’atteint pas sa
maturité et reste également atrophié (Gérard, 2011), cela est confirmé par des études réalisées
chez des souris axéniques (élevés en milieu stériles exemptes de microbiote) ont démontré
gue ces animaux présentaient un épithélium intestinal immature et le réseau sanguin qui

I’irrigue est moins dense que chez les souris normales (Gerard et Bernalier-Donadille, 2007).

Le microbiote intestinal assure également le maintien de I’intégrité et le développement
de la structure intestinale. En effet, les produits de la fermentation microbienne constituent
une énergie importante pour la croissance des cellules épithéliales. De plus, les lactobacilles et
les bifidobactéries jouent un réle important dans I’intégrité de la barriere intestinale, elles
inhibent 1’adhésion épithéliale des germes pathogénes comme Escherichia coli
entéropathogene en stimulant la synthése de mucine, renforcant la barriere protectrice du
mucus (Orbie, 2015 ; Gerard et Bernalier-Donadille, 2007).

7.1.2. Protection contre les pathogenes

Les bactéries du microbiote intestinal peuvent exercer un fort antagonisme vis -a-vis des
bactéries de ’environnement externe, assurant une protection contre les agents pathogenes.
C’est « I’effet de barriére » (Zerhari, 2019). Elles empéchent également le développement
excessif de bactéries pathogenes comme Clostridia, Escherichia coli, Salmonella, Shigella
Pseudomonas, et limitent la multiplication de levures saprophytes comme Candida albicans
(Salminen et al., 1995).
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Cette fonction protectrice est permise par deux mécanismes, d’une part il y a
compétition pour les nutriments et d’autre part une compétition pour I’occupation des sites
d’adhérence épithéliaux, cela signifie que les bactéries commensales ,en étant plus
nombreuses, vont consommer les acides organiques, les acides aminés et d'autres nutriments
et occuper les emplacements disponibles ne laissant que peu de nourriture et de place pour les
pathogenes (Srikanth et al., 2008).

Le processus de fermentation des bactéries lactiques et la production d’acides gras a
chaine courte, diminuent le pH local et inhibe le développement des germes potentiellement
pathogenes dans le tube digestif. En revanche, les bactéries commensales produisent
également des substances antimicrobiennes (des bactériocines par exemple) qui détruisent les
bactéries pathogenes (Chevalier, 2018). De plus, le microbiote peut réduire la concentration
intestinale de toxines produites par des bactéries pathogenes. En effet, la prévention contre la
colite pseudomembraneuse a Clostridium difficile a été observée chez des souris axéniques
inoculées avec différentes souches d'Escherichia coli ou de Bifidobacterium bifidum (Corthier
et al., 1985).

7.2. Fonction immunologique

Le microbiote intestinal joue un réle fondamental dans le développement et la maturation
du systeme immunitaire et donc dans la mise en place de réponses protectrices cellulaires et
humorales envers les virus, bactéries ou parasites entéropathogenes (Gerard et Bernalier-
Donadille, 2007). Cette découverte vient de I'observation des différences entre souris
axéniques et souris conventionnelles (élevées en animalerie classique). Dans ce type
d’expérience, les souris axéniques présentent de nombreuses anomalies au niveau du systeme
immunitaire intestinal, mais aussi au niveau de la rate et des ganglions lymphatiques qui ne
sont pas structurés et présentent des zones lymphocytaires atrophiées. On retrouve des
anomalies telles que 1’hypoplasie des plaques de Payer, diminution des lymphocytes intra-
épithéliaux, déficit en certaines populations lymphocytaires T, réduction de la sécrétion
intestinale d’IgA, de la concentration d’immunoglobulines sériques et de la production de
cytokines (Landman et Queévrain, 2016). L’ensemble de ces anomalies peut néanmoins étre
réparé en quelques semaines en inoculant un microbiote de souris conventionnelles a ces

souris axéniques (Gérard, 2011).
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L’homéostasie intestinale est sous la dépendance d’un équilibre entre les lymphocytes T
effecteurs et les lymphocytes T régulateurs. Certaines bactéries vont stimuler 1’une ou 1’autre
des populations lymphocytaires notamment par 1’intermédiaire des acides gras a chaine

courtes qu’elles produisent (Landman et Quévrain, 2016).
7.3. Fonctions métabolique et nutritionnelle

Le microbiote intestinal intervient dans la fermentation et la dégradation des substrats
alimentaires, ce qui va permettre aux bactéries qui le compose d’obtenir 1’énergie nécessaire
a leur croissance et de maintenir leurs fonctions cellulaires. Ce microbiote métabolise les
glucides, les lipides, les protéines, les gaz et il intervient également dans la synthése de

certains facteurs vitaminiques (Bernalier-Donadille, 2004 ; Cachia, 2017).

7.3.1. Métabolisme des glucides

Selon les individus et leur régime alimentaire, le cdlon regoit environ 10 a 60 grammes
par jour de glucides fermentescibles qui sont principalement des polyosides issus des céréales
et des fibres alimentaires. La dégradation anaérobie de ces substrats dans le c6lon est un
processus complexe impliquant la contribution de différents groupes microbiens aux activités
métaboliques variées et complémentaires. Ces microorganismes vont interagir entre eux pour
former une chaine trophique assurant la transformation des macromolécules comme les
polyosides en métabolites fermentaires (acides gras a chaine courte et gaz, principalement)
(Gerard et Bernalier-Donadille, 2007).

Dans un premier temps, les polymeres sont dégradés en fragments plus petits
(oligosides, oses, etc.) faisant intervenir une grande variété d’hydrolases (polysaccaridase,
glycosidases, etc.) produites par des bactéries fibrolytiqgues (Bacteroides,
Bifidobacterium,Ruminococcus et Roseburia). Ces fragments de sucres vont par
I’intermédiaire des bactéries glycolytiques, étre utilisés dans la voie de la glycolyse et ainsi
former du pyruvate. Par la suite, le pyruvate est transformé via différentes voies métaboliques
en acides gras a chaines courtes (AGCC), produits finaux de la fermentation. Il s’agit de
I’acétate produit par la majorité des especes prédominantes du colon (Bacteroides,
Clostridium), du propionate synthétise principalement par les espéces du genre Bacteroides et
également par Propionibacterium et Veillonella et enfin du butyrate produit par les especes
des genres Eubacterium, Coprococcus, Roseburia, Faecalibacterium (Landman et Quévrain,
2016).
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7.3.2. Métabolisme des lipides

Dans la lumiére colique, les lipides proviennent de trois origines : les lipides arrivants
du tractus intestinal en amont, les lipides provenant de la desquamation des colonocytes et les
lipides bactériens. Ces acides gras non absorbés dans 1’intestin gréle sont transformés dans le
colon par les bactéries du microbiote via des phénomenes d’hydrolyse, d’oxydation, réduction
et d’hydroxylation (Dolie, 2018). Par ailleurs, le cholestérol colique est transformé par le
microbiote en coprostanol, il n’est pas absorbé et donc éliminé dans les féces. Cette efficacité
est trés variable d’un sujet a I’autre et le taux fécal de coprostanol pourrait étre impliqué dans
la réduction du risque cardiovasculaire et la cancérogénese colique (Landman et Quévrain,
2016). D’autre part, les acides biliaires sont un produit de transformation du cholestérol par le
foie. Ils sont également conjugués, et vont étre réabsorbés dans I’iléon terminal puis
retournent au foie via le systéme porte, avant d’étre a nouveau sécrétés dans la bile (cycle
entérohépatique des acides biliaires). Seuls 5% des acides biliaires secrétées dans la bile
parviennent au colon et y sont métabolisés par les bactéries du genre Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium, en acides biliaires secondaires selon des réactions de

déconjugaison, d’oxydation et d’épimérisation (Landman et Quévrain, 2016).

7.3.3. Métabolisme des protéines

Les protéines qui atteignent le cbdlon sont soit d’origine exogene (issues de
I’alimentation), soit d’origine endogeéne (enzymes pancréatiques, sécrétions biliaires, mucines,
etc.). Le métabolisme des protéines est quantitativement moins important que celui des
glucides mais il est fondamental car les protéines représentent la principale source azotée des
bactéries coliques. Leur biodégradation nécessite la contribution de différentes espéces
bactériennes dotées d’activités enzymatiques complémentaires (protéases, désaminases,
décarboxylases etc.). Ces bactéries dites « protéolytiques », appartenant aux genres
Bacteroides, Clostridium, Propionibacterium, Fusobacterium, Streptoccoccus et
Lactobacillus, sont capables par leur activité protéasique d’hydrolyser les protéines en petits
peptides. Certaines espéces peuvent assimiler ces peptides et les transformer en acides aminés
libres qui seront utilisés par d’autres incapables d’assimiler directement les peptides, comme

les espéces de Veillonella, Eubacterium, Clostridium (Bernalier-Donadille, 2010).
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La fermentation des acides aminés par des réactions d’oxydation et de réduction aboutit
a la production d’acides gras a chaines courtes (acétate, propionate, butyrate) comme la
fermentation des glucides, mais aussi d’ammoniac et d’autres composés potenticllement
toxiques pour I’héte (phénols, indoles, amines, etc.) sont absorbés et détoxifiés par la
muqueuse coligue, puis excrétés dans les urines. L’ammoniac quant a elle est absorbée par la
muqueuse colique et transportée par la veine porte jusqu’au foie, ou elle est converti en urée,

qui est excrétée dans 1’urine (Bernalier-Donadille, 2010).

7.3.4. Métabolisme des gaz

Chaque jour, les processus fermentaires produisent des quantités importantes
d’hydrogéne dans le colon (environ 300 mL/g de substrat fermenté), le microbiote impliqué
dans la production de ce gaz reste encore mal connu. Les espéces produisant de I’hydrogéne
in vitro lors de la fermentation des oses ou des polyosides appartiennent principalement aux
genres Clostridium, Ruminococcus et Eubacterium. Une partie de ’hydrogéne est éliminée
par voie pulmonaire et par les gaz rectaux, mais la majorité est métabolisée par des bactéries
du microbiote colique dites hydogénotrophes. Ces dernieres sont de 3 types, elles utilisent
chacune une voie métabolique différente : les archées méthanogenes (présents dans le
microbiote colique de 30 a 50 % des adultes) produisent du méthane, les bactéries acétogenes
produisent de 1’acétate et les bactéries sulfatoréductrices produisent des sulfures qui sont

potentiellement déléteres pour le cdlonocyte (Bernalier-Donadille, 2004).

7.3.5. Synthese des facteurs vitaminiques

Parmi les fonctions métaboliques majeures du microbiote intestinal est la synthése des
vitamines, certaines bactéries anaérobies facultatives dont Escherichia coli et Enterobacter
aerogenes sont capables de synthétiser in vitro un large éventail de vitamines (Zerhari,
2019) :

v vitamine K : qui intervient dans le processus de la coagulation sanguine et dans le
métabolisme des os et d'autres tissus.
v’ cobalamine (B12) : vitamine hydrosoluble essentielle au fonctionnement normal du

cerveau, du systeme nerveux et a la formation du sang.
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v' acide folique (B9) : vitamine hydrosoluble précurseur métabolique d'une coenzyme, le
tétrahydrofolate, impliquée notamment dans la synthése des bases nucléiques
constituant les acides nucléiques (ADN et ARN) du matériel génétique. Cette
coenzyme intervient également dans la synthése d'acides aminés tels que la
méthionine, I'histidine et la sérine.

v' pyridoxine (B6) : vitamine hydrosoluble qui intervient dans le métabolisme des acides
aminés et du glycogene ainsi que dans la synthese de I'ADN, de I'némoglobine et de
nombreux messagers chimiques du cerveau.

v’ biotine (B8) : vitamine hydrosoluble et coenzyme qui participe au métabolisme des
acides gras, des glucides et des acides aminés, ainsi qu'a la biosynthese des vitamines
B9 et B12.

v’ riboflavine (B2) : vitamine hydrosoluble qui joue un réle important dans la
transformation des aliments simples (glucides, lipides et protéines) en énergie. Elle

intervient dans le métabolisme de réparation des muscles (Nemar, 2020).

7.4. Fonction neurologique

Plus récemment, des recherches sur I'axe intestin-cerveau dévoilent que le microbiote
intestinal prendrait également part & la communication entre I’intestin et le cerveau. Une telle
communication est bidirectionnelle et implique 4 grandes voies : neuronale, endocrinienne,

immunitaire et métabolique (Skonieczna-Zydecka et al., 2018).

Les bactéries intestinales dialoguent avec le cerveau en produisant des molécules
chimiques appelées « neurotransmetteurs » : la noradrénaline,la sérotonine, la dopamine,
GABA (gamma-aminobutyric acide) et 1’acétylcholine. Ces métabolites microbiens n‘agissent
pas directement sur le cerveau, mais agissent sur les cellules de la paroi intestinale (cellules
immunitaires, cellules endocriniennes...etc.), afin que celles-ci transmettent leur message au
systéeme nerveux central via les neurones du tube digestif connectés au cerveau (Dinan et
Cryan, 2017).

Les acides gras a chaine courte (AGCC), sont produits par les bactéries du colon lors de
la fermentation des fibres alimentaires. Elles jouent un réle important dans la communication
entre les deux organes en agissant directement sur le cerveau (Morais et al., 2021). A l'aide de
ces acides gras, les bacteries intestinales peuvent stimuler certains globules blancs, celles-ci

produisent alors des messagers chimiques (les cytokines) qui peuvent traverser la paroi
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intestinale, voyager dans le sang et traverser la barriere hémato-encéphalique (membrane
protégeant le cerveau). lls agissent ensuite sur le cerveau, en particulier sur des régions
impliquées dans la régulation de la réponse au stress, I’anxiété, la dépression...etc. (Dinan et
Cryan, 2017).

8. Relation héte-microbiote intestinal

En interaction avec 1’épithélium intestinal, le microbiote intestinal est un élément

indispensable & la santé de tout étre vivant.

Le microbiote intestinal réagit comme une barriére physique et chimique. D’autre part,
la régulation de la population microbienne se fait en présence de plaques de payer par la
production de peptides antimicrobiens. Ces plaques sont des agrégats de 5 a 200 follicules
lymphoides situés a I’intervalle réguliers dans la partie terminale de 1’iléon. Composés en
grande partie de lymphocytes B et de lymphocytes T, ils sont séparés de la lumiére intestinale

par des cellules épithéliales particulieres, appelées cellules M (Figure 2) (Charlotte, 2017).
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Figure 2: Coupe transversale d'intestin gréle avec plaque de Payer (Charlotte, 2017).
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L’héte procure une niche écologique riche en éléments nutritifs nécessaires pour la
survit et la multiplication des bacteries, en retour, le microbiote synthéetise des métabolites
utilisés par les cellules intestinales et participe & de nombreux processus physiologiques chez
I’héte. C’est une symbiose, ou ni le microbiote intestinal ni I’héte ne pourrons survivre 1’un

sans 1’autre (Charlotte, 2017).
9. Dysbiose intestinale

Elle est définit comme étant un déséquilibre du microbiote intestinal avec perte de sa
diversité et modification de sa composition. Elle se traduit par une diminution de certaines
bactéries et par une augmentation des autres microorganismes pathogénes. L’épithélium
intestinal, sera donc hautement perméable. L’altération de la barri¢re intestinale (suite a une
mauvaise alimentation, prise d’ATB, abus de boissons alcoolisées, déficit immunitaire, stress,
infections bactériennes virales ou parasitaires... etc.) favorisera I’entrée des microorganismes,
qui par translocation, peuvent devenir pathogenes (Charlotte, 2017). De ce fait, les dysbioses

peuvent étre a I’origine de plusieurs maladies graves, notamment les infections a Clostridium
difficile.
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1. Notions générales et physiologie

Clostridium difficile a été identifi¢ pour la premiére fois en 1935 lors d’une étude menée
par Hall et O’Toole sur la flore bactérienne intestinale de nouveau-nées (Hall, 1935). Pendant
longtemps il a été considéré comme un commensal du microbiote intestinal chez 1’homme
adulte en bonne santé. Clostridium difficile a été nommé par apport a sa difficulté d’isolement
et de culture (Sabri, 2018). En 1978 Bartlett et al ont découvert son pouvoir pathogene lié a
des colites pseudomembraneuses (CPM) (Bartlett et al., 1978). Les souches toxinogénes de
cette bactérie sont depuis impliquées dans les diarrhées nosocomiales bactériennes, de 15 a
25% des diarrhées post-antibiotiques et dans la quasi totalité des cas de colites

pseudomembraneuses (Barbut et Petit, 2001).

Les infections a Clostridium difficile se propagent sur une échelle qui débute d’une
colonisation digestive asymptomatique aux diarrhées simple aqueuses sans colite jusqu’a des
symptémes plus considérables et sévéres comme les colites pseudomembraneuses (CPM) et
les colites fulminantes. Cela est souvent accompagné de complications telles que le
mégacolon toxique, 1’iléus paralytique, perforation intestinale, le choc septique voire méme le

déces du patient (Sabri, 2019).

Le taux des infections a C. difficile ne cesse d’augmenter depuis une vingtaine d’années
Ces infections sont de plus en plus sévéres dans le monde et surtout dans les pays
industrialisés, en raison de I’utilisation excessive des ATB et la propagation des clones

hypervirulents.

Clostridium difficile est une bactérie de forme bacillaire a Gram positif (figure 3)
anaérobie strict, sporulé. Les spores sont ovales, subterminales et déformantes (figure4). Sa
taille varie de 0.5 a 2 um de largeur sur 3 a 15 um de longueur. Elle peut se regrouper en

chainettes de 2 a 6 cellules. Parfois mobiles grace a une ciliature péritriche (Denchiche, 2014).
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Figure 4 : Spores de Clostridium difficile sous microscope optique (C Diff Foundation, 2015).

Elle se cultive en anaérobiose sur milieu gélose cceur-cervelle additionné de sang de

cheval a 5%, taurocholate 0.1%, cyclosérine 250 mg/1 et de céfoxitine 10 mg/l (Denchiche,

2014). Les colonies ont une taille de 2 a 4 mm et peuvent atteindre jusqu’a 8 mm aprés 48 h,

elles sont grises, opaques d’un aspect en verre brisé, mates avec une odeur caractéristique de

crottin de cheval, fluorescentes a ultra-violet et leur contour est irrégulier (Detail, 2018).

Dans la taxinomie Clostridium difficile appartient au phylum des Firmicutes, classe

Clostridia et famille des Clostridiaceae (Sandhu et al., 2018). Il présente deux types de

souche, une qualifiée de toxinogene qui produit les toxines A et B (une entérotoxine et une

cytotoxine) respectivement et une souche non pathogéne.
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Le portage de cette bactérie peut étre symptomatique, mais aussi asymptomatique ce qui
est le cas d’environ 3% de la population adulte (Eckert, 2014).

Les cellules et les spores de Clostridium difficile se trouvent dans les selles car de nature
c’est une bactérie de la flore intestinale. Son mode de transmission se fait soit par la voie oro-

fécale, soit par manu portage ou bien a partie de I’environnement.

Les cellules végétatives ne peuvent pas résister au contact de I’air ni a I’acidité
gastrique, c’est pour ces causes la que la bactérie se protége en sporulant. Les spores son le
facteur principale de la contamination car elles ont la capacité de persister pendant des mois
(Sabri, 2019 ; Denchiche, 2014).

2. Epidémiologie des infections a Clostridium difficile

Ces derniéres années, 1’incidence des infections a Clostridium difficile ne cesse de
progresser allant de 1 a 10 cas pour 10000 patients par jour. Cette progression est affectée par
la dissémination mondiale de la souche dénommée hyper virulente (027/NAP1/BI) qui pilote
I’augmentation de la sévérité des infections a Clostridium difficile et de la mortalité (Detail,
2018).

De nombreuse études épidémiologiques (Barbut et al., 2012) ont été effectué afin de
comprendre et de savoir bien gérer cet enjeu de santé publique majeur. En Amérique du Nord,
I’incidence des infections a Clostridium difficile a augmenté 2 a 3 fois chez les personnes
agées de plus de 65 ans entre 1996 et 2003, la sévérité des formes compliquées a passé de
7,1% a 18,2% entre 1991-1992 et 2003, le taux de récidives de 28,9 % a 58,4 % et la réponse
au traitement par le métronidazole avait nettement baissé. Le pourcentage des patients
décédés a 30 jours suivent le diagnostic est entre 5% a 13% menant ainsi le taux de mortalité
a 47 %.

L’émergence et la diffusion du clone hyper virulent 027 a été constater pour la premiere
fois en Amérique du Nord puis diffusée et étaler sur I’Europe ou il a été responsable de
plusieurs épidémiologies comme celle de la Grande-Bretagne, Belgique et la Hollande en
2005 (Sabri, 2019).
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L’¢étude européenne réalisée en 2009 sur plus de 100 établissements de santé dans 34
pays a montré que 1’augmentation du taux d’infections a Clostridium difficile est de 4.1cas
pour 10 000 personnes par jour, cette étude a dévoilé une grande disparité au sein du méme
établissement et d’un établissement a ’autre et aussi entre les différents pays (Bauer et al.,

2009).

Une autre étude européenne épidémiologique sur plus de 37 hépitaux dans 14 pays
différents a indiqué un taux d’infection entre 0,6 a 18,5 cas sur 10000 patients par années

(Freeman et al., 2010).

L'agence de protection de la santé (HPA) localisée en Grande-Bretagne, a mentionné
qu’en Europe le taux moyen des infections a Clostridium difficile en 2012 est de 7,9/10000
patients par jour (Chikhoune, 2019).

L’¢étude nationale ICD-RAISIN (réseau d’alerte, investigation et de surveillance des
infection nosocomiales), en France, a estimé que I’incidence des ICD est de 2.28 cas pour
10000 patients- jours pour les hépitaux a court sejour et elle est de 1.14 cas dans les hdpitaux
a moyen ou long séjour (Eckert et al., 2013). Le réseau européen EUCLID (Davies et al.,

2014) montrait une augmentation de 157% pour la France.

Dans le Nord Pas-de Calais (Kuijper et al, 2006), une épidémie s’est émergée entre
2006 et 2007 a cause du clone 027, ce clone est caractérisé par son implantation durable et sa

dissémination rapide. Il représente 18% des souche en Europe (Bouza et al., 2017).

Clostridium difficile est un agent pathogene qui émerge non seulement dans le milieux
nosocomiale mais également dans le milieu communautaire, ce germe se diffuse
particulierement vers les maisons de retraite et les population qui ne présentent pas de
facteurs de risques habituels (Chitnis et al., 2013). Le clone 078 est le premier impliqué dans
ce genre d’infections et il provient apparemment des réservoirs environnementaux (Goorhuis,
2008).
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3. Mécanisme d’action et effet physiopathologique

La manifestation des infections a Clostridium difficile est influencée principalement par
la colonisation du tube digestif par des spores. Cette colonisation est favorisée par la dysbiose
du microbiote intestinale qui perd de sa diversité bactérienne. La perte de cette diversité est
causée par une alimentation mal saine, une antibiothérapie ou bien une chimiothérapie
anticancéreuse. Ce qui engendre la rupture de la barriére protectrice et la diminution de

résistance contre la colonisation de Clostridium difficile toxinogéne (Eckert et Barbut, 2010).

La physiopathologie des ICD consiste en premier lieu en 1’altération du microbiote
intestinal (dysbiose) et I’ingestion des spores de C. difficile. Ces spores ont la capacité de
résister a I’acidité gastrique pour qu’ils puissent par la suite germer et libérer des cellules

végétatives sous I’action des selles biliaires.

La seconde ¢étape repose sur 1’adhésion et la colonisation digestive. Ce type
d’implantation de la souche toxinogéne de C. difficile est dii par I’intermédiaire des différents
facteurs de colonisation qui sont responsables de 1’adhésion aux cellules intestinales de 1’hote.
Parmi ces facteurs on trouve principalement les adhésines telles les protéines de la couche S,
la protéine de liaison a la fibronectine Fbp68, la protéine Cwp66, la protéine de choc

thermique GroEL et les protéines flagellaires FIiC et FliD (Borriello, 1998).

Par la suite, la souche toxinogéne de C. difficile va produire dans la lumiere intestinale
les toxines A (TcdA) et B (TcdB) (Kuehne et al., 2011) qui possedent des activités
entérotoxique et cytotoxique respectivement (Voth et Ballard, 2005). Ces deux toxines (des
glucosyltransférases qui inactivent les GTPases Rho, Rac et Cdc42 des cellules épithéliales)
détruisent les jonctions serrées des entérocytes par dépolymérisation des filaments d’actine du
cytosquelette et induisent une réaction inflammatoire intense conduisant a une nécrose de ces

entérocytes et a des diarrhées aqueuses.

Ces différentes étapes sont représentées dans le schéma ci-dessous (Figureb) :
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Figure 5 : Les étapes de colonisation de Clostridium difficile (Sandhu et al., 2018).

4. Facteurs de risques

Pour mettre en place des mesures de prévention adaptées, il faut déterminer les facteurs

de risques des infections a Clostridium difficile.
4.1. Antibiothérapie

En générale, la prise récente d’antibiotiques (< 2mois) (Detail, 2018) engendre en
premier lieu la rupture de la flore intestinale et se présente comme étant le facteur majeur des
survenue des infections a Clostridium difficile. On parle généralement d’antibiotiques qui
agissent sur la flore anaérobie de la barriére intestinale tels que la clindamycine,
I’amoxicilline, I’acide clavulanique, les céphalosporines et les fluoroquinolones de deuxiéme
génération comme la moxifloxacine ou la lévofloxacine (sabri, 2019). Cette action va

diminuer la résistance a la colonisation par C. difficile.
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Le risque de provoquer une infection a C. difficile augmente avec 1’association des
antibiotiques (Bignardi, 1998) et I’¢longation de la durée de 1’antibiothérapie. Il a ét¢ montré
que la prise d’antibiotiques de plus de 3 jours est souvent accompagnée par des colites liées a
C. difficile plus importante par rapport a I’antibiothérapie d’une durée de moins de 3 jours
(Wistrém, 2001).

4.2. Age

L’age extréme (moins de 6 ans et plus de 65ans) (Détail, 2018) est parmi les plus
grandes raisons de risque a développé une ICD. Les personnes agées de plus de 65 ans
présentent un risque d’infection a C. difficile plus important dont le taux est 20 fois plus éleve

que les jeunes (Figure 6) (Chikhoune, 2019).
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Figure 6 : Evolution de I'incidence des ICD en fonction de I'age (Denchiche, 2014).

28




Chapitre 2 : Les infections a Clostridium difficile

L’apparition des ICD chez les personnes agées peut étre influencée par plusieurs
variants, notamment les pathologies sous-jacentes (insuffisance rénale, maladie chronique

inflammatoire de I’intestin).

Le profil immunitaire joue un rdle primordial dans le développement des ICD, ou
I’inefficacité des réponses immunitaire contre les toxines de Clostridium difficile est due au
taux bas des 1gG sériques anti toxine A (Kyne et al., 2000), ce qui indique aussi que les sujets

immunodépressifs sont majoritairement les cas les plus impliqués dans les ICD.
4.3. Hospitalisation

Clostridium difficile est un germe nosocomial, sa propagation se fait par le bais du
personnel soignant (manu portage), ou par le matériel médical (environnement). Cela a été
confirmé par 1’étude de Mc Farland qui a trouver que 49% des prélevements
environnementaux d’une chambre de patients atteint d’une ICD sont positives a C. difficile
par rapport a 29% dans les chambre des patients a portage asymptomatique. Cette étude a
démonter aussi la contamination des mains chez 59% du personnel soignant aprés leurs

contact avec des patients infectés (McFarland et al., 1989).

La durée du séjour hospitalier et les interventions chirurgicales gastro-intestinales

favorisent aussi le développement des ICD (Denchiche, 2014).
4.4. Inhibiteurs de pompe a protons (IPP)

L’augmentation du pH gastrique par les différents inhibiteurs de pompe a protons altere
le microbiote intestinal et facilite la colonisation du tube digestif par C.difficile (McDonald et
al., 2018). D’autres classes de médicament telles que les laxatifs et les ralentisseurs de transit,
qui ont une action sur la mobilité intestinale, peuvent également entrainer une dysbiose
intestinale (Dial, 2005).

Les chimiothérapies anticancereuses (methotrexate, doxorubicine, cyclophosphamide ou
le 5-fluorouracile) altérent également la flore intestinale et entrainent par la suite des ICD
(Blot et al., 2003).
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5. Manifestation clinique

5.1. Portage asymptomatique

Le portage asymptomatique est estimé par 3% de la population saine en milieu
communautaire (Hurley et Nguyen, 2002), généralement les souches de Clostridium difficile

isolées sont des souches non toxinogenes.

Clostridium difficile est trouvé notamment dans la matiére fécale des nouveau-nées a
une fréquence de 70% et a I’age de 2 ans. Cette fréquence se réduit pour atteindre le taux
observé chez I’adulte (Carroll et Bartlett, 2011).

Les toxines de C. difficile sont mises en évidence dans les selles des patients adultes
asymptomatiques. Le taux des souches toxinogénes ou non toxinogene, touche jusqu’a 50%
des patients hospitalisés de plus de quatre semaines et augmente de plus en plus que la durée

d’hospitalisation se prolonge (Barbut et al., 2012).
5.2. Forme simple : diarrhée post-antibiotique

La diarrhée post-antibiotique survient 3 a 7 jours apres le début du traitement par
antibiotiques (Barbut et al., 2013). Elle peut persister pendent des semaines dans les cas
exagérés. C’est une diarrhée modérée nauséabonde (3 selles non formées par jour), se
caractérise par ’absence du sang visible et de glaire et corresponde au stade 5 a 7 du

classement de Bristol (Figure 7).

La diarrhée est souvent associée a une fievre modérée sans qu’il n’y ait d’altération de

I’état générale.

A T’endoscopie (examen non nécessaire dans ce cas) (Denchiche, 2014), la muqueuse

présente un aspect normal ou érosif et sans ulcérations.
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Selles dures, moulées en saucisse
et bosselées
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a surface craquelée

Selles molles mais moulées,
en saucisse (ou serpentin)

Selles molles morcelées,
a bords nets et d'évacuation facile

Selles molles morcelées,
a bords déechiquetés

Selles totalement liquides

Figure 7 : Consistance des selles selon I'échelle de Bristol (Détail, 2018).

5.3. Colites pseudomembraneuse CPM

Clostridium difficile est responsable de 95% des colites pseudomembraneuses qui

débutent par une diarrhée liquide hétérogéne non sanglante abondante (plus de 7 selles par

jour) et qui durent plus de 7 jours, accompagnée d’une hyperthermie considérée par un taux

de 65%, perte d’appétit, nausées et douleurs abdominales a 70% (Détail, 2018).

Les bilans cliniques montrent 1’hyperleucocytose a 40%, le syndrome biologique

inflammatoire avec une élévation de la protéine C réactive (CRP) et la déshydratation

extracellulaire qui est due a la perte hydrique (Sabri, 2019).

A I’endoscopie, la muqueuse est recouverte de plaques surélevées jaunatres éparses ou

confluents (Figure 8) appelées plagues pseudomembraneuses, ces plaques sont constituées de

débris cellulaires, de mucus, de fibrines et de leucocytes (Denchiche, 2014).
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Figure 8: Aspect des colites pseudomembraneuses a I'endoscopie (Détail, 2018).

5.4. Formes compliquées

La complication des colites pseudomembraneuse (CPM) conduit a une colite fulminante
qui survient chez 4-10% des patients (Olivas, 2010) et aggrave 1’état général en induisant une
diarrhée profuse, un abdomen tendu et douloureux et une déshydratation qui peut se
développer en choc hypovolémique et une fréquente hyperleucocytose supérieure a
20.000/mm3 (Sabri, 2019).

On parle du mégacdlon toxique lorsque le diamétre du cbdlon transverse dépasse 6 cm

entrainant une perforation colique mais également un choc septique (Kyne, 1999).
5.5. Récidives

Les rechutes d’infections a C. difficile sont de plus en plus élevées. Elles surviennent

dans 20% des cas dans les huit semaines qui suivent I’épisode initial traité (Detail, 2018).

Les patients qui présentent une premiére récidive sont plus menacés de développer des
récidives multiples. La probabilité de présenter une récidive passe a 45 % apres un deuxieme
épisode et 65 % apres trois épisodes (figure 9) (Kelly et al., 2012).
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Récidive (%)

80 -

I'épisode initial 1 ére récidive 2 éme récidive

Figure 9 : Fréquence des infections récurrentes a Clostridium difficile apres un premier

épisode, une premiere et une deuxieme récidive (Kelly et al., 2012).

Les récidives sont liées principalement a deux causes : la persistance des spores dans le
tube digestive malgré un traitement efficace de la souche initiale ou bien une réinfection et

’acquisition tardive d’une autre souche.

Les facteurs de risques de récidives sont semblables aux facteurs de risque de
I’infection. On cite : 1’age plus de 65, I’antibiothérapie concomitante, I’hospitalisation, les
maladies sous-jacentes et la faible réponse immunitaire aprés un premier épisode (Detail,
2018).

6. Diagnostic

Le diagnostic des infections a Clostridium difficile repose en premier lieu sur le
diagnostic microbiologique qui comporte la mise en évidence des souches toxinogenes dans
les selles, ou bien la détection des toxine A et B et leurs géne (Crobach et al., 2009). En
deuxieéme lieu le diagnostic clinique peut aussi décrire 1’état d’avancement de 1’infection, ces

deux approches sont associées afin de dévoiler un diagnostic optimal (Sabri, 2019).
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6.1. Prélevement et choix de 1’échantillon

e Le prélevement se fait pour tout patient présentant plus de 3 selles
diarrhéiques par 24h des stades 5 a 7 de la classification de Bristol (Detail,
2018).

e selon la Infectious Diseases Society of America (IDSA) et la Society for
Healthcare Epidemiology of America (SHEA), il n’est pas nécessaire de
réaliser une recherche de C.difficile pour les nouveau-née avec diarrhée car ils
sont considerés comme porteur sains (Crobach et al., 2016).

e Les prélevements doivent se faire avant de procéder a un traitement
antibiotique (Detail, 2018).

e || faut réaliser les tests dans les deux heures qui suivent le prélévement ou bien

les conserver a une température de +4 C° (Crobach et al., 2016).

6.2. Diagnostic microbiologique

Le diagnostic bactériologique de I’infection a C. difficile consiste a isoler et la cultiver
la souche de C. difficile a partir d’un échantillon de selles, ainsi que la détection des toxines
(Buyse et al., 2005).

6.2.1. Culture toxigénique

C’est une méthode de référence sensible qui permet la différenciation des souches
toxinogeénes et de réaliser un antibiogramme. Cependant, c’est une méthode peu spécifique et

lente (minimum 48 heures) avant d’obtenir un résultat (Eckert et al., 2011).

Elle se passe en deux étapes : d’abord isoler C. difficile sur des milieux sélectifs, puis le
pouvoir toxinogéne est déterminé par un test de cytotoxicité, par un test immuno-

enzymatique, ou bien par PCR (Detail, 2018).

L’isolement de C. difficile se fait sur le milieu gélose cceur cervelle additionné
d’antibiotiques (cyclosérine et céfoxitine). La sensibilité de la culture est de I’ordre de 2000
bacteries/g de selles. Pour favoriser la germination des spores il est additionné au milieux du
taurocholate ou du lysozyme, ou bien il existe une autre approche qui consiste a mettre les

selles sous un choc thermique ou a un choc alcoolique ce qui va privilégier la sélection des
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spores et ensuite en passe a la culture dans un milieu avec des facteurs de germination
(Eckert etal., 2011).

Aprés 1’identification de C.difficile (examen macroscopique et microscopique,
caractéres biochimiques et autres), viens la deuxiéme étape qui consiste a déterminer le
pouvoir toxinogeéne, cette étape peut se réaliser par différentes méthodes : PCR directement a
partir des colonies, test de cytotoxicité, test immuno-enzymatique. Il est a souligné que dans

tous les cas il faut prendre plusieurs colonies (en général cing) (Chikhoune, 2019).

6.2.2. Détection du glutamate deshydrogénase (GDH)

La glutamate déshydrogénase est une enzyme produite par toutes les souches de
C.difficile, elle est détectée soit par un test immuno-enzymatique ou immuno-

chromatographique (Sabri, 2019).

La détection de la GDH un test de dépistage rapide permettant de révéler la présence de
C.difficile dans les selles et dont la sensibilité est trés élevée. Sa valeur prédictive négative est

supérieur a 90% ce qui aide a éviter les diagnostics aux infections a C. difficile (Dtail, 2018).

6.2.3. Test de cytotoxicité des selles

C’est une méthode référence simple a réaliser et a interpréter qui permet de percevoir
I’effet cytopathologique des toxines de Clostridium difficile (Sabri, 2019). Elle consiste a
mettre un filtra de selles sur une culture cellulaire (sensible aux toxines), dans une atmosphére
riche en CO2 et une température de 37 °C, I’apparition de I’effet cytopathologique se
caractérise par une ballonisation cellulaire et une dépolymerisation des filaments d’actine du
cytosquelette (Chikhoune, 2019). C’est une technique avec une bonne sensibilité car elle peut
détecter des taux faibles (jusqu’a 10 ng) de toxine B qui est 1000 fois plus cytotoxique que la
toxine A (Sabri, 2019), elle est aussi de bonne spécificité qui ce confirme selon un test de
neutralisation par un antisérum (Denchiche, 2014). Cependant la technique présente certains

inconvénients (Detail, 2018):

— Meéthode est considérée comme longue (24h 48h),
— Neécessite une infrastructure lourde et adaptée a la culture cellulaire

— Présente un défaut de standardisation
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6.2.4. Test immuno-enzymatique IEA

Ce test permet de détecter la toxine A seule ou les toxines A et B parallélement et par
cela, la mise en évidence des souche A" /B* dont une partie du géne de la toxine A est
manguante et les tests IEA basés sur la détection de la toxine A seule ne détectent pas ces
souches car ils utilisent des anticorps reconnaissant un motif code par cette région manquante
(Eckret etal., 2011).

Ce test se présente en plusieurs type: tests unitaires immuno-chromatographiques ou
tests en plaque de 96 puits (Eckret et al., 2011), et le plus souvent c’est un test de type
ELISA facile a réaliser et rapide (20 min), tres spécifique (supérieur a 95%) mais moins
sensible que le test de cytotocicité de ce fait, il doit étre associé a d’autres diagnostics (Detail ,
2018 ; Sabri, 2019).

6.2.5. Les méthodes de biologie moléculaire

Principalement le test de réaction de polymérisation en chaine (PCR) en temps réel,
permet de repérer a partir des selles les genes tcdA, tcdB qui correspondent respectivement
aux toxines A et B. Le test PCR est un test qui se déroule en 2 étapes majeures, une
dénaturation de selles a 97°C suivie par une étape d’amplification d’ADN de C. difficile
(Chikhoune, 2019). C’est une technique rapide et sensible mais colteuse (Eckret et al.,
2011).

6.3. Stratégie de diagnostic

Pour obtenir un diagnostic optimal il est préférable de respecter ces conditions de :
sensibilité, spécificité, rapidité et moindre cott. La stratégie de diagnostic est différent d’un
pays a I’autre, généralement le diagnostic débute par un test de GDH vu sa valeur prédictive
négative qui permet par la suit soit de confirmé le test par une méthode référence telle que le
test de cytotoxicité ou bien la culture toxigenique, soit d’exclure le diagnostique si le test
GDH est négatif (Figure 10) (Detail, 2018).
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Figure 10 : Algorithme de diagnostic (Detail F., 2018).

7. Traitement

7.1. Traitement du premier épisode

Le traitement du premier épisode se base sur I’utilisation de trois molécules: le
métronidazol qui appartient a la famille des nitro-5-imidazolés, la vancomycine famille des
glycopeptides et la fidaxomicine qui est un antibiotique de la classe des macrocycliques
(Barbut et al., 2007). Ces antibiotiques ont des propriétés pharmacologiques différentes et

leur choix durant le traitement dépend de 1’état clinique du patient (Tableau 3).
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Tableau 3 : Caractéristiques des molécules utilisées dans le traitement des ICD

Posologie standard

Voie
d’administration

Spectre

Effet sur
lemicrobiote
intestinal

Absorption
intestinale

Effets secondaires

Concentrations
fécales (pg/g de
selles)

Codt journalier
(Euros)

(Sabri , 2019).

500 mg 3 fois /jour | 125mg 4 fois/jour | 200 mg 2 fois /jour

IV, Per os Per 0s Per 0s
Large Etroit Etroit
+HH++ ++ +-
Oui Non Non
Neuropathies Rares Rares

périphériques, effet

antabuse, godit

métallique
0,4-14,9 3100 14333
0,75 4,12 141,6

PO : per os, IV:Intraveineuse, VO: voie orale
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Dans une étude comparative réalisee entre 1994 et 2002 (Zar et al., 2007), il été prouvé
que I’action de la vancomycine pendent 10 jours sur les formes séveres a plus de succes de
guérison en comparaison avec le métronidazole qui est moins efficace. Par contre ils ont
présenté une efficacité semblable sur les formes simples, mais selon les recommandations
européennes (Debast et al., 2014) le métronidazole reste le traitement de premiere intention.
Or, les recommandations américaines voient qu’il ne faut plus avoir recours au métronidazole
en raison de son action a large spectre qui cause une dysbiose profonde (Olivas et al., 2010)
(Tableau 4).

En terme de guérison clinique la fidaxomicine a une performance semblable a la
vancomycine voir méme un effet bactéricide et post antibiotique plus important que les deux
autres molécules, et au niveau de prévention de récidive elle est aussi bien mieux que la
vancomycine , donc sur I’ensemble de la guérison globale (guérison clinique + absence de

récidive) la fidaxomicine est de 74% d’efficacité par rapport a la vancomycine (Sabri, 2019).
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Tableau 4 : Schéma de la prise en charge des premiers épisodes d'ICD selon I'état de
I'infection (Detail, 2018).

Gl s En Fabsence de facteur de risque de récidive
Leucocyte < 15 Gfl et = Premiére intention = métronidazole PO 500mg 3 fois par jour pendant 10
créatinémie < 1.5 x valeur de Jjours
base o S évolution défavorable etfou persistance aprés 3-5 jours : switch
vancomycine PO 125mg 4 fols par jour pendant 10 jours
* Seconde intention : si contre-indication au métronidazole, on donne de la
vancomycine PO 125mg 4 fois par jour pendant 10 jours
o 5 évolution défavorable etfou persistance aprés 3-5 jours: avis
spécialisé
*  En présence de facteur de risgue initiaux de récidive : population ciblée
o Premiere intention = fidaxomicine PO 200mg 2 fois par jour pendant
10 jours
Forme séwére : Leucocyte > 15 *  vancomycine PO 125mg 4 fols par jour pendant 10 jours
G/l et créatinémie > 1.5 x valeur

de base

Formes compliquées : = métronidazole IV 500mg/Bh + vancomycine voie entérale (lavement ou sonde
hypotension, [léus, mégacilon nasogastrique) 500mg 4 fois par jour pendant 10 jours

toxique, choc septigue. + consultation spécialisée

VO impossible = 5i échec: tratement par vancomycing + injection immunoglobulines

polyvalente 200 3 400 mg/Kg dose unigue ou répstés,
* Chirurgie de sauvetage (colectomie) en cas de colite fulminante avec choc
(mortalité importante).

PO : per os, IV: Intraveineuse, VO: voie orale

La vancomycine et la fidaxomicine ne sont pas d’adsorbées au niveau intestinal ce qui
permet une tolérance bien plus important que le métronidazole. La vancomycine est
administrée par voie orale et intracolique par lavement, sonde nasogastrique, et le

métronidazole est administré par voie orale ou par voie intraveineuse (Sabri, 2019).
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7.2. Traitement des récidives

Pour traiter les récidives il est recommander de ne pas administrer un traitement prescrit
au premier lieu, pour cette raison le recours a la fidaxomicine est un choix meilleur a cause de
son efficacité a lutter contre les survenues de récidives mais il est important de souligner qu’il
faut suivre un schéma posologique (cas de multi-récidives) qui consiste a administrer la
fidaxomicine de 200 mg par jour pendent les 5 premiers jours puis sur deux de 7 jours a 25

jours avec un suivie de 12 semaines (Guery et al., 2018).

Pour la vancomycine un traitement de 40 jours permet d’obtenir un taux de guérison
sans récidive de 50% par rapport a un traitement de 55 jours de fidoxomicine avec un taux de
70 % mais I’antibiothérapie par cette derniere demande un plus grand colt (Sirbu et al.,
2017).

Le traitement d’une premicre récidive qui survient dans les 8 semaines apres 1” épisode
initial est un Traitement alternative par métronidazole ou bien par vancomycine, le choix
entre ces deux molécule dépend de 1’ efficacité du traitement de 1’épisode initial . si la forme
récidivante est grave une bithérapie s’impose ou la vancomycine est administrée par voie

orale en Po suivie par le métronidazole en Po ou voie Intraveineuse.

La présence d’au moins de 3 facteurs de risques et 1’absence de forme grave
recommande directement un traitement par la fidaxomicine 200 mg deux fois par jour
pendant 10 jours (figure 11) (Detail ,2018).
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Meétrodinazole en Po
ou IV

E Traitement alternatif }

Vancomycine en PO

Fidaxomicine PO 200 mg
2 fois par jour pendent 10
jours

S’il y a une présence de
facteurs de risques

Figure 11 : Schéma représentatif du traitement de la premiére récidive.

Dans le cas d’une deuxiéme récidive le traitement se fait par la vancomycine ou le

schéma de posologie est dégressif (Detail, 2018) :

- 125 mg 4 fois par jour pendant 10 jours.
- 152 mg une fois par jour pendant 10 jours puis 125 mg tous les 2 jours pour 7 jours
et finalement la méme dose tous les 3 jours pour 14 jours.

La fidaxomicine est également un traitement pour la deuxiéme récidive, elle suit une
posologie de 200 mg 2 fois par jour pendant 10 jours. Pour voir I’efficacité des traitements un

recours aux criteres cliniques (symptomologie) est essentiel.

D’autres approches thérapeutiques sont mises en scéne teles que : les injections
intraveineuses de gammaglobuline (anticorps antitoxine A et B), administration de
probiotique, la vaccination et la transplantation de microbiote fécal qui est une technique

récente qui prouve une bonne efficacité (Lowy et al., 2010).

La transplantation de microbiote fécale (TMF) est un nouveau traitement qui a pu
révéler une réussite dans le cas de guérison des récidives multiples, elle consiste a introduire
un filtra fecal parvenant d’un donneur sain au niveau de son tube digestive a un receveur

malade pour rééquilibrer son microbiote intestinal (ANSM, 2016).

42




Chapitre 2 : Les infections a Clostridium difficile

8. Mesures de prévention

Lors de [linfection par C. difficile des mesures générales sont prises en
considération (Detail, 2018):

e L’arrét ou le changement de 1’antibiotique administré
e Controle des troubles hydroélectriques et réhydratation

e Arrét des ralentisseurs de transit et des pompes a protons

Pour prévoir la dissemination des ICD il faut se conditionner par les régles et les
mesures suivantes (Détail, 2018 ; Barbut et al., 2004) :

e Usage rationné des antibiotiques (savoir utiliser le bon antibiotique avec les bonnes
indications, la bonne dose et durée requise).

e Réduction de la prescription de certains antibiotiques tels que : I’amoxicilline + acide
clavulanique, la clindamycine, la fluoroquinolones et autres) car elle est corrélée
positivement a I’incidence des ICD.

e Isolement des patients symptomatiques dans des chambres individuelles ou bien les
regrouper dans le méme secteur avec une équipe soignante, afin de minimiser la
transmission horizontale.

e Formation d’une équipe soignante sur 1’épidémiologie.

e Port de gants lors de tout contact avec le patient infecté ou son environnement proche,
et aussi le lavage adéquat des mains avec du savon ou une solution hydro alcoolique.

e Port de surblouse a manches longes lors du contact avec le patient et son
environnement.

e Utilisation d’un thermometre a usage unique

e Désinfection quotidienne des locaux surtout les chambres des patients qui présentent
des diarrhées fréquentes par des produits qui diminue la charge bactérienne comme

I’hypochlorite de sodium pour minimiser la propagation des spores

Pour procurer plus d’informations il existe plein de documents présentants les mesures
de prévention et de contrdle de la diffusion des ICD tel que « Les recommandations de
bonnes pratiques de soins en EHPAD : prévention des infections en EHPAD » (Denchiche,
2014).
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1. Historique

La transplantation de microbiote fécal (TMF) n’est pas une pratique récente. Elle a été
effectuée pour la premiére fois au 4°™ siécle en Chine par Ge Hong (Zhang et al., 2012). Ce
traitement était un remede tres efficace contre les empoisonnements alimentaires séveéres et

les diarrhées.

Au 16°™ siécle Li Shizhen , un médecin Chinois, s’est dirigé vers I’utilisation des
solutions fécales fermentées, fraiches, seches ou infantiles pour soigner les maladies
abdominales avec diarrhées sévéres, fiévres, douleurs, vomissements et constipations. Ce
médecin faisait donc avaler ces solutions connues sous le nom de «soupe jaune » a ses
patients (Zhang et al., 2012).

Un siécle plus tard, Fabricius Acquapendente inventa la méthode de « transfaunation »
qui consistait a administrer le contenu gastro-intestinal d'un animal sain a un animal malade
ayant des problémes de rumination (Sbahi et Di Palma, 2016). Cette méthode était inspirée
d’un comportement purement naturel qui est la coprophagie; un régime alimentaire
particulier suivit par certains animaux pour rétablir leur microbiote intestinal, en mangeant de

la matiére fécale.

Au cours de la seconde guerre mondiale, les soldats Allemands souffraient
régulierement de dysenterie. lls remarquerent que les bédouins de 1’ Afrique du Nord ne n’en
souffraient presque pas. Et pour raison, ces derniers consommaient les selles de chameaux
dés que les symptomes d’une dysenterie s’installaient. De ce fait, les soldats commencerent a

en consommer & leur tour (Barbut et al., 2015).

Le premier cas d’infection récidivante a Clostridium difficile traité par transplantation
de microbiote fécal (TMF) fut en 1983, et c’est ainsi qu’un travail a été publié a son propos
(Schwan et al., 1984). Les 30 années suivantes, cette méthode a montré son efficacité, mais ce
n’est qu'en 2013 qu’un premier essai clinique randomisé fut réalis€é par une équipe

hollandaise (Van Nood et al., 2013).

A Theure actuelle, des études prometteuses en relation avec la transplantation de
microbiote fécal sont en cours de réalisation visant a traiter d’autres maladies qui ont été
longtemps insoignables comme la maladie de Crohn, la maladie de Parkinson, le syndrome de
I’intestin irritable (SII), les maladies du foie, 1’autisme, la schizophrénie, I’anxiété, les

maladies auto-immunes (les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin(MICI),
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rectocolite hémorragique (RCH)) les maladies métaboliques (le diabéte, obésité) et les
allergies ( Brandt et Aroniadis, 2013 ; Vrieze et al., 2013).

2. Définition

La transplantation de microbiote fécal consiste a faire introduire la matiere fécale diluée
et filtrée au préalable qui provient d’une personne donneuse saine dans le tube digestif d’un
patient receveur infecté, pour rétablir 1’équilibre de son microbiote intestinal et donc traiter ce

qu’on appel « les dysbioses » afin d’éviter toute faille favorisant la colonisation des bactéries

pathogenes, notamment les Clostridium difficile (ANSM, 2014).

Le microbiote administré doit étre considéré comme un médicament comme le souligne
I’article L. 5111-1du CSP francais (Code de la Santé Publique) ou le médicament est définit
comme « toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives
ou préventives a 1’égard des maladies humaines ou chez 1’animal ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou

métabolique ».

En plus de certains pays de 1’Union Européenne, aux Etats-Unis, la Food Drug
Administration (FDA) considére aussi le microbiote fécal comme étant un médicament
expérimental qui rentre dans le cadre 1égislatif et réglementaire. A 1’exception du Royaume-

Uni, le Danemark, les Pays-Bas qui 1’estiment comme étant un tissu corporel (ANSM, 2014).

Plus de 90% des patients souffrant d’une ICD récidivante et traités par TMF
reconnaissent une amélioration et une reconstitution compléte de leur microbiote intestinal
(Gough et al., 2011). Ce qui montre la grande efficacité de ce traitement par rapport a celui
des antibiotiques (mancomycine, métronidazole, ou la fidaxomicine) qui provoque le plus

souvent des résistances au fil des temps.

De nos jours, seules les infections récidivantes a Clostridium difficile sont traitées par la
TMF, et il n’y a pas un protocole standardisé entre les pays et méme d’une équipe a une autre

faisant partie du méme pays (Kelly, et Tebas, 2018 ; Bourlioux, 2015).
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3. Indications

La transplantation de microbiote fécal est recommandée en cas des récurrences
multiples d’infections a Clostridium difficile (& partir de la 2°™ récidive) qui ne répondent
pas a des traitements antibiotiques répétes (Debast et al., 2014). Seule I’infection a C. difficile
est la mieux étudiée aujourd’hui et conduit le plus souvent a de excellents résultats, en
attendant la validation de cette méthode pour d’autres maladies. Selon Harry Sokol, « Il existe
de nombreuses indications potentielles pour la TMF mais les données sont pour [’instant

insuffisantes et de nombreuses questions sont non résolues » (Sokol, 2018).

4. Application de la transplantation de microbiote fécal

Pour effectuer une transplantation de microbiote fécal, il faut suivre un ensemble

d’étapes qui se présentent comme suite :

— Recrutement du donneur

— Préparation du patient receveur

— Préparation de la suspension fécale humaine

— Administration de la suspension fécale humaine

— Tragabilité

4.1. Recrutement du donneur

4.1.1. Choix du donneur

Le donneur peut étre une personne de la méme famille ou bien anonyme. Généralement
le clinicien choisit les personnes du méme entourage du receveur, parce que ce dernier
acceptera psychiqguement mieux les selles venant des personnes vivants avec lui sous le méme
toit et qui partagent presque des habitudes de vie similaires (Sokol et al., 2015 ; Chikhoune,
2019). Ce type de don diminuera fortement le risque de transmission d’agents infectieux
supplémentaire auxquels le receveur n’a jamais était confronté auparavant au niveau du tube

digestif.

Actuellement il n’existe aucun argument scientifique en faveur d’un don venant d’une
personne familiére par rapport a un don anonyme (ANSM, 2014). Néanmoins, le don
anonyme reste le plus favorable car le receveur n’est plus concerné par la sélection, cette

derniére dépendra uniquement du clinicien et la réalisation des examens sur le donneur n’est
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effectuée qu’une seule fois. De ce fait, avec ce type de don, nous n’aurons plus la relation
« un donneur pour un receveur » mais plutét plusieurs malades sont traités en utilisant un
échantillon de matiere fécale du méme donneur anonyme. Du coup, les couts de dépistage
seront réduits (Rohlke et al., 2010).

Il est a noter qu’une sélection rigoureuse du donneur est préconisée quelle que soit la

relation entre le donneur et le receveur.

4.1.2. Présélection

Avant I’acceptation des selles du donneur, une présélection doit étre mise en ceuvre
(ANSM, 2014). Cette derniére comportera :

e La prise en compte des antécédents médicaux du donneur et les facteurs de risque
a I’aide d’un questionnaire de présélection.

e Larecherche d’éventuelles 1ésions dues au virus humains Papilloma Virus (HPV)
ou Herpes Simplex Virus (HSV) par I’examination de la marge anale lors d’un

entretient médical.

Cette présélection est réalisée pour repérer d’avance tous les agents infectieux
transmissibles qui peuvent causer des pathologies liées au microbiote intestinal et ainsi
éliminer les personnes non aptes a donner leurs selles, ce qui va réduire les charges
supplémentaires du bilan de dépistage sanguin et fécal. De ce fait, le donneur devra remplir un

questionnaire médical de présélection (Annexe 1) (Annexe 2).

Il est important également de prévenir le donneur de ne pas s’exposer a toute source de
contamination jusqu’au jour du don (Alimentation, voyages...). Le médecin traitant va
décider aprés les résultats de présélection si le donneur candidat peut continuer ou non les

démarches. Un consentement écrits et signé, de la part du donneur, doit étre délivre.

4.1.3. Bilan biologique et infectieux du donneur

Aprés la présélection, des examens sur chacun des échantillons de sang et de selles
devront étre effectués entre 15 et 21 jours avant le don (Chikhoune, 2019 ; Sokol et al., 2015).
Pour cela, le donneur devra faire un ensemble de prélevements pour permettre la réalisation
des tests de dépistage de maladies transmissibles (Annexe 3). Les agents infectieux doivent
étre dépistés (Tableau 5).
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Tableau 5 : Liste des agents infectieux a dépister chez le donneur pour la pratique clinique
(Sokol etal., 2015).

Treponema pallidium

Bactéries

-Virus de I'immunodéficience
humaine (HIV)
-Virus T-lymphotropique humain
(HTLV)

-Virus des hépatites B et C (HVB?
HVC?)
-Cytomégalovirus (CMV) / Virus
Epstein-Barr (EBV) ®

Virus?

-Strongyloides strecoralis*
-Amibiase*
-Trichinella sp®

Parasites -Toxoplasma gondii

48

-Clostridium difficile

Coproculture standard :
-Listeria monocytogenes
-Vibrio cholerae
-Vibrio parahemolyticus
-Salmonella
-Shigella
-Bactéries multirésistantes

antibiotiques

-Adenovirus
-Astrovirus
-Calcivirus (norovirus,sapovirus)
-Picomavirus (entérovirus,virus Aichi)
-Rotavirus

-Virus des hepatites A et E

-Strongyloides strecoralis et
Cryptosporiidium sp (Si patient
immunodeprimé)®
-Cyclospora sp®
-Entamoeba histolytica®’
-Giardia intestinalis®
-Isospora sp®

-Microsporidies®
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Les virus sont recherchés dans les selles a 1’aide de tests de biologie moléculaire par PCR.

2Charge virale (PCR) en plus de la sérologie.

3Uniquement pour vérifier I’absence de séro-discordance avec le receveur.

4Sérologie si séjour en zone a risque.

°En cas de consommation de gibier uniquement.

®Examen parasitologique des selles sur trois prélévements différents.

"En cas de séjour en zone d’endémie amibienne, une PCR E.histolityca est recommandée.

A cela se rajoute un bilan sanguin (Sokol, 2016 ; Batista et al., 2015 ; Sokol et al.,2015)

qui inclut :

Un test hématologique comprenant : la numération de la formule sanguine (NFS),
TPet TCA

Un test des fonctions hépatiques (ASAT, ALAT, PAL, bilirubine, gamma-GT)

Des données biochimiques (glycémie & jeun, créatinine et la protéine c-réactive
(CRP)).

D’autre part, ’examen de selles comporte en plus :

Un dosage de la calprotectine fécale ; une protéine de surface des monocytes et des
macrophages. Lors d’un processus inflammatoire la synthése de cette protéine
augmente (Chaabouni et al., 2016 ; Tibble et al., 2002), c’est pour cela qu’elle
présente un bon moyen pour écarter les donneurs qui souffre d’une inflammation
de la muqueuse intestinale (Batista et al., 2015).

Un examen macroscopique normal (selles sans urines, sang ou pus) (Batista, R et
al., 2015).

Un examen microscopique pour exclure la présence de trainée de mucus,

d’hématies, de leucocytes et de cristaux de Charcot-Leyden (Batista et al., 2015).
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Il y a certaines différences qui existent entre le texte de I’ANSM (Agence Nationale de
Sécurité du Médicament) pour la recherche clinique et les recommandations du GFTF
(Groupe Francais de Transplantation Fécale) pour la pratique clinique courante. Le GFTF

quant a lui, recommande un bilan de dépistage qui exclut la recherche de :

e Listeria dans les selles, a cause de 1’absence de milicu spécifique ainsi que la
recherche n’est pas faite en routine au laboratoire (Sokol et al., 2015).

e Vibrio dans les selles, parce que le risque épidémiologique est tres faible et la
recherche n’est pas pratiquée de maniére quotidienne au laboratoire (Sokol et al.,
2015).

e Virus entériques dans les selles, a part le Rotavirus pour I’enfant et Norovirus pour

I’adulte (Sokol et al., 2015).

Toxoplasmose ou Epstein-Barr virus (EBV), car a ce jour le risque d’une

transmission via les selles est non démontré (AFSSAPS, 2007).

Trichinella sp par sérologie (Sokol et al., 2015).

Cette liste doit étre réexaminée en permanence. Cependant, le risque de transmission
d’un agent infectieux présent en petite quantité ne peut étre exclut malgré 1’existence de
différents protocoles et recommandations au niveau mondial (Kump et al., 2014 ; Cammarota
et al., 2017 ; Bakken et al., 2011). Bien que sa transmission soit généralement faible et sans

consequences graves pour le receveur (Sokol et al., 2015).

4.1.4. Recherche du génome viral du SARS-CoV-2

En ce qui concerne la situation épidémiologique actuelle, a savoir la survenue du

COVID-19, des mesures de préventions doivent étre respectées afin d’assurer le bon

déroulement de la TMF. Pour cela, il faudra (Pairaud, 2020 ; ANSM, 2020) :

e Se mettre a la recherche de toute situation de contact du donneur avec une
personne atteinte dans les 28 jours qui précedent le don

¢ Faire un examen clinique pour la recherche d’une infection COVID-19

e Au maximum 72h avant le premier don, effectuer une recherche du génome viral
du SARS-CoV-2 par la PCR sur prélevement naso-pharyngé.

e S’assurer de 1’absence de ce génome viral dans les selles par la PCR.

e Placer en quarantaine les selles collectées, les préparations realisees a partir de ces
selles et les médicaments fabriqués a partir de ces selles.
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Il se peut donc que ce virus soit transmit via la TMF au patient receveur si le
coronavirus SARS-CoV-2 est retrouvé dans les selles du donneur, ce qui va conduire a sa

réplication dans le tube digestif du patient et ainsi son infection.

4.1.5. Sélection définitive du donneur

Le jour méme du don, le donneur aura a faire a un deuxieme questionnaire allégé
(Annexe 4) et a un entretien médical pour s’assurer qu’aucun symptome d’infection : fievre,
vomissement, diarrhée...etc. n’a eu lieu durant les 15 a 21 jours entre la présélection et la

transplantation de microbiote fécal (Sokol et al., 2015; Bakken et al., 2011).

Le donneur devra exclure de son alimentation tous produits causant une allergie au

patient et cela cing jours avant la pratique de la TMF (Gough et al., 2011).
Le profil idéal du donneur dans ce cas est présenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau 6: Profil idéal du donneur (ANSM, 2014).

e Age entre 18 et 65 ans

e IMC inférieur a 30

e Absence de toutes pathologies chroniques

e Absence de toute prise d’antibiotiques durant les trois mois précédent le don

e Absence de séjour dans un autre pays durant les trois mois précédent le don

e Absence de résidence en zone intertropicale pendant plusieurs années

e Absence d’hospitalisation pendant les 12 mois précédent le don a I’étranger

e Absence de diarrhée chronique ou aigue durant les trois mois précédent le don
e Absence de fievre typhoide

e Aspect macroscopique normal de la matiere fécale

e Dépistage négatif d’agents infectieux
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Préparation du
transplant
- Don pour Fecotheque
Prelevement
transplant
Entretien 1 Tests de dépistage Entretien 2 Coprotheque
Questionnairede Fécotheque Questionnairede Recueil des événements
présélection sélection post-don
P | ) Ee— | h g ~ 15j S
Présélection Don Sélection Transplantation  Surveillance

Figure 12 : Les étapes de recrutement du donneur (ANSM, 2014).

4.2. Préparation du patient receveur

Il faut tout d’abord qu’un consentement éclairé (Annexe 5) soit signé en 3 exemplaires
par le patient receveur: un pour le patient, le deuxieme a garder dans le dossier de soin du
patient et le dernier sera inclut dans le dossier de lot. Cet acte ne doit étre fait qu’aprés avoir
recu de la part du groupe soignant une information sur les risques qui peuvent arriver a ce
patient apres l’intervention. Une information qui doit étre claire et adaptée au degré de
compréhension de celui-ci (Batista et al., 2015 ; FDA, 2016 ; Sokol et al., 2015 ; ANSM,
2014).

Une antibiothérapie est nécessaire avant I’administration de microbiote fécal. Le patient
va étre prétraité par la vancomycine per 0s, 250mg trois fois par jour pendant 4 jours ou 500
mg deux fois par jour pendant 7 jours dans le but de diminuer le taux des C. difficile sous
forme végétative. Ce traitement devra étre arrété 1 a 3 jours avant la TMF (Aas et al., 2003 ;
Detail, 2018).

La veille de la transplantation de microbiote fécal il est recommandé de faire un lavage
colique par la prise de 4L d’une solution de macrogol (polyéthylene glycol (PEG)) (Sokol et
al., 2015). Lorsque I’introduction de microbiote fécal se fait par sonde nasogastrique, un
prétraitement par inhibiteur de la pompe a proton (I’omeprazole 20 mg) sera réalis¢ la veille et
le matin de I’intervention (Aas et al., 2003; MacConnachie et al., 2009; Rubin et al., 2009;

Russell et al., 2010) car le microbiote inséré peut étre détruit a un pH acide.
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Un anti-diarrhéique (du loperamide (Imodium)) est prescrit immédiatement ou 6 heures
au maximum apres la transplantation de microbiote fécal, pour éviter toute excrétion de selles
durant au moins 4 heures et dans le but de maximiser le temps de contacte de la matiére fécale
introduite avec la muqueuse du receveur (Brandt et al., 2012 ; Rohlke et al., 2010 ; Bakken,
2009).

4.3. Préparation de la suspension fécale humaine

La préparation de la suspension fécale humaine pourra étre effectuée une fois les
consentements signes par le receveur et le donneur, les bilans biologique et infectieux du
donneur réalisés, la recherche du genome viral du SARS-CoV-2 faite et les questionnaires

validés.

Cette préparation est sous la responsabilité de la pharmacie a usage intérieur qui se
trouve au sein d’un établissement de santé. Quant au laboratoire de la microbiologie, il est

chargé d’effectuer le contrdle des préparations de selles (ANSM, 2014 ; Sokol et al., 2015).

Les selles sont fournit par le donneur le jour de la transplantation de microbiote fécal,
de préférence au niveau de 1’établissement de santé ou a eu lieu la préparation de la
suspension fécale. Pour garantir que le donneur aura la capacité de transmettre une quantité
suffisante de selles le jour méme du don, il serait mieux de lui administrer un laxatif doux tel
le citrate de magnésium (Rohlke et al., 2010) ou I’hydroxyde de magnésium (Kelly et al.,
2012 ; Yoon et Brandt, 2010) ou bien un laxatif osmotique comme le macrogol ou le lactulose
(Batista et al., 2015 ; Owens et al., 2013 ; Sokol et al., 2015).

Compte tenu du temps restreint entre 1’émission des selles et leur introduction dans le
patient receveur (6 heures ( Aas et al., 2003 ; Bakken et al., 2011 ; Kelly et al., 2012 ; Mattila
etal ., 2012 ; Rohlke et al., 2010 ; Russell et al., 2010) & 24 heures (Bakken et al., 2011)), la
matiére fécale doit étre immédiatement transportée au lieu de la préparation dans un pot en
plastique étanche. Ce lieu doit étre réservé uniquement a cette pratique (AFSSAPS, 2007) et
équipé d’une hotte aspirante a charbon ou d’une Sorbonne qui aspire 1’air de cet espace et qui
détecte les polluants, afin d’échapper au risque de contamination croisée (Batista et al., 2015).

Toutes les étapes de préparation de la suspension fécale sont réalisées a température
ambiante. De 50g jusqu’a 150g de selles sont recommandés pour effectuer la préparation, car
selon Gough et al., le taux de rechute est quatre fois plus élevé lorsqu’une quantité inférieur a

cela est utilisée (Gough et al., 2011).
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L’échantillon doit étre par la suite dilué en le mélangeant avec le Chlorure de Sodium
(NaCl) (Borody, 2000 ; Gough et al., 2011), ou bien de I’eau stérile (Arkkila et al., 2010 ;
Kelly et al., 2012 ; Mattila et al., 2012), cependant 1’utilisation d’une solution de Chlorure de
Sodium a 0.9% est préférable dans ce cas pour respecter I’isotonie de 1’échantillon (Sokol,
2016 ; Sokol et al., 2015). Cette solution diluée est ensuite mélangée grace a un vortex ou
manuellement jusqu’a ce qu’elle soit homogene et liquide. Puis vient I’étape de la filtration ou
un chinois en acier ou une compresse de gaz hydrophile stérile posée sur un entonnoir
autoclavable- sont utilisés pour permettre d’enlever les grosses particules comme les débris
alimentaires non digérés (Sokol, 2016 ; Sokol et al., 2015), qui pourraient bloquer les
systémes d’administration : coloscope, seringue, endoscope, ou la sonde naso-gastrique. Le
volume obtenu doit étre limité entre 200 et 500 ml, dans le but de conserver 1’échantillon de la
suspension fécale le plus intact possible et de maintenir une concentration élevée en flore
bactérienne (Sokol et al., 2016 ; Sokol et al., 2015).

Enfin, la préparation sera conditionnée selon le mode d’administration. Lorsque
I’administration de la suspension fécale se fait par sonde naso-gastrique, elle sera mise dans
des seringues de 50 a 60 ml avec un embout qui permet le raccordement a la sonde ou au
canal a biopsie du coloscope (Batista et al., 2015 ; Sokol et al., 2015). Par contre si cette
suspension est administrée par lavement, elle sera disposée dans une poche a lavement de 500
ml (Batista et al., 2015 ; Sokol et al ., 2015).

Afin de respecter le délai de 6 h entre I’émission des selles et la TMF, la suspension
conditionnée devra étre rapidement transportée vers le lieu de transplantation a une
température de conservation de +2 C° et +8 C° (Batista et al., 2015 ; Sokol et al., 2015).

4.4. Administration de la suspension fécale humaine

A T’heure actuelle, il n’existe aucun consensus clair sur la voie d’administration qui
procure le plus un grand bénéfice (Cammarota et al., 2017). Cependant, il existe un nombre

d’avantages et d’inconvénients pour chaque méthode d’administration (Postigo et Kim, 2012).
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4.4.1. Partie inférieure du tube digestif

e Par coloscopie

Il s’agit de la voie d’administration la plus couramment utilisée dans le cadre de la
bactériothérapie. La suspension fécale est mise dans des seringues de 50 a 60 ml avec un
embout qui s’insert dans le canal opérateur du coloscope (Sokol et al., 2015). A 1’aide de ce
coloscope, la suspension fécale sera transplantée au niveau de la partie inférieure du tube
proximal du tractus gastro-intestinal. Le tube est introduit par voie anale.

Cette procédure a deux principaux inconvénients ; d’une part, les patients les plus
fragiles sont exclut a cause de la nécessité d’une anesthésie générale ; d’autre part, il y a un
risque de perforation colique (Bowles et al., 2004). Quant a ses avantages, ils résident en la
capacité d’administrer des volumes plus importants et d’évaluer 1’atteinte de la muqueuse

(Trang et al., 2017 ; Sokol et al., 2015).

e Par lavement

Cette technique nécessite 1’utilisation d’une poche a lavement a usage unique.il est
demandé au patient dans cette procédure de contenir la préparation 2 heures minimum. Cette
technique est facile a réaliser, ne nécessite pas des compétences spécifiques, mois couteuse et
mois invasive. Cependant il peut y avoir un risque de non rétention du transplant en cas de
fuite (Trang et al., 2017 ; Sokol et al., 2015; Bakken, 2009).

4.4.2. Partie supérieure du tube digestif

e Par sonde naso-duodénal

C’est une technique qui est réalisée sur un patient a jeun ayant regu au préalable des
inhibiteurs de pompe & protons (20 mg d’esoméprazole ou 40 mg d’oméprazole). Pour que
cette technique soit mise en pratique, un contrdle radiographique doit étre fait afin de
s’assurer que la sonde soit bien positionnée. Cette voie est contre indiquée pour les patients a
risque de vomissement ou présentant un reflux gastro-oesophagien compte tenu du risque
d’inhalation (Trang et al., 2017 ; Sokol et al., 2015).
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e Par gélules

C’est une technique expérimentale qui n’est pas encore agréée par la FDA (la Food and
Drug Administration). 24 a 38 gélules de 0.47 ml sont ingérées par le patient en association a
la vancomycine. Les gélules sont préparées le jour de la transplantation du microbiote fécal a
partir de 100 g de matiére fécale diluée dans du sérum physiologique. Cette préparation est

centrifugée, décantée et remise dans les gélules par pipetage (Denchiche, 2014).

Le matériel réutilisable salit par les selles doit étre autoclavable. Dans le cas contraire,

si le matériel est a usage unique, il sera jeté dans les déchets d’activités de soins a risques

infectieux (AFSSAPS, 2007).

Les personnes qui réalisent la préparation de la suspension fécale doivent porter des
gants, des blouses, des masques et des lunettes de protection, car les selles constituent un

risque biologique de niveau 2.

Le malade doit rester au lit durant 48 heures pour une surveillance de 24 heures au

minimum apres la transplantation de microbiote fécal (Batista et al., 2015).

TMF

Vancomycine 125-500mg x 4/j (per os) | Arrét antibiotique d Suiwi

v

| &———— sdjours ——————>— 0-72h —*=

Figure 13 : Séquence thérapeutique de TMF dans les infections & Clostridium difficile
récidivantes (Sokol et al., 2015).
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4.5. Tracabilité

Une tracabilité rigoureuse doit étre rajoutée au protocole de la transplantation de
microbiote fécal (van Nood et al., 2013) pour aider a identifier et faire le lien entre le receveur
et le donneur et notamment entre les principales étapes de la TMF ; du dépistage du donneur
jusqu’a la transplantation de la suspension fécale (Sokol et al., 2015 ; Détail, 2018). Elle est
indispensable en raison des risques de transmission d’agents pathogénes. Une coprothéque et

une échantillotheque doivent étre mise en place pour chaque TMF.

La coprothéque comprend 1 a 2g prélevés de I’échantillon de selles brutes émises par le
donneur le jour méme du don. L’échantillothéque regroupe 1 a 5 ml des échantillons de la
préparation de microbiote fécal. Ces prélevements sont conservés ensuite a -80 C° pendant au
moins 5 et 3 ans respectivement (Hamilton et al., 2012 ; Shankar et al., 2014 ; ANSM, 2014 ;
Sokol et al., 2015).
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Pré-inclusion des donneurs : 1 consultation
|Gastro-entérologie OU Maladies infectieuses)

Validation pharmaceutigue de |a matiére premiére (examen macroscoplgue des selles]
+ Questionnaire médical + Information + Formulaire de consentement

Screening biologlque : ordonnance + bon pré-remplis
Prélévement sanguin lors de [a consultation ; selles ; fournir las 3 pots de prélévement

Fjours

3 selles fraichement émises sur 1 semaine
hpportées par le donneur au centre biologique
Pot N°1: dispatché en Parasitologie vers Bactériclogie et Virologie
PotN'2 et 3 . destinés au laborataire de Parasitologie
1 échantillon pour fécothéque

Rendus des résultats at Inclusion définitive : 2™ consultation

Recuell d'au mains 50g de selles fraiches : directement sur le site de [a transplantation
1 échantillon pour fécothéque

Note heure d'arrivée de [ selle et heure de départ du transplant
Nom du donneur et du receveur

B heures

Site de préparation : salle des préparations non stériles
Transplant contenu dans une pache de nutrition entérale de 500 m|
1 échantillon pour fécothéque

Administration du transplant au receveur

Figure 14 : Procédure de la transplantation de microbiote fécal (Détail, 2018).
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5. Mécanisme d’action

Le mécanisme de la transplantation de microbiote fécal se présente comme suite
(Dolier, 2018 ; Biocodex Microbiota institute) :

Cellules de I'intestin - Microvillosités  Microbiote intestinal ‘% =C. difficile

oo !

1 COMPETITION

‘2 DESTRUCTION

3 METABOLISME

4 BARRIERE

Figure 15 : Le mode d'action de la TMF (Biocodex Microbiota institute).
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Compétition pour I’espace et la nourriture disponibles: étant plus adaptées a
I’écosystéme intestinal, les bactéries commensales du microbiote fécal introduit
s’opposent a la colonisation des Clostridium difficile en se fixant sur la surface de la
muqueuse intestinale. De ce fait, la TMF rétablit la compétition pour le milieu et
également la nourriture, conduisant ainsi a la diminution du milieu et des ressources

nutritionnelles pour les C. difficile qui auront cette fois-ci une croissance limitée.

Destruction de la bactérie pathogéne : une fois fixées, les bactéries de ce microbiote
stimulent la synthése de peptides antimicrobiens par les cellules de 1’épithélium
intestinal, telles les bactériocines. Ces peptides ont une activité bactéricide ou

bactériostatique. Dans ce cas, la TMF participe a la destruction des C. difficile.

Rétablissement du fonctionnement normal du métabolisme de I’hdte : 1’élimination
des microorganismes par les antibiotiques conduit & une altération du métabolisme
des acides biliaires. Les acides biliaires primaires ne seront plus convertis en acides
biliaires secondaires et ils ne pourront plus exercer leur action inhibitrice sur les C.
difficile se qui va offrir un milieu propice a la colonisation de ces bactéries
pathogénes. En faisant une TMF, les sels biliaires secondaires du donneur

empécheront la prolifération des C. difficile.

Restauration de I’effet barriére de I’intestin : la TMF va renforcer et restaurer la
barriére intestinale en fournissant les éléments indispensables a la régénération de

I’épithélium et a la synthese de molécules antimicrobiennes.
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Chapitre 3 : La transplantation de microbiote fécal

6. Effets secondaires

La majorité des effets indésirables d’une TMF constatés sont de nature bénigne et
principalement liés a la procédure de préparation et a la voie d’administration (Goughet al.,
2011).

Il s’agit de :

e Diarrhées

e Ballonnements

e Constipation

e Douleurs abdominales surgissant dans les heures qui suivent la transplantation et
ne dépassent pas les 48 heures

e Des maux de gorge si I’administration se fait par sonde naso-gastrique

e Un inconfort rectal, nausées, flatulences et des ballonnements si 1’administration se

fait par coloscopie.

A I’heure actuelle aucune transmission de maladies infectieuse ni de cas de septicémie
n’ont été signalées. Sauf en Amérique, ou un seul cas de décés a été enregistré en 2019 et ceci
a cause de I’absence de la recherche des bactéries multi-résistantes notamment d’E.coli
productrice de béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) dans leurs tests de dépistage. La
FDA a exigé ainsi, que les selles du donneur devront faire I’objet d’un dépistage de ce type de
microorganismes. Malgré cela, il ne faut pas exclure I’existence des risques de transmission

d’agents pathogénes méme apres avoir fait des tests de dépistage.
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal visé par cette étude théorique est de mettre I’accent sur une
technique récente: la transplantation de microbiote fécal (TMF) considérée comme
alternative thérapeutique non antibiotique, utilisée pour le traitement des infections a C.

diffcile récidivantes.

La rupture de la diversité commensale du microbiote intestinal augmente le risque
d’infections a C. difficile. L a TMF est devenue un réel défit thérapeutique pour lutter contre
ces infections récidivantes, contrairement aux traitements par la vancomycine, métronidazole
ou la fidaxomicine ou les récidives surgissent dans plus de 20 % des cas dans les deux mois
qui suivent I’antibiothérapie. Cette derniére a pour but de rétablir et renforcer le microbiote

intestinal altéré et faire de sorte que ces récidives n’auront plus lieux d’étre.

Néanmoins, la transplantation de microbiote fécal présente quelques limites : d’une part,
son application n’est pas standardisée entre les pays et les équipes et d’autre part, il ne faut

pas exclure le risque de transmission de certains microorganismes pathogénes.

En terme de perspective a venir, nous recommandons 1’utilisation de la TMF qui n’est
jusqu’a présent pas appliquée en Algérie, car elle représente une alternative favorable
permettant de renforcer le microbiote intestinal et augmenter la résistance a la colonisation par
C. difficile.

Il faut noter egalement que la TMF peut ouvrir d’autres perspectives de recherche afin
de guérir d’autres maladies liées a la dysbiose intestinale telles les MICI (Maladies

inflammatoires chronique de I’intestin), I’obésité, 1’autisme.. .etc.
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Annexe 1
Questionnaire de présélection spécifique au don de selles (ANSM, 2014).

CRITERES DE NON INCLUSION « RELATIVE »
INFORMATIONS CRITERES DE NON INCLUSION ABSOLUE

(a justifier)
= Donneur avec une pathologie
chronique connue Donneurs avec antécédents familiaux -
- MICI (lien de parenté)
oot epeleni | = Antécédent de fiévre typhoide - maladies auto-immunes (lien de
parente)
= Troubles digestifs (diarrhée aigué ou - cancer colique (lien de parenté et age
chronique) dans les 3 mois précédant d'apparition)

le don

Donneur suivant un traitement curatif | Donneur traité par anti-infectieux au cours
au long cours des 3 mois précédant le don®

= Séjour en zone intertropicale au
cours des 3 mois précédant le don

= Résidence de plusieurs années en
zone intertropicale

= Hospitalisations a I'étranger de
plus de 24h dans les 12 demiers mois
(y compris membres de I'entourage du

donneur)’
Donneur mineur® Donneur agé (=65 ans)*
Non limitant mais Donneur avec IMC>30°

" Afin d'éviter le portage de bactéries multirésistantes - of Recommandations pour la prévention de la transmission croisée des sBactéries
Hautement Résistantes aux antibiotiqgues émergentes » (BHRe), Haut Conseil de Santé Publique, Juillet 2013
? En I'absence d'arguments scientifiques, il convient de ne pas inclure les mineurs, en application des principes généraux régissant le don et
l'utilisation des &léments et produits du corps humain (art. L. 1241-2 du CSP) et de I'art. L. 1121-7 du CSP applicable dans le cadre des
recherches biomedicales
3 Puurdesrmons d'efficacité : le microbiote pouvant &tre altéré

[hezlesa.lptagedunep&ﬂ, le microbiote peut tre modifié et d'autre part, le rizgue de co-morbidités est plus important
ED'Lanan,I&spelmnnesuhmespr&semlﬁntunmnﬂhﬂhnﬂdﬁeddauﬁepﬂtd&mmmﬂhﬁpﬂimmuﬂmmqﬂm
possible de fransférer via le microbiote des pathologies telles que 'obésité et le diabéte




Annexe 2

Questionnaire médical de présélection pour transplantation de microbiote fécal

Absence de critéres de non inclusion

Information Vérification de I'absence de critéres de non relative ou justification par le médecin

Co-morbidités inclusion absolue chez le donneur

r Donneur sans paﬂ'.o'o{"e chrﬂ,nique Absence d'antécédents familiaux :

connue (y compris diabéte) O Maladie inflammatoires
o Absence d'antécédent de figvre chreniques de lintestin (lien de
Co-morbidités Ldels parent_e} i )
O Absence de toubles digestifs (diarrhée O maladies auto-immunes (lien de
aigué ou chronique) dans les 3 mois parenté)
précédant le don O cancer colique (lien de parenté

et dge d'appantion)

2 Donneur ne prenant pas un traitement O Le donneur n'a pas &té traité par
curatif au long cours anti-infectieux au cours des 3 mois
précédant le don

Traitement
médicamenteux

2 Le donneur n'a pas séjourné en zone
intertropicale au cours des 3 mois
précédant le don

0 Le donneur n‘a pas résidé plus d'un an
zone intertropicale

2 Le donneur ni son entourage n'a pas
éte hospitalisé a I'étranger plus de
24h dans les 12 demiers mois

Age ' Le donneur est majeur 2 Donneur dge a moins de 65ans

Statut pondéral 2 IMC du donneur <30 2 Donneur avec IMC >30

Si présence d'un critére de non inclusion relative, décision du médecin et | Signature :
justification :




Annexe 3

Procédure pharmaceutique de validation de la matiére premiére au regard des résultats de

Datedujour:...../ ... .........

bilans biologiques

Liste des agents infectieux a dépister obligatoirement chez le donneur : si présence de ’'un des

agents infectieux dans le sang ou les selles, I’utilisation du don est impossible.

Sang

Date du
bilan

sanguin et

résultats

Selles

Date
bilan

selles et

résultats

7 0

Bacteries

O Treponema pallidum

O Clostridium difficile

O Listeria monocytogenes

O Vibrio cholera/
Vibrio parahemolyticus

O Salmonella

0

Shigella

Bactéries multirésistantes

0

antibiotiques

O Virus de I’immmunodéficience
humaine (HI\V)

O Adenovirus

O Virus T-lymphotropique
humain (HTLV)

O Astrovirus

O Virus des hépatites B (HVB)

Calcivirus
(norovirus,sapovirus)

0

Virus

O Virus des hépatites B (HBYV)

Picomavirus
(entérovirus,virus Aichi)

0

O Cytomeégalovirus
Virus Epstein-Barr (EBYV)

CcMV) /

0

Rotavirus

Parasites

Virus des hepatites A
Virus des hépatites E
O Strongyloides strecoralis Strongyloides strecoralis
(@) Toxoplasma gondii Cryptosporiidium sp
(@) Trichinella sp Cyclospora sp

Entamoeba histolytica

Giardia intestinalis

Isospora sp

0/0[0]0|0|0 0]0]O0

Microsporidies

Signature médecin :

Signature pharmacien:




Annexe 4

Questionnaire de sélection du donneur (ANSM, 2014).

INCLUSION SUR LA BASE D’UNE
APPRECIATION INDIVIDUELLE

CRITERES DE NON INCLUSION

eEpisode de diarrhée (>3 selles molles a Recherche des évenements suivants :
liquide/j) chez le donneur ou les membres | ®Consultation medicale (motif)
de son entourage » Maladie contractée (laquelle, date et durée)
e Situation & risque de contamination : ePrise de médicaments (lesquels, date de la
e Voyage a I’étranger derniere prise)

e Contact avec du sang humain
(piercing, tatouage, piqure, plaie,
projection, soins dentaires...)

e Comportement sexuel a risque

e Présence de lésions anales
(afin  de limiter le risque de

transmission du virus du papilloma

humain et des virus de 1’herpes).




Annexe 5

Consentement éclairé pour sujet receveur de transplantation de microbiote fécal

JE SOUSSIZNE(L) +.vvnrintii ittt déclare avoir été informé(e)

1. que je souffre d’une infection intestinale dont le traitement par antibiotiques n’était plus ou pas
efficace

2. qu’il s’agit d’une infection par une bactérie dénommée Clostridium difficile

J autorise les services compétents du Centre Hospitalier ................oooviiiiiiiiin. .o a effectuer
sur ma personne une transplantation de microbiote fécal (TMF), c¢’est-a-dire 1’administration d’une
préparation pharmaceutique a base de selles.

Je comprends :
1. que tout retard a cette TMF est de nature & compromettre mes chances de guérison,

2. qu’aucun praticien ne procédera a des soins qu’il considérerait comme outrepassant ses capacités et
ses compétences,

3. que cette TMF consiste & m’administrer une préparation au moyen d’un lavement par voie rectale,
d’une coloscopie ou d’une sonde naso-gastrique ou naso-duodénale,

4. que les médecins ne peuvent pas garantir la réussite absolue de cette tentative de traitement, mais je
sais qu’en cas d’échec d’autres tentatives thérapeutiques peuvent étre effectuées, soit au moyen d’un
autre TMF, soit au moyen des traitements antibiotiques conventionnels,

5. qu’il me sera demandé de revenir en consultation dans le Centre Hospitalier afin de vérifier a des
temps réguliers que mon état de santé s’est amélioré ou non,

6. qu’une autre possibilité de traitement consisterait a reprendre une cure prolongée d’antibiotiques
dont je sais qu’elle peut également étre accompagnée de certains risques.

Le donneur
On m’a informé :

- que ce donneur n’est pas porteur des signes cliniques et biologiques d’une maladie inflammatoire
chronique de I’intestin au moment du don des selles,

- que cette préparation est constituée de selles sur lesquelles sont pratiquées des analyses biologiques
permettant d’éliminer le risque de transmission :

o desvirus suivants : VIH1, VIH2, HTLV1, HTLV2, hépatite A, hépatite B, hépatite C, hépatite
E, CMV

o des Dbactéries suivantes : Treponema pallidum, Clostridium difficile, bactéries
entéropathogeénes, et en particulier Shigella, Campylobacter, Yersinia, et Salmonella

o des parasites suivants : Strongyloides stercoralis, Entamoeba histolytica, Cyclospora, Isospora,
Cryptosporidium, microsporidies, Giardia intestinalis.




[ Je connais le donneur des selles qui feront I’objet de cette préparation et j’approuve ce choix.

[ Je ne connais pas le donneur de selles, mais je consens a ce que cette TMF soit effectuée avec un
donneur anonyme dés lors que toutes les précautions a 1’égard du risque de transmission de maladies
infectieuses ont été prises.

Risques liés a la technique

Cette procédure de TMF est réalisée au plan international depuis plusieurs années et, si actuellement
elle est considérée comme incapable de transmettre certaines maladies, ce risque ne peut étre
totalement exclu, qu’il s’agisse d’une maladie infectieuse ou d’une autre maladie. En ce sens, si les
données scientifiques entourant les TMF, sont, dans 1’état actuel de nos connaissances, parfaitement
rassurantes, il n’est pas possible d’exclure un risque de complication infectieuse ou immunitaire.

En signant le présent document ci-dessous, je certifie étre majeur et avoir compris le projet
thérapeutique de TMF et je consens a ce qu’il soit effectué sur ma personne.

Je reconnais qu’il m’a été possible de poser toutes les questions sur ce sujet.

Dans le cadre de cette procédure, une analyse des données recueillies sera réalisée. Un traitement
informatique des données nominatives sera effectué en conformité avec les dispositions de la loi 78-17
“Informatique et Liberté”” du 06 janvier 1978 modifiée par la loi 2004-801 du 06 aout 2004.
Conformément aux dispositions de cette loi, vous disposez d’un droit d’acces et de rectification. Vous
disposez également d’un droit d’opposition a la transmission des données couvertes par le secret
professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette procédure et d’étre traitées. Vous
pouvez également accéder directement ou par I’intermédiaire d’un médecin de votre choix a
I’ensemble de vos données médicales en application des dispositions de ’article L. 1111-7 du Code de
la santé publique. Ces droits s’exercent aupres du médecin qui vous suit dans le cadre de la recherche
et qui connait votre identité.

Signature du patient @ ..........cooiiiiiii

Signature du médecin : Je soussigné, Docteur
........................................................................... reconnais avoir expliqué a M.
........................................................... I’organisation du traitement qui lui était proposé et
en particulier la TMF a laquelle nous envisageons de procéder. J’en ai expliqué les risques potentiels,
les complications éventuelles y compris en cas d’absence de traitement et le patient m’a indiqué qu’il
avait compris I’ensemble des informations que je lui avais communiquées.

SIGNATUTE T .ottt e




RESUME

Certaines pathologies infectieuses sont la conséquence d’un déséquilibre qui touche le
microbiote intestinal, dénommé « dysbiose intestinale ». Ce genre de dysbiose est caractérisé
par une diminution de la diversité bactérienne et par des modifications de la proportion de
certaines espeéces de bactéries. C’est le cas des infections & Clostridium difficile qui
surgissent apres une lourde antibiothérapie. Les récidives de ces infections sont fréquentes

apres 1’arrét du traitement par la vancomycine, le métronidazole ou la fidaxomicine.

Notre étude, basée sur une recherche bibliographique, qui traite les infections
récidivantes a Clostridium difficile a pour but de présenter une nouvelle technique
thérapeutique autre que ’antibiothérapie a savoir « la transplantation de microbiote fécal ».
Cette technique consiste a remplacer le microbiote intestinal déséquilibré d’une personne
malade par un microbiote sain d’un donneur de selles qualifié.

Cette ¢tude suggere que comparativement a 1’antibiothérapie la TMF semble étre une
thérapie prometteuse pour rétablir 1’équilibre du microbiote intestinal et constitue de ce fait un

excellent traitement contre les infections a Clostridium difficile récidivantes.

Mots clés : microbiote intestinal, dysbiose intestinale, Clostridium difficile, transplantation de

microbiote fécal.




ABSTRACT

Some infectious pathologies are the consequence of an imbalance affecting the
intestinal microbiota, called “intestinal dysbiosis”. This kind of dysbiosis is characterized by a
decrease in bacterial diversity and by changes in the proportion of certain species of bacteria.
This is the case with Clostridium difficile infections that develop after heavy antibiotic
therapy. Recurrences of these infections are common after stopping treatment with

vancomycine, metronidazole or fidaxomicine.

Our study, based on bibliographic researche, which treats recurrent Clostridium difficile
infections, aims to present a new therapeutic technique other than antibiotic therapy, namely
“fecal microbiota transplantation”. This technique involves replacing the unbalanced gut

microbiota of a sick person with healthy microbiota from a qualified stool donor.

This study suggests that compared to antibiotic therapy, TMF appears to be a promising
therapy for restoring the balance of the intestinal microbiota and is therefore an excellent

treatment for recurrent Clostridium difficile infections.

Key words : intestinal microbiota, intestinal dysbiosis, Clostridium difficile, fecal microbiota

transplantation.
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Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
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Spécialité : Biologie moléculaire des microorganismes

Application de la transplantation de microbiote fécal contre
les infections a Clostridium difficile récidivantes

Résumé

Certaines pathologies infectieuses sont la conséquence d’un déséquilibre intestinal, dénommé « dysbiose
intestinale ». Ce genre de dysbiose est caractérise par une diminution de la diversité bactérienne et par des
modifications de la proportion de certaines espéces de bactéries. C’est le cas des infections a Clostridium
difficile qui surgissent apres une lourde antibiothérapie. Les récidives de ces infections sont fréquentes
apres 1’arrét du traitement par la vancomycine, le métronidazole ou la fidaxomicine.

Notre étude, basée sur une recherche bibliographique, qui concerne les infections récidivantes a
Clostridium difficile a pour but de presenter une nouvelle thérapie autre que 1’antibiothérapie a savoir « la
transplantation de microbiote fécal ». Cette thérapie consiste a remplacer le microbiote intestinal
déséquilibré d’une personne malade par un microbiote sain d’un donneur de selles qualifié.

Cette étude suggere que comparativement a I’antibiothérapie la TMF semble étre une thérapie prometteuse
pour rétablir la dysbiose intestinale et constitue de ce fait un excellent traitement contre les infections a
Clostridium difficile récidivantes.

Mot clés : microbiote intestinal, dysbiose intestinale, Clostridium difficile, transplantation de microbiote
fécal.
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