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Introduction :

Le microbiote intestinal désigne une population complexe et dynamique de micro-
organismes, héberge le tractus gastro-intestinal humain et exerce une influence marquée sur

I'n6te au cours de I'homéostasie et de la maladie (Harris ;2024).

Dés la naissance les microbes colonisent lintestin du nourrisson Le microbiote
intestinal suit un long cycle depuis son implantation jusqu’a sa maturation apres des
interactions avec des facteurs environnementaux, nutritionnels et médicamenteux

(antibiothérapie) pourront influencer sur sa composition (Comtet-Marre et al., 2024).

Le microbiote de I'intestin influence de nombreux aspects de la santé en assurant des
fonctions métaboliques et immunitaires dans un état sain. Un déséquilibre de cette flore
microbienne peut engendrer des effets délétéres comme des inductions de I’inflammation, le
développement des infections et une contribution potentielle des troubles métaboliques
(Ferrad, 2025).

Au cours des derniéres années, l'interét pour le microbiote intestinal a augmenté avec
une révolution methodologique dans I'étude du microbiote. Les méthodes moléculaires plus
sensibles ont remplacé les techniques classiques basees sur la culture des cellules gréace a
l'avancement du séquencage de haut debit (Harris ;2024). Mais malgré 1’importance
croissante des technologies d’analyse approfondie du microbiote intestinal et la détection des
états de dysbiose il est regrettable de constater que ces outils ne sont actuellement pas

disponibles dans notre région..

A cause de I’influence considérable du microbiote sur la santé humaine, plusieurs
approches thérapeutiques ont émergé comme 1’utilisation d’antibiotiques a spectre étroit, de
nouveaux probiotiques ainsi que des méthodes plus radicales telles que la transplantation
fécale (Ullah et al., 2025) .

Par ce travail, nous allons tenter d’explorer I’histologie et la physiologie du microbiote
intestinal, de discuter 1’état de son déréglement nommeée la dysbiose a travers ses implications
pathologiques et cliniques, et enfin de montrer I’intérét d’une investigation immunologique
dans la compréhension et le diagnostic de tous désordres touchant la flore intestinale, tout en
s’appuyant sur des données expérimentales et des avancées récentes en immunologie et en

microbiologie.
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Chapitre 01 : déscription du microbiote intestinal

1/Généralité sur le tractus digestif :

L'appareil digestif se compose du tractus gastro-intestinal - également appelé tube
digestif, du foie, du pancréas et de la vésicule biliaire. Le tractus gastro-intestinal est une série
d'organes réunis sur le long tube tortueux allant de la bouche a l'anus. Les organes creux qui
composent le tube digestif sont la bouche, I'cesophage, l'estomac, l'intestin gréle, le gros
intestin et I'anus. Le foie, le pancréas et la vésicule biliaire sont les organes solides du systeme
digestif (Ortega & Torres, 2023).

L'intestin gréle se compose de trois parties. La premiére partie s'appelle le duodénum.
Le jéjunum se trouve au milieu et I'iléon a la fin (Ortega & Torres, 2023). Le gros intestin
comprend I'appendice, le cecum, le cOlon et le rectum. L'appendice est une poche en forme de
doigt attachée au ceecum. Le cecum est la premiere partie du gros intestin. Le c6lon est la

partie suivante. Le rectum est la fin du gros intestin (Azzouz & Sharma, 2023).

Les bactéries présentes dans le tube digestif, appelées flore intestinale ou microbiome,
contribuent & une série de processus physiologique essentiels a la santé de I'n6te, notamment
I'homéostasie énergétique, le metabolisme, la santé de I'épithélium intestinal, l'activité

immunologique et le développement neurocomportemental (Barko et al., 2018).

Dominant gut phyla:

Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia

Predominant families in the:

Small intestine Colon
Lactobacillaceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae,
Enterobacteriaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae, -
Ruminococcaceae Inter-fold regions
= Lachnospiraceae,
Bile _ 3 Ruminococcaceae
duct L =

\

Appendw Diges:a— =) (.
Caccum Bacteroidaceae,
Rectum Prevotellaceae,
Rikenellaceae
10?2 cf e O™ ehig
Bacterial load saidad . —
(o] o | — £ S

Antimicrobials HIIIES——
Oxygen A

Proximal Distal

Nature Reviews | Microbiology

Figure 1: Répartition des principales familles microbiennes dans le tractus intestinal
humain(Donaldson et al., 2016)
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2 / Le microbiote intestinal :

2.1 / Définition :

Le microbiote intestinal est la communauté microbienne la plus significative et
complexe du corps humain. Sa répartition est inégale, les concentrations les plus élevées étant
présentes dans le colon. Composé de 10'* bactéries et d’autre micro-organismes comme des
virus , des champignons et des archées cet ensemble est reconnue comme un veritable organe
caché du corps humain par rapport a ses divers fonctions dans la physiologie intestinale et le
maintient de la santé globale de I’hdte (Montalto et al., 2009 ; Landman & Quévrain, 2016).

2.2 /Développement et composition du microbiote intestinal :
2.2.1/Dévelopement :

Le microbiote intestinal suit un long cycle depuis son implantation jusqu’a sa
maturation au bout de 1’age de 2 ans en moyenne. Au dela, des facteurs environnementaux,
nutritionnels et médicamenteux (antibiothérapie) pourront influer sur sa composition
(Clemente et al., 2012).

Dans le foetus le tube dégestifest considéré stérile , sa colonisation commence des la

naissance et selon le mode d’accouchement les types des communautés bactériennes varient :

» d’origine vaginale lors d’un accouchement par voie naturelle (Lactobacillus,
Prevotella, Sneathia ) (Clemente et al., 2012).

» plutdét d’origine cutanée lors d’un accouchement par césarienne
(Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium spp.) (Dominguez-
Bello et al., 2010) .

Le mode d'alimentation est un facteur important affecte le développement du microbiote
intestinal de I’enfant . Le lait maternel constitue une source bactérienne pour l'intestin du
nourrisson. Les deux principales bactéries présentes dans le lait maternel sont les

streptocoques et les staphylocoques (Liu, 2016) .

Apres la naissance, avec le temps et I’éxposition de 1’hote a différents microbes, le
microbiote intestinal passe rapidement d'une moins grande diversité avec une dominance
relative des phyla Proteobacteria et Actinobacteria a une plus grande diversité avec une

dominance des Firmicutes et Bacteroidetes (Liu, 2016) .
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A l'4ge de 3 ans, la diversité et la composition du microbiote intestinal ressemblent a

celles de I'nomme adulte et deviennent relativement stables (Faith et al., 2013).

La disponibilité des microbes détermine les microbes ont la possibilité de coloniser
l'intestin. Les effets de I'environnement comme lutilisation d'antibiotiques, la situation
géographique, l'alimentation et le mode de vie, sur le microbiote semblent étre cumulatifs

d'une génération a l'autre (Rodriguez et al., 2015).
2.2.2/Composition :

Le microbiote intestinal est principalement composé de bactéries qui appartiennent a
divers phylums tels que les Firmicutes, les Bacteroidetes, les Actinobacteria et les
Proteobacteria. (Hannif et al., 2025).

» Firmicutes : Ce groupe englobe des bactéries telles que Lactobacillus et Clostridium,
qui participent de maniére significative a la fermentation des fibres et a la génération
d'acides gras a chaine courte (AGCC). (Yang et al., 2025)

> Bacteroidetes : Ces micro-organismes, représentés par Bacteroides et Prevotella,
jouent un réle dans la décomposition des polysaccharides complexes et I'ajustement
des réactions immunitaires. (Yang et al., 2025).

» Actinobacteria : Ce groupe comprend notamment Bifidobacterium, des bactéries
reconnues pour leurs effets bénéfiques sur la santé intestinale, notamment par leur
capacité a renforcer la barriere intestinale (Hannif et al., 2025).

> Proteobacteria : Bien que minoritaires dans un microbiote sain, certaines espéces
comme Escherichia coli et Helicobacter peuvent devenir pathogenes en cas de

déséquilibre microbien (Cheng, 2013).


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2016.02107/full#B13
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Firmicutes (60-80%)
+ Clostridium
» Ruminococcus
+ Clostridium V
« Faecalibacterium prausnitzii

Bacteroidetes (15-30%)
- Bacteroides

* Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)
Eukarya g
Champlgnoln_s;;‘_»“‘ =
Fusobacteria
Archaea
Spirochaetes

Verrucomicrobia (1-2 %)
« Akkermanciamuciniphila

Figure 2: Représentation schématique des differents phyla bactériens chez I’Homme et de
leur abondance relative au niveau du colon (Cherbuy C, 2013).

2.3/ Facteurs influencant la composition du microbiote :

Le microbiote intestinal s'établit t6t dans la vie, mais peut ensuite étre modifié par divers
facteurs qui affectent son développement et sa diversité. (Hasan & Yang, 2019).0n note

particulierement parmi ces facteurs :

» Les facteurs génétiques : Le patrimoine genétique de l'organisme héte a une
incidence sur la colonisation par les micro-organismes et la faculté a accueillir des
especes bactériennes particulieres. Certaines prédispositions génétiques peuvent
réguler la composition du microbiote et avoir un impact sur les interactions avec le
systéme immunitaire (Rambaud, 2004).

> L’alimentation : L'alimentation joue un rdle crucial dans la régulation du microbiote.
Un régime alimentaire abondant en fibres stimule le développement de bactéries
bénéfiques comme Bifidobacterium et Lactobacillus, alors gu'un régime occidental
riche en graisses et en sucres raffinés peut nuire a la diversité microbienne et induire
un état de dysbiose (Comtet-Marre et al., 2024)

> Le mode de naissance et I’allaitement : Le mode d'accouchement a une influence sur

la colonisation initiale du microbiote intestinal. Une naissance vaginale favorise le
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passage précoce des bactéries maternelles, tandis qu’une césarienne entrave cette
transmission, ce qui contribue a un microbiote moins diversifié. L'allaitement maternel
a aussi un role primordial en encourageant I'élaboration d'un microbiote riche en
Bifidobacterium, grace a la présence d'oligosaccharides spécifiques dans le lait
maternel (Cherbuy, 2013).

> L’usage de médicaments L'exposition aux antibiotiques, aux médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) ou aux inhibiteurs de la pompe a protons peut
entrainer des changements significatifs et persistants dans le microbiote intestinal. La
perturbation de cet équilibre pourrait conduire a la disparition de certaines bactéries
saines et encourager la multiplication d'especes opportunistes liées a des problemes
inflammatoires et métaboliques (Cheng, 2013).

Ces facteurs interagissent de maniere dynamique, faconnant la composition
microbienne et influencant ses fonctions métaboliques et immunitaires. Comprendre leur
impact permet d’explorer des approches thérapeutiques visant a restaurer ou maintenir un

microbiote équilibré pour prévenir certaines pathologies.

3/Fonctions du microbiote intestinal :

L'interaction entre le microbiote intestinal et les systémes ; digestif, métabolique et
immunitaire est cruciale pour l'efficacité optimale de I'organisme. Il joue un réle dans la
digestion en fragmentant certains nutriments que l'organisme ne parvient pas a assimiler seul,
tout en contribuant au métabolisme énergétique et a la fabrication de vitamines essentielles
(Gérard & Bernalier-Donadille, 2007 ; Quévrain & Seksik, 2012). Par ailleurs, il procure une
protection contre les agents infectieux en maintenant une barriére microbienne compétitive et
en stimulant les dispositifs de défense immunitaire (Hooper et al., 2001 ). En dialoguant en
permanence avec le systeme immunitaire, il est primordial dans la gestion des réponses

inflammatoires et la prévention des désordres immunitaires (Corthier & Doré, 2010).

3.1/ Role dans la digestion et le métabolisme :

Une des missions fondamentales du microbiote intestinal est de décomposer les
composeés alimentaires complexes, que les enzymes humaines ne parviennent pas a digérer.
Cette activité métabolique conduit a la génération de métabolites utiles, en particulier les
AGCC, qui ont une importance majeure dans la physiologie intestinale et systémique
(Quévrain & Seksik, 2012 ; Dolié, 2018). (Flint et al., 2012).
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> Dégradation des fibres alimentaires Les fibres alimentaires sont fermentées par les
bactéries intestinales pour générer des AGCC comme l'acétate, le propionate et le
butyrate. Ces métabolites alimentent les cellules épithéliales du célon, consolident la
solidité de la barriére intestinale et contribuent a lajustement des réactions
immunitaires (Quévrain & Seksik, 2012 ; Landman & Quévrain, 2016).

> Synthese de vitamines : Des bactéries intestinales spécifiques, notamment le
Bacteroides et le Bifidobacterium, participent a la synthése de vitamines cruciales, y
compris la vitamine K qui joue un réle clé dans la coagulation du sang, ainsi que
certaines vitamines du complexe B comme la B12 qui est vitale pour le métabolisme
cellulaire ( Laaboub, 2019).

> Régulation du meétabolisme énergétique : Le microbiote intestinal est essentiel pour
I'assimilation des nutriments et la gestion du métabolisme des lipides et glucides, ce
qui a un impact sur laccumulation de graisses et la réactivité a l'insuline. Une
altération de sa composition peut étre liée a des dysfonctionnements métaboliques tels
que l'obésité et le diabete ( Turnbaugh et al., 2006 ; Qin et al., 2012).

Tableau 01 : Vitamines produites par le microbiote intestinal et leurs fonctions dans

l'organisme (d’aprés Fayssinhes, 2017)

Vitamine implication

K coagulation sanguine, métabolisme des 0s.

- synthése de neuromédiateurs, syntheése de I'ADN, synthése des
acides gras

B9 synthése de I'ADN, syntheése de certains acides aminés

= métabolisme des acides aminés, réaction d'hydrolyse du glycogene
en glucose

Be métabolisme des acides gras, des glucides et des acides amines,
ainsi qu'a la biosynthése des vitamines B9 et B12.

- transformation des aliments simples (glucides, lipides et protéines)
en énergie, métabolisme de réparation des muscles
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3.2/Modulation du systéme immunitaire :

Le microbiote intestinal est trés important dans le développement et la force des

défenses immunitaires. Grace a une interaction continue avec les cellules immunitaires de la

muqueuse intestinale, il maintient un équilibre entre tolérance et réponse inflammatoire, ce

qui est la prévention de la maladie pro-inflammation (Belkaid & Hand, 2014).

>

Interaction avec les cellules immunitaires : Les bactéries commensales aident a la
différenciation des lymphocytes T régulateurs (Treg) quieux sont indispensables pour

prévenir les réactions auto-immunes et inflammatoires (Harris, 2024).

Production d’IgA sécrétoires : Les immunoglobulines de ce type ont un réle trés
important dans le systéme de défense immunitaire de 1’organisme car ils empéchent la
colonisation des agents pathogenes et protégent la barriere immunologique de la
lumiére intestinale (Sterlin et al., 2024).

Régulation de l’inflammation : 1’interraction deu microbiote intestinale avec le
systéme immunitaire inné et adaptifve via les métabolite comme les AGCC ( burytate

) renforce la barriére intestinale et limite la permiabilité et empéche la translocation
bactérienne a fin de réduire 1’activation intensif des voies inflamatoires . En cas de
dysbiose, le passage de bactéries et de metabolites active les réponses immunitaires

impliguant cytokines et lymphocytes. (Yoo et al., 2020) .
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Chapitre 02 : interaction entre microbiote et systéme immunitaire

1/ Mécanismes de tolérance immunitaire :
Le microbiote intestinal est essentiel pour moduler la réponse immunitaire ainsi que
pour établir la tolérance immunitaire. Cette immun régulation aide a prévenir l'inflammation

excessive tout en fournissant une deéfense efficace contre I'infection (Liu et al., 2024).

1.2/Réle des lymphocytes T régulateurs (Treg) :

Concernant la tolérance des cellules immunitaires envers les tissus environnants et les
microbes, cet aspect est géré par les cellules Treg. Leur maturation est influencée par les effets
des bactéries commensales, en particulier celles qui dégradent les glucides de maniere
anaérobie pour former des acides gras a chaine courte tels que le butyrate et le propionate
(Bhutta et al., 2024). Ces métabolites sont cruciaux pour le contréle de I'expression du facteur
de transcription Foxp3 qui doit étre exprimé pour que la différenciation en cellules Treg

puisse se produire.

La présence de butyrate a été associee a une réduction des lésions intestinales. Ce
métabolite exerce son effet en inhibant I’histone désacétylase (HDAC), ce qui favorise
I’activation de Foxp3 et la différenciation des Treg (Reynolds & Bettini, 2023). De plus, il
contribue a la régénération de Dlintégrit¢ de 1’épithélium intestinal et au maintien de

I’homéostasie immunitaire locale (Reynolds & Bettini, 2023).

Un certain nombre de polysaccharides bactériens, et notamment le polysaccharide A
(PSA) de Bacteroides fragilis, peuvent aussi induire par activation des cellules dendritiques, la
sécretion de la cytokine anti-inflammatoire 1L-10, importante pour la tolérance immunitaire
(Reynolds & Bettini, 2023). Ces effets de modulations des réponses immunitaires visent a

controler les réactions inflammatoires excessives et a préserver I’équilibre immunitaire.

Un role essentiel est donné aux Treg dans la modulation de la réponse inflammatoire
et dans la prévention des maladies auto-immunes intestinales par la sécrétion de cytokines
immunosuppressives telles que TGF-f et IL-10 (Shim et al., 2023). Cette régulation participe
a garantir une défense efficace contre les agents infectieux tout en conservant une tolérance
vis-a-vis du microbiote commensal. La figure 3 illustre ces interactions en mettant en
évidence I’impact des métabolites microbiens sur les cellules immunitaires intestinales,

notamment les Treg, via [Iinhibition de I'HDAC et la production d’IL-10.
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Figure 3 : Métabolites microbiens et modulation des réponses immunitaires intestinales.
(Biocodex Microbiota Institute)

1.3/R0le des cellules dendritiques dans la tolérance immunitaire :

Les lymphocytes dendritiques (DC), qui ont un role essentiel dans la tolérance
immunitaire intestinale, sont responsables de la présentation d’antigénes microbiens aux

cellules effectrices afin d’induire une réponse tolérante ou inflammatoire, selon le contexte

intestinal (Belkaid & Hand, 2014).
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A la faveur de la tolérance, les dendrocytes intestinales font la capture des antigénes
microbiens, migrent vers les ganglions mésentériques et interagissent avec les lymphocytes T
naifs dans un contexte de sécrétion de cytokines au role immunomodulateur (IL-10, TGF-p),
favorisant le recrutement des lymphocytes Treg aux dépens des lymphocytes T effecteurs pro-
inflammatoires (Wang et al., 2023).

Il est également intéressant de noter que certains métabolites microbiens sont en
mesure de moduler la fonction des CD. L’acide rétinoique dérivé de la vitamine A, par
exemple, renforce le role des CD dans son action anti-inflammatoire (Wang et al., 2023). Le
polysaccharide A (Bacteroides fragilis) est impliqué dans la stimulation de I’'IL-10 et favorise
ainsi la tolérance immune, et limite les réponses inflammatoires démesurées (Round &
Mazmanian, 2010).

Ce mécanisme permet d’établir un équilibre entre la tolérance immunitaire et la défense

contre les pathogénes, contribuant ainsi au maintien de 1’homéostasie intestinale.
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Figure 4: Role des cellules dendritiques dans la tolérance immunitaire intestinale.( Nutrixeal
Info, "Cellules dendritiques : roles et caractéristiques")

2 / Signalisation moléculaire :

Notre systeme immunitaire interagit avec notre microbiote intestinal par
I’intermédiaire de récepteurs spécialisés capables de reconnaitre des motifs moléculaires
microbiens spécifiques, les PRR ou Pattern Recognition Receptors, et, de facon plus
restrictive, les les récepteurs de type Toll (TLR) et les récepteurs de type NOD (NLR), qui
sont exprimés aussi bien par les cellules immunitaires que par les cellules épithéliales
intestinales, ces récepteurs jouent un role central dans 1’acquisition de signaux microbiens et

la modulations des réponses immunitaires (Harris, 2024)..

2.1/ Réle des Toll-like receptors (TLR) :

Le microbiote intestinal interagit avec le systéme immunitaire grace a des récepteurs
spécialisés, répondant a des motifs moléculaires microbiens caractérisés ; ces récepteurs,
appelés PRR , sont exprimés a la fois par les cellules immunitaires et par les cellules

épithéliales intestinales. A destination de la cellule immunitaire, on trouve notamment parmi
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ces récepteurs les TLR et les récepteurs NLR, qui participent a la perception des signaux
microbiens et a la modification des réponses immunitaires (Akira et al., 2006 ; Kawai &
Akira, 2010).

Chaque TLR est spécialisé dans la détection de motifs microbiens distincts :

> TLR2 permet d’identifier les lipoprotéines bactériennes et les peptidoglycanes,
favorisant ainsi le constat de la présence de bactéries Gram-positives (Chen et al.,
2024).

> TLR4 est le principal récepteur du lipopolysaccharide (LPS), qui est un élément
propre aux bactéries a Gram négatif. Son activation va déclencher une cascade
inflammatoire via I’activation de la voie NF-xB qui, a son tour, active des genes
responsables de la production de cytokines pro-inflammatoires (Chen et al., 2024).

> TLR5 detecte, quant a lui, la flagelline, protéine structurale propre aux bactéries a
mobilité, et joue un réle important dans la surveillance des infections intestinales
(Chen et al., 2024)

La stimulation des TLR induit une réponse immunitaire précoce tres rapide, via la
sécretion de cytokines pro-inflammatoires et de peptides antimicrobiens — comme 1’IL-6, le
TNF-a - qui freine le développement bactérien (Chen et al., 2024) .Cependant, il importe que
cette activation soit rigoureusement controlée afin d’éviter I’établissement d’une réponse
inflammatoire trop intense, qui dans le cas d’un déséquilibre de I’activation des TLR pourrait
contribuer au développement de maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI)

(maladie de Crohn, rectocolite hémorragique) (Rakoff-Nahoum et al., 2004).
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Figure 5 : Representation schématique des Voies de signalisation intracellulaire induites par
les récepteurs Toll-like (McKiel et al., 2020).

2.2/ Role des NOD-like receptors (NLR) :

Les récepteurs de type NOD-like (NLR) jouent un réle essentiel dans la surveillance
intracellulaire des infections en détectant les composants bactériens qui pénetrent dans le
cytoplasme des cellules intestinales. Contrairement aux TLR, qui sont principalement situés a
la surface cellulaire ou dans les endosomes, les NLR assurent une ligne de défense

complémentaire contre les pathogénes (Almeida-da-Silva, et al. 2023).

» Détection des pathogenes : NOD1 et NOD2 reconnaissent des fragments de
peptidoglycane issus de bactéries, déclenchant I'activation des voies NF-kB et
MAPK. Cette activation entraine la production de cytokines pro-
inflammatoires, renforcant ainsi la réponse immunitaire(Almeida-da-Silva, et
al. 2023).

> Régulation de ’homéostasie intestinale : NOD2 joue un réle clé dans le
maintien de I’équilibre immunitaire de I’intestin. Des mutations du gene NOD2

ont été associées a une susceptibilité accrue a la maladie de Crohn, soulignant .
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son importance dans la régulation de I'inflammation intestinale (Almeida-da-
Silva, et al. 2023).

» Formation des inflammasomes : Certains NLR participent a ’assemblage des
inflammasomes, des complexes protéiques qui activent la caspase-1 et
favorisent la maturation de I’'IL-1p, une cytokine essentielle a la défense
immunitaire et aux processus inflammatoires intestinaux. (Almeida-da-Silva, et
al. 2023).
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Figure 6 :Activation des récepteurs NOD1 et NOD2 et formation de I’inflammasome dans
I’immunité intestinale. ResearchGate. (2018). Functions of NOD-like receptors (NLRS).

3/ Barriere intestinale et immunité muqueuse :

L’intestin est une interface clé entre ’organisme et ’environnement extérieur. Il abrite
un microbiote dense tout en assurant une barriere protectrice contre les agents pathogénes.
Cette barriere repose sur un épithélium intestinal spécialisé, des jonctions serrées entre les

cellules et un systeme immunitaire muqueux performant, notamment via la production
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d’immunoglobulines A sécrétoires (IgA). L’équilibre entre ces éléments est essentiel pour

prévenir I’inflammation excessive et les infections intestinales (Heyman, M. 2010).

3.1/Rdle des cellules épithéliales et des jonctions serrées :

L'intestin est un organe unique habité par un nombre considérable de micro-organismes.
Les cellules épithéliales intestinales jouent un réle important dans le maintien de la relation
symbiotique entre le microbiote intestinal et I'ndte en construisant des barriéres muqueuses, en
sécrétant divers médiateurs immunologiques et en délivrant des antigénes bactériens
(Okumura & Takeda, 2024). .

Les entérocytes, qui sont les plus abondantes de I'épithélium intestinal, avec un réle
essentiel dans l'assimilation des nutriments, et la fonction protectrice en produisant des
peptides antimicrobiens empéchent la prolifération des bactéries dans lintestin (Zouiten-
Mekki et al., 2013).

La fonction des cellules caliciformes consiste a produire du mucus qui constitue une
couche protectrice a la surface de I'épithélium intestinal empéche les bactéries de se fixer sur
les cellules intestinales, ce qui protége l'intestin de I'invasion microbienne ( Zouiten-Mekki et
al., 2013).

Les cellules de Paneth produisent des peptides antimicrobiens comme les défensines,

situées au fond des cryptes intestinales. Selon Zouiten-Mekki et al., (2013),

L’intégrit¢ de la barriére intestinale est maintenue par un complexe jonctionnel
intercellulaire composé de jonctions serrées (SJ), de jonctions d’ancrage (desmosomes et
jonctions adherens, liés au cytosquelette d’actine et aux filaments intermédiaires) et des
jonctions communicantes (gapjunctions) ( Assimakopoulos et al ., 2011 ) . Il a été démontré
que la perméabilité membranaire est accrue chez les patients atteints de MICI. En effet, une
altération de la structure des jonctions serrées, ainsi qu'une réduction de leur nombre chez les
patients atteints de MICI, ont été décrites. Une altération de la perméabilité intestinale a
également été décrite chez des parents au premier degré de patients atteints de la maladie de
Crohn, ainsi que chez des conjoints, ce qui suggére le role de facteurs environnementaux dans
cette pathologie (Breslin et al ., 2001 : Thjodleifsson et al ., 2003).
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Les jonctions intercellulaires ne sont pas des éléments statiques, car leur structure et leur
nombre peuvent étre modulés par de nombreux facteurs ; tels que les cytokines, les agents
pathogénes, les toxines, etc
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Figure 7 : Epithélium intestinal de mammifére. (Ross et Pawlina ,2016.)
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Figure 8 : Facteurs contribuant au développement de I’hyperperméabilité intestinale et son
lien avec les maladies auto-immunes. (Paray et al., 2020)

3.2/Production d’IgA secrétoires :

L'immunoglobuline A (IgA) est l'anticorps le plus abondant dans la muqueuse et
joue un rble important dans la protection intestinale. Contrairement aux autres
immunoglobulines, les IgA sécrétoires (slgA) fonctionnent principalement en neutralisant
les micro-organismes et en modulant la composition du microbiote sans provoquer

d'inflammation excessive (Pabst, 2012) .

Sa production commence dans la lamina propria, ou les cellules B naives subissent
une commutation d'isotype et se différencient en plasmocytes sécrétant des IgA sous
I'influence du TGF-p, de I'L-6 et de I'L-10 (Carreto-Binaghi, Sztein, & Booth, 2024). Ces
plasmocytes produisent une forme dimere d'IgA associée a la chaine J, facilitant son
transport a travers I'épithélium intestinal. Ce transport est assuré par le récepteur polymeére
des Ig (pIgR), qui capture les IgA diméres et les transporte a travers les cellules épithéliales
par transcytose. Une fois libérées dans la lumiere intestinale, les IgA sécrétoires conservent
une partie des plgR appelées composants sécrétoires, les protégeant ainsi de la dégradation

enzymatique (Carreto-Binaghi, Sztein, & Booth, 2024).

Les IgA secrétoires jouent plusieurs réles importants dans 1’homéostasie
immunitaire intestinale. Il empéche l'adhésion des pathogenes aux cellules épithéliales et
favorise I'élimination des pathogénes du mucus intestinal (Carreto-Binaghi, Sztein, & Booth,
2024) 1l module également la composition du microbiote en recouvrant certaines bactéries
commensales, limitant ainsi leur interaction avec I'épithélium et évitant des réponses

inflammatoires excessives (Fagarasan et al., 2010). En maintenant I’intégrité de la barriére
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intestinale et en réduisant I’invasion d’antigénes microbiens, les IgA préviennent la
suractivation du systeme immunitaire et le développement de maladies inflammatoires
chroniques (Slack et al., 2020).

Un déficit en IgA peut étre associé a une susceptibilité accrue aux infections
intestinales et aux maladies inflammatoires telles que la maladie de Crohn et la colite
ulcéreuse (Palm et al., 2014). De plus, certaines études suggerent que des altérations de la
production d'IgA pourraient étre associées a des maladies auto-immunes, telles que la
polyarthrite rhumatoide et le diabéete de type 1 (Kawamoto et al., 2012).

En bref, les IgA secrétoires sont un élément clé de I’immunité intestinale,
exercant des effets protecteurs et régulateurs sur le microbiote. Son bon fonctionnement est
essentiel au maintien de I’homéostasie et a la prévention des maladies inflammatoires et

auto-immunes.
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1/Définition :

Le microbiote intestinal est essentiel pour préserver I'homeéostasie de I'organisme en
participant a la digestion, au métabolisme et a la régulation du systéme immunitaire. Sous des
conditions normales, un équilibre dynamique est conservé entre les diverses especes
microbiennes présentes dans l'intestin, favorisant une interaction fluide avec I'héte (Degruttola
et al., 2016). Toutefois, lorsque cet équilibre est dérangé, une condition anormale nommée

dysbiose se manifeste.

La dysbiose intestinale est définie comme une modification qualitative et quantitative
du microbiote, marquée par diverses altérations (Doré & Corthier, 2010).:

» Une diminution de la diversité microbienne : baisse du nombre d'especes
bactériennes avantageuses.

» Une altération dans la composition bactérienne : accroissement des bactéries
pathogenes au deétriment des espéces commensales défensives (Doré &
Corthier, 2010).

» Un effet sur la barriere intestinale et la réaction immunitaire : une dysbiose
peut mettre en péril I'intégrité de I'épithélium intestinal, ce qui peut engendrer
une augmentation de la perméabilité et une stimulation excessive du systeme

immunitaire inné et adaptatif.

L’affaiblissement de cette barriére intestinale facilite le passage de bactéries et de
leurs produits métaboliques dans la circulation sanguine, ce qui peut induire une inflammation
systémique et jouer un réle dans le développement de maladies auto-immunes et

inflammatoires (Degruttola et al., 2016).
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Figure 9 : le microbiote intestinal sain et du patient atteint d'une dysbiose intestinale (Khan et
al., 2019)
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2 | Mécanismes physiopathologiques de la dysbiose intestinale :

La dysbiose intestinale dérégle la barriere intestinale, le systeme de défense et le
meétabolisme, ce qui induit l'inflammation et les troubles auto-immuns (Belkaid & Hand,
2014). En outre, certaines maladies montrent des empreintes microbiennes distinctives,
mettant en évidence I'importance cruciale du microbiote dans leur physiopathologie (De Vos
& De Vos, 2012). Ce changement amplifie la perméabilité de I'intestin, rendant plus aisé

I'introduction de molécules pro-inflammatoires dans la circulation sanguine .

2.1/ Altération de la barriére intestinale et inflammation :

L'épithelium intestinal fait office de barriere physique et immunitaire primordiale
contre les agents infectieux(Coutry et al., 2024). Dans des circonstances normales, son

intégrité est assuree par :

- des jonctions etanches (claudine-1, occludine),

-une epaisse couche de mucus genérée par les cellules caliciformes.
- des IgA sécretoires qui neutralisent les agents pathogénes.

La dysbiose derange cet équilibre en diminuant la production des AGCC, par exemple
butyrate, qui sont des métabolites cruciaux pour I'énergie des entérocytes et le maintien des
jonctions serrées (Belkaid & Hand, 2014). En méme temps, elle modifie la production de
mucus (Johansson et al., 2011) et la libération d'IgA (Coutry et al., 2024).ce qui facilite

I'attachement des bactéries et I'inflammation.

Un accroissement de bactéries pathogénes peut aussi provoquer une surproduction de
lipopolysaccharides (LPS), qui sont des éléments de la paroi cellulaire des bactéries a Gram
négatif. Ces molécules stimulent les récepteurs de type Toll des cellules de défense,
conduisant a une inflammation persistante et a une intensification de la perméabilité

intestinale, un processus communément appelé « leaky gut » (Cani et al., 2008).
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2.2 [ Activation du systéme immunitaire :

Un équilibre du microbiote intestinal est crucial pour la régulation de I'immunité innée
et adaptative, soutenant la tolérance immunitaire et restreignant les réactions inflammatoires
démesurées. Lors dune dysbiose, cet équilibre est altéré, ce qui provoque une
hyperstimulation du systeme immunitaire. Les cellules dendritiques et les macrophages de la
lamina propria identifient des antigenes bactériens anormalement présents, ce qui stimule la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-6, I'lL-1p et le TNF-a, favorisant ainsi
une condition inflammatoire persistante (Belkaid & Hand, 2014).

De plus, la dysbiose est liée a un déséquilibre entre les lymphocytes T régulateurs
(Treg) et les lymphocytes T effecteurs pro-inflammatoires (Thl, Th17), ce qui entraine une
condition pro-inflammatoire qui favorise l'auto-immunité et l'inflammation chronique. Ce
déséquilibre, régulé par le microbiote intestinal, est essentiel dans le développement de
plusieurs affections inflammatoires chroniques, comme les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI), la polyarthrite rhumatoide et le diabéte de type 1 (Omenetti &
Pizarro, 2015).
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Figure 10 : Interaction entre le microbiote intestinal et le systeme immunitaire dans la lamina
propria (Belkaid & Hand, 2014).
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2.3/Influence sur le métabolisme :

Le microbiote intestinal influence le métabolisme énergétique en régulant I'absorption
des nutriments et la production de métabolites tels que AGCC . La dysbiose réduit la synthese
du butyrate, altére la sensibilité & I'insuline et favorise I'inflammation métabolique (Harris.,
2024).

En outre, laugmentation des bactéries LPS-produchant accroit [I'inflammation
systématique de bas grade, un facteur essentiel dans la pathogenése de l'obésité, du syndrome
métabolique et du diabéte de type 2 (Harris., 2024). Certaines études ont également émis une
hypothése de lien entre la structure du microbiote et la régulation des hormones impliquées
dans l'appétit, comme la leptine et la ghréline, qui contribuent ainsi aux déséquilibres
métaboliques observes chez les patients atteints de dysbiose (Béckhed et al., 2004).

L’ensemble de ces mécanismes illustre le role fondamental du microbiote dans
I’équilibre physiologique et les conséquences de son altération sur la santé humaine. L’étude
approfondie de ces interactions est essentielle pour identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques visant a rétablir un microbiote fonctionnel et prévenir I’apparition de

pathologies associées.

3/ Dysbiose intestinale et maladies inflammatoires et auto-immunes :

La dysbiose microbienne est le principal moteur des maladies inflammatoires et auto-
immunes locales telles que la colite et les maladies inflammatoires de Il'intestin. La dysbiose
intestinale peut également étre a l'origine de maladies auto-immunes systémiques telles que le

diabete de type 1, la polyarthrite rhumatoide et la sclérose en plaques. (WK Mousa et al 2022
)

3.1/ Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) :

La communication microbe-hote est essentielle au maintien des fonctions vitales d'un
hote sain et toute perturbation de celle-ci a été associée a plusieurs maladies, notamment la
maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique, les deux principales formes de maladies
inflammatoires de l'intestin (MII). (PT Santana, et al. 2022) .

Ces deux maladies caractérisées par un dysfonctionnement immunitaire intestinal et

systémique (N Kaur, et al, 2011) .
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3.1.1 / La Maladie de Crohn :

La maladie de Crohn se caractérise par une inflammation profonde, granulomateuse,
transmurale et parfois fistulisante, qui peut survenir n'importe ou dans le tractus gastro-
intestinal, bien qu'elle affecte le plus souvent lintestin gréle distal. Ces deux processus
pathologiques présentent des manifestations extra-intestinales, notamment des arthralgies et
des éruptions cutanees, qui sont le résultat d'une inflammation systémique (N Kaur, et al,
2011) .

La perturbation de systéme immunitaire induit une activation excessive de I’immunité
inné et adaptif , résultant a une inflamation continue de la muqueuse intestinale , les cellules
dendritique présente des antigéne bactérienes au cellules T naifs ( ThO ) qui se defferncient
vers des lymphocytes de sous population Thl et Thl7 par un déséquilibre des cytokines
IL12 ,IL6 et IL23 au lieu de défferencier en Treg par I’IL10 et le TGF- B ( E Caparrds, et al ,
2021)

Les cellule Thl secréte Ir TNF —a qui entraine la formation des Iésions intestinales , et
favorise I’extravasation des lymphocytes et neutrophiles afin de provoquer I’infiltration
inflamatoire , et participe dans I’augmentation de la permiabilité intestinale qui résulte a une

implification de la répense inflamatoire ( E Caparros, et al , 2021 ) .

3.1.2 Rectolite hémorragique :

La rectocolite hémorragique (RCH) résulte d'une inflammation de la muqueuse, qui est
déclenchée par une activation des réponses immunitaires cellulaires et humorales. L’activation
des cellules intestinales, essentielles a la réponse immunitaire, conduit a une augmentation de
la production de cytokines. Ces molécules jouent un réle clé dans la régulation locale de la
réponse immunitaire, en renforcant et en attirant de nouvelles cellules intestinales au cours du
processus inflammatoire. Bien que l'origine précise de cette activation reste encore inconnue,
il parait évident gu'elle découle d'une anomalie dans la régulation du systéme immunitaire des
mugqueuses (Al-Shukry, R. 2019 ) .

La  pathogenése se  caractérise ~ par une rupture de la  barriere
épithéliale, permettant ainsi aux bactéries commensales de pénétrer et d'activer I'immunité
innée par le biais des récepteurs TLR et NLR . Ce phénomene engendre une production
excessive de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1pB, 1L-6 et [I'L-8,

tandis que les mécanismes régulateurs, comme I'IL-10 et le TGF-B, montrent des signes de
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déficience (Neurath, 2020). La rectocolite hémorragique (RCH) se distingue par une signature
immunitaire typique de type Th2/Th9, ou I'lL-13 joue un rdle crucial dans I'apoptose des
cellules épithéliales (Al-Shukry, 2019).

L'inflammation est persistante est entretenue par une activation lymphocytaire
chronique et une dysbiose intestinale (Neurath, 2020) .
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Figure 11 : Homéostasie immunitaire intestinale et inflammation.( De Souza,
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3.2/Rdle du microbiote dans les maladies auto-immunes systémiques :

La pathogenése des maladies auto-immunes (MAI) n'est pas seulement attribuée a des
susceptibilités génétiques mais aussi a des facteurs environnementaux, parmi lesquels le
microbiote intestinal perturbé a attiré de plus en plus d'attention. Des modifications de la
composition et de la fonction du microbiote intestinal ont été signalées dans diverses maladies
auto-immunes, et de plus en plus d'éléments suggerent qu'un microbiote intestinal perturbé
contribue a leur immunopathogénie. Les mécanismes acceptés comprennent la translocation
microbienne anormale, le mimétisme moléculaire et la dysrégulation de I'immunité locale et

systémique (Zhang et al., 2020).
3.2.1 / Polyarthrite rhumatoide :

Les patients souffrant de PR présente des différences marquees de la composition de
microbiote intestinale par rapport a celle des individues sain , on observe notament une
diminution significative des familles Bifidobacterium et Bacteroides et une augmentation de

Prevotella, notamment Prevotella copri (Zhang et al., 2017) .

Cette dyshiose pourrait influencer le systéme immunitaire avec le déclenchement des
réponse inflamatoire inappropries , le microbiote avec son role de modulation des cellules
Th17 , et lorsquelle sont activées d’une facon excessive en raison de déséquilibre du
microbiote intestinale elles augumentent la production des cytokines pro-inflamatoire
aggravant ainsi les lésions articulaires typiques de la polyarthrite rhumatoide ( Romero-
Figueroa., et al ., 2023) .

Un aspect essentiel de la polyarthrite rhumatoide (PR) est le processus de citrullination
des protéines, au cours duquel l'arginine est convertie en citrulline, ce qui entraine des
modifications peptidiques. Ce mécanisme est influencé par le microbiote intestinal, en
particulier par certaines bactéries telles que Prevotella copri, qui sont responsables de la
production d'enzymes de citrullination. Les peptides citrullinés sont alors pergus comme
étrangers par le systéme immunitaire, ce qui entraine la production d'auto-anticorps,
notamment d'anticorps anti-CCP, un marqueur spécifique de la PR. Cette réponse auto-
immune joue un réle important dans la dégradation des tissus articulaires (Li et al. , 2024 ;
Zhang et al. , 2017).
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3.2.2 /Diabéte de type 1 :

Le diabéte de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune , se caractérise par la
destruction des cellules béta du pancréas, résultant a un déficit de I’insuline , des études
récentes mentionnent I’impact de la dysbiose et ¢a contribution dans 1’apparition de DT1 (

Han.etal ., 2018) .

Des études récentes ont mentré que le microbiote intestinale chez un patient de DT1
présente une réduction anormale des bacteries bénéfiques telles que Bifidobacterium et
Lactobacillus accompaniée d’une augmentation des pathogéne potentiel (Han et al., 2018) . et
la diminution des cellules Treg est une activation des T CD 4 + , cette dérégulation des
cellules T permet aux cellules T autoréactives d’ataquer et détruire les cellues béta de

pancreas .

Un autre r6le de microbiote intestinal dans le DT1 est la présentation des Ag par des
bactéries de I’intestin en interagissant avec les cellules dendritiques, module la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires, activant la réponse immunitaire face aux auto-antigenes du
pancréas, Les bactéries capables de produire des peptides mimétiques, semblables aux
proteines des cellules béta des filots de Langerhans du pancréas, ont le potentiel de
provoquer une réponse immunitaire ciblant ces cellules, Ce phénoméne, associé a
une diminution de la tolérance immunitaire, constitue I'un des principaux facteurs de l'auto-

immunité dans le diabéte de type 1 (Han et al., 2018) .

3.2.3 /Sclérose en plaques :

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie chronique, inflammatoire et
neurodégénérative. Elle résulte de réactions auto-immunes qui entrainent une démyeélinisation
progressive du systeme nerveux central (SNC) ainsi que de la moelle épiniere (Dobson &
Giovannoni 2019) .

La recherche a révélé que des changements spécifiques dans la composition du
microbiote intestinal sont associés a la SEP. Chez les patients atteints de SEP récurrente-
rémittente, un déséquilibre entre certaines populations de bactéries bénéfiques et pathogénes a
été observé. Par exemple, ces patients présentent des niveaux élevés de bactéries telles que
Pedobacteria, Pseudomonas et Akkermansia, tandis que les bactéries protectrices telles que
Bifidobacterium et Lactobacillus se trouvent en quantités réduites (Han et al. , 2018 ; Zhang
etal., 2017).
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Ce déséquilibre perturbe 1’axe intestin-cerveau par activation des cellules Thl et Th17
et les cytokines issues de leur activation , augumentant la permiabilité de la barriére hémato-
encéphalique , facilitant D’infiltration des cellules immunitaires dans le systéme nerveux
central , en paralléle une réduction des AGCC , en particulier le burytate nuit a la régulation
des cellules Treg et I’integrité de la barriere intestinale et contribue a I’inflamation (Ouyang et
al., 2024).

Des recherches récentes soulignent également I'importance des métabolites microbiens,
tels que les dérivés du tryptophane et les acides biliaires, dans la régulation des réponses
immunitaires et la protection des neurones (Ouyang et al. , 2024 ; Han et al. , 2018).

3.3/Réle du microbiote dans les maladies métaboliques :

La dysbiose du microbiote intestinal constitue un facteur de risque important dans
I'émergence des maladies métaboliques. En raison de sa complexité et diversité (Auger &
Chatel 2025). En plus des données scientifiques récentes ont montré cette association a des
maladies métaboliques telles que 1’obésité, le diabete de type 2 (DT2) ou la stéatose hépatique

non alcoolique.

3.3.1 /Dysbiose et Obésite :

L’obésité présente généralement une diversité microbienne diminue au sein de
microbiote intestinal (Ley et al., 2006). Cette réduction induit une baisse notable des especes
bénéfiques telles qu'Akkermansia muciniphila (Depommier et al. 2019) et Christensenellaceae
(Goodrich et al. , 2014). Et certaines souches potentiellement nuisibles voient leur abondance
augmenter (Million et al. , 2013). Ces changements dans la composition du microbiote
intestinal sont liés a des perturbations métaboliques et inflammatoires, aussi dans le

développement et le maintien de I'obésité.

La dysbiose favorise I'extraction d'énergie des aliments en augmentant la présence de
bactéries productrices d'enzymes hydrolytiques, telles que les Firmicutes (Turnbaugh et al. ,
2006). En outre, elle perturbe la production d’AGCC ( le butyrate et le propionate), influence
la régulation de la glycémie et la sensation de satiété (Canfora et al. , 2015). De plus, elle
induit une inflammation chronique de bas grade due a la translocation de LPS qui activent les
récepteurs TLR4 (Chen et al., 2024).. Enfin, elle perturbe la régulation hormonale de l'appétit
en altérant la signalisation de la leptine et du GLP-1 (Frost et al. , 2014).
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3.3.2 /Dysbiose et diabete :

Le diabéte de type 2 se caractérise par une altération du microbiote intestinale par une
baisse significative des bactéries bénifiques productrice de burytate telles que
Faecalibacterium prausnitzii et Roseburia intestinalis. Avec une augmentation des especes

pro-inflammatoires comme Escherichia coli et Bacteroides caccae (Qin et al. , 2012).

Le microbiote intestinal contrdle la sensibilité a ’insuline par la production des AGCC
comme le butyrate et le propionate,et stimule la production de GLP-1, une hormone
essentielle pour améliorer la réponse a I'insuline (Canfora et al. , 2015).

Au cours de la dysbiose des composés bactériens tels que les LPS peuvent traverser la
paroi intestinale. Cela active les récepteurs TLR4, entrainant une réponse inflammatoire qui

perturbe la signalisation de I'insuline (Chen et al., 2024).

3.3.3 /la steatose hépatique :

La maladie hépatique non alcoolique est en partie une maladie nutritionnelle, avec une
évolution par étapes, dans laquelle les roles des facteurs alimentaires, de la dysbiose , du
surpoids sont essentiels (Cassard et al., 2020), De nombreuses etudes révelent que la
pathogenese de la NAFLD chez I'humain est étroitement associée a un déséquilibre de la

microflore intestinale. (Leung C et al , 2016).

La stéatose hépatique est caractérisée par une augmentation de de la production
d’éthanole intestinale toxique pour le foie et sa capacité d’altérer la permiabilité intestinale
(Zhu et al., 2013). Et I’induction de I’inflamation par les recepteures TLR hépatique qui sont
activés par la translocation des PAMPs (LPS), De plus elle perturbe le métabolisme hépatique
par la dégradation de la choline provoquant une accumulation de triglycérides , encore elle
induise un exés en AGCC , qui stimule la lipogenése en inhibant 'AMPK (den Besten et al.,
2013 ; Backhed et al., 2004 Spencer et al., 2011 ; Béackhed et al., 2004 ) .
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Chapitre 04 : méthodes de diagnotic et stratégies thérapeutiques de la dysbiose

1/ techniques de diagnostic :

L'analyse de la composition du microbiote humain suscite un intérét croissant, car les
composants structurels et les métabolites des micro-organismes influencent fondamentalement
tous les aspects de la physiologie de I'hdte. L'exploration de ces écosystemes était a l'origine
dominée par des méthodes dépendant de la culture, mais le développement de techniques
moléculaires telles que le séquencage a haut débit a permis d'accroitre considérablement les
connaissances (Hiergeist et al ; 2015).

1.1/ Techniques Moléculaires de Détection du Microbiote Intestinal :

1.1.1/ PCR et PCR Quantitative en Temps Réel (qQPCR) :

Diverses techniques sont utilisées dans la recherche du microbiome intestinal, chacune
ayant ses propres forces et limites. La réaction en chaine de la polymérase (PCR) est tres
sensible, mais dépend de la qualité de I'extraction de 'ADN (Jansen et al., 2024).

Ces technique repose sur I’extraction de ’ADN a partir des échantillon fécaux La

,qualité de I’ADN obtenue est verifier par spectrophotométrie et I’implification de géne 16S

RNAr (Salonen et al .,2020 ; Lim et al .,2020 ) .

Dans gPCR, la conception d'amorces spécifiques ciblant différents groupes bactériens
(tels que Bacteroidetes ou Firmicates) ou des genes de virulence (comme TCDB de
Clostridium difficile) est de la plus haute importance (Salonen et al .,2010 ) . Dans les
conditions d'amplification standard, les températures d'hybridation sont optimisées pour

chaque couple d'initiation, et le processus implique 40 cycles.

Ces techniques permettent la compréhension de 1’écosystéme intestinal et la
quantification précise d'especes spécifiques, comme Faecalibacterium prausnitzii un micro-
organisme qui posséde des propriétés anti-inflammatoire , ou I’évaluation du ratio Fermicutes
/|  Bacteroidetes dans T’obésité  ( Li, OToole . , 2024 )
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1.1.2/ Séquencage de I'ARNTr 16S :

La technique de séquencage de I’ARNr 16S est une méthode essentielle pour I’analyse
du microbiote intestinal, elle repose sur I’amplification et le séquencage de I’ARNr 16S
présent chez toutes les bactéries avec des régions variables spécifiques a chaque espéce, ce qui

facilite leur identification taxonomique (Klindworth et al., 2013 ) .

le gene ARNr 16S avec ces régions stable et régions hypervariables, les segments
constantes permet 1’amplification par PCR et les régions hypervariables pour obtenir des
signatures uniques permettent de distinguer les différentes espece bactériennes ( J. M., &
Abbott, S. L. 2007 ) .
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Figure 12 : Schéma du séquencage 16S(Kong 2011).

Cette méthode a été couramment utilisée pour étudier l'implication du microbiote

intestinal dans différentes maladies, telles que les troubles auto-immunes.
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1.1.3/La Métagénomique :

La métagénomique offre une vision plus large et precise de I’écosystéme intestinale et

sa structure et de sa perturbation dans certaines maladies (Blottiere & Doré, 2016).

Cette méthode est une technique de séquencage du génome bactérien entier s'effectue en
quatre étapes principales : I'extraction de 'ADN génomique ; le séquencage de I'ADN, avec
ou sans amplification préalable ; I'assemblage bioinformatique du génome séquencé et
I'analyse des séquences obtenues (Diene et al., 2014)

il existe deux approches différentes pour déterminer la diversité microbienne :

» métagénomique ciblié : qui consiste a amplifier des regions specifique de ’adn
microbien en utilisant des amorces ciblant des marqueures taxonomique
comme le géne de I’ARNr 16S (Sharpton, 2014 ) .

» métagénomique shotgun : cette technique peut aider a reconstruire de grands
fragments ou méme des génomes complets d'organismes d'une communauté ,
permettant la caractérisation d'un grand nombre de séquences codantes et non
codantes qui peuvent étre utilisées comme marqueurs phylogénétiques
(Escobar-Zepeda et al., 2015) .
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Figure 13 : métagénomique shotgun (Han et al. 2020)
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1.2. Dosage des cytokines et marqueurs de I’inflammation :

Au cours d’une dysbiose , une surproduction de cytokines, peut entrainer le
développement de réponses immunitaires anormales. De nombreuses études ont ainsi montré
que la dyshiose intestinale est associée a des anomalies dans la régulation des cytokines et
participe au développement de maladies auto-immunes et inflammatoires (Kosiewicz et al. ,
2011, Gevers et al., 2014, Paun et al. , 2016).

1.2.1/ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) :

La mesure précise des niveaux de cytokines est une méthode puissante et cruciale dans
I'étude de l'inflammation. Le dosage immuno-enzymatique (ELISA) est un outil analytique
simple et rentable qui offre a la fois la spécificité et la sensibilité nécessaires a I'étude des

cytokines en laboratoire ou dans les organismes vivants ( Chiswick et al ., 2012) .

liquide. ELISA utilise des antigénes et des anticorps marquées par des enzymes pour
détecter des molécules biologiques. L'antigene en phase liquide est immobilisé, généralement
dans des plaques de microtitration a 96 puits. L'antigene peut se lier a un anticorps spécifique,
qui est ensuite détecté par un anticorps secondaire couplé a une enzyme. Un substrat
chromogéne pour I'enzyme produit un changement de couleur visible ou une fluorescence,
indiquant la présence de Il'antigene. Les mesures quantitatives ou qualitatives peuvent étre
évaluées sur la base de cette lecture colorimétrique. Les substrats fluorogénes ont une plus
grande sensibilité et peuvent mesurer avec précision les niveaux de concentration de l'antigene
dans I'échantillon (Gan & Patel, 2013).

Les techniques ELISA sont classées en quatre type qui sont , ELISA direct, indirect,
sandwich et compétitif, qui varient en fonction des anticorps , des antigénes, des substrats et

des conditions d’¢tulisations (Hayrapetyan et al., 2023).
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Figure 14 : Technique d'immuno-absorption enzymatique (ELISA) utilisée pour détecter un
antigene dans un échantillon donné (Gan & Patel, 2013).

1.2.2/ La cytométrie en flux :

La cytométrie en flux ( FMC ) est une technique analytique permettanat 1’analyse
individuelle des cellules . avent de passer devant un faisceau laser les cellules sont alignées
selon le principe du centrage hydrodynamique , cette interraction génére des phénoménes
optiques qui permttent I’analyse des caractéristique physiques et biologiques des cellules

apres I’incubation avec des réactifs fluorescents (Jouault & Imbert, 1995) .
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Figure 15 : applications de la cytométrie en flux (Robinson et al., 2023)

2/ Modeles expérimentaux pour I'étude de la dysbiose intestinale :

L'étude de la dyshiose repose largement sur l'utilisation de modéles animaux et in vitro
pour reproduire, analyser et manipuler les interactions complexes entre le microbiote
intestinal, I'n6te et I'environnement. Les modéles de microbiote intestinal, en particulier les
modeles axéniques (sans germe, GF) et humanisés (colonisés avec du microbiote humain),
sont largement utilisés pour étudier les effets causaux du microbiote sur des pathologies telles
que l'obésité, les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (IBD) et le cancer colorectal
(Harris ; 2024 ; Aguanno et al., 2022)

Parallelement, des modeéles in vitro tels que les systemes de fermentation, les organoides
intestinaux et les dispositifs microfluidiques (par exemple, les « intestins sur puce ») sont
utilisés pour reproduire des environnements microbiens contr6lés. Ces modeéles permettent
une évaluation précise des réponses du microbiote a différents stimuli ou traitements sans qu'il

soit nécessaire d'utiliser des animaux variables (Aguanno et al., 2022)

Les modéles animaux, notamment :
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Les souris axeniques (gnotobiotiques), dépourvues de microbiote, chez lesquelles on
peut introduire des microbiotes spécifiques (mono-associations ou microbiotes complexes),
permettent d’explorer des effets causaux dans des pathologies comme I’obésité, les MICI ou

le cancer colorectal (Aguanno et al., 2022).

Les modeles humanisés (HMA), ou des souris sont colonisées par un microbiote

humain, permettent une meilleure transposition des résultats vers la physiologie humaine, bien

qu’il persiste des différences notables inter-especes (Aguanno et al., 2022).

Ces modeles ont conduit a des progrés significatifs dans la connaissance des maladies
liées aux troubles métaboliques, inflammatoires et tumoraux associés a des modifications du
microbiote intestinal. L'emploi conjoint de ces éléments accentue la pertinence des

observations et simplifie I'élaboration de traitements visant spécifiquement la dysbiose

(Aguanno et al., 2022).
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microbiome alterations

GF mouse HMA mouse
* Availability of a wide range of GF mouse strains « Incomplete maturation of the immune system in GF mice
* Increased translational potential (causality) * Ecological factors driving dysbiosis missing in recipient
* Allow manupulation of gut microbial communities (from mice
single strains 1o complex communities) « Incomplete colonization efficiency
* Allow the application of integrated multi-omics analyses * Pathophysiological mechansism may not be the same in
K (functionality) humans W,

Figure 16 : Principaux modeles expérimentaux utilisés pour 1’é¢tude du microbiote
intestinal et de la dysbiose (Aguanno et al., 2022).
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3/ Approches thérapeutiques :

3.1/ L’ utilisation des probiotiques :

Les probiotiques ont de nombreuses souches différentes et sont définis comme des
micro-organismes vivants qui ont un effet positif sur la santé de I'n6te lorsqu'ils sont pris
correctement et en quantité suffisante.(Hill C et al ., 2014) . Grace a leurs effets multiples, les
probiotiques améliorent l'intégrité de la muqueuse altérée et la réponse immunitaire,
interagissent avec les micro-organismes pathogénes et maintiennent la flore saine existante (M
Pesce et al ., 2020) .

Apres l'administration, les bactéries probiotiques orales interagissent avec les cellules
épithéliales intestinales ou les cellules immunitaires associées a la lamina propria via des
récepteurs TLR et induisent la production de différentes cytokines ou chimiokines. Ils activent
notamment les cellules T régulatrices qui libérent de I'lL-10 (C Maldonado et al ., 2019 ).

De plus , ils inhibent la croissance des bacteries pathogénes sans perturber
I'homéostasie de l'intestin a long terme. lls stimulent la réponse immunitaire innée via les
macrophages et les cellules dendritiques, sans provoquer d'inflammation importante. En cas
de malnutrition ou d'obésité, ils renforcent la réponse immunitaire et restaurent la structure
des tissus intestinaux comme, ils pourraient prévenir les allergies en favorisant une réponse

immunitaire de type Thl et la production d'lgG plutét que d'IgE (C Maldonado et al ., 2019 ).

3.2/ L’utilisation des prébiotiques :

Les prébiotiques sont des ingrédients alimentaires non viables métabolisés de maniere
sélective par des bactéries intestinales bénéfiques. La modulation alimentaire de la microflore
intestinale par les prébiotiques vise a améliorer la santé en stimulant le nombre et/ou l'activité
des bifidobactéries et des lactobacilles. Une microflore intestinale « optimale » peut accroitre
la résistance aux bactéries pathogénes, abaisser le taux d'ammoniaque dans le sang, renforcer

la réponse immunitaire et réduire le risque de cancer.

Les bifidobactéries stimulent le systéme immunitaire, produisent des vitamines B,
inhibent la croissance des agents pathogenes, et baissent les taux d'ammoniaque et de
cholestérol dans le sang et contribuent a restaurer la flore normale aprés la prise des anti
biotiques (Gibson & Roberfroid, 1995).
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Les lactobacilles peuvent réduire la constipation et la diarrhée infantile, résister aux
infections telles que les salmonelles et contribuer a soulager le syndrome du célon irritable ,
comme ils peuvent faciliter la digestion du lactose chez les personnes intolérantes au lactose
(Manning & Gibson, 2004).

3.3/ Latransplantation fécale :

La transplantation de microbiote fécal (TMF) est l'infusion d'un filtrat liquide de
matiéres fécales provenant d'un donneur sain dans l'intestin d'un receveur afin de guérir une
maladie spécifique , ( Choi., & Cho. ,2016).

Le produit transféré est trés complexe et variable, il ne se compose pas d'espéces
bactériennes uniquement , mais englobe un écosystéme complet des bactéries, des virus, des

cellules humaines, des champignons, du mucus, des métabolites ( Bourlioux, P. 2015 ).

Le processus consiste généralement a sélectionner d'abord un donneur sans antécédents
familiaux de maladies auto-immunes, metaboliques et malignes et a le soumettre a un

dépistage de tout agent pathogene potentiel ( Gupta, S et al ., 2016.)

Les selles sont ensuite préparées en les mélangeant avec de l'eau ou du sérum
physiologique et en les filtrant pour éliminer les particules. Le mélange peut étre administré
par sonde nasogastrique, sonde nasojéjunale, cesophagogastroduodénoscopie (OGD),
coloscopie ou lavement de rétention. La plupart de I'expérience clinique de la FMT provient
du traitement des infections récurrentes ou réfractaires a Clostridium difficile (CDI) ( Smits et
al. 2013).
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g
y
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well-established protocol

Figure 16 : Procédure de transplantation fécale de microbiote intestinal (Kazmierczak-
Siedlecka K et al., 2021)
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Partie pratique

1/Type de I’étude et objectifs

L’étude pratique a été réalisée dans le but de mettre en évidence I’intérét de deux
techniques fondamentales utilisées en biologie moléculaire et immunologique en biologie :
I’ELISA et la PCR.

La premicre partie a été effectuée au sein du laboratoire d’hémobiologie, situé au centre
de transfusion sanguine (CHU Constantine), ou des échantillons de sérum issus de dons de
sang ont été utilisés pour la réalisation d’un test ELISA a I’aide du kit IVCOMB AgAb. Cette
étape visait essentiellement a illustrer le principe de détection immuno-enzymatique dans un

contexte descriptif et non pathologique.

La seconde partie a été conduite dans le laboratoire de sérologie moléculaire du CHUC,
ou la technique de PCR a été appliquée sur ’ADN extrait de leucocytes provenant de sang
total. L’amplification ciblait le géne MSN, impliqué dans des processus cellulaires et

immunitaires, dans le cadre d’un apprentissage méthodologique.

L’ensemble des travaux pratiques s’est déroulé sur une durée de 15 jours

1/Analyse des échantillons sanguins par ELISA sandwich Anticorps/Antigene (HIV
Ab/AQ) :

1-1/Principe :

L’analyse des échantillons sanguins par la méthode ELISA sandwich pour la détection
combinée des anticorps et de I’antigéne du VIH repose sur un principe immuno-enzymatique
sensible et spécifique. Ce test, dit de quatriéme génération, permet d’identifier simultanément
les anticorps anti-VIH (IgG et IgM) ainsi que I’antigéne p24, une protéine virale détectable
précocement apres I'infection. Les puits de la plaque ELISA sont préalablement sensibilisés
avec des anticorps de capture specifiques. Lors de I’ajout de I’échantillon, les anticorps anti-
VIH et/ou l'antigéne p24, s’ils sont présents dans le sérum du patient, se fixent sur ces
anticorps. Un conjugué enzymatique est ensuite ajouté : il s’agit d’un anticorps marqué par
une enzyme qui se lie aux complexes formés. L’ajout du substrat chromogeéne (comme le
TMB) permet une révélation colorimétrique, dont I’intensité est proportionnelle a la quantité

de cibles immunologiques présentes. Enfin, la densité optique est mesurée a I’aide d’un
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lecteur de plaque a 450 nm. Ce test permet ainsi un diagnostic plus précoce du VIH, grace a la

détection simultanée de la réponse immunitaire et de I’antigeéne viral circulant.

1-2 / Protocole expérimental :

Préparation des échantillons :

On procéde par un prélevement du sang veineux dans un tube sans anti coagulant ce

dernier est centrifugé pour récupérer le sérum puis conservé a 4°C. Fig 18 AB

Figure 18 : mise des échantillons en centrifugation

Suivant les instructions du Kit, on laisse la cupule Al vide pour le blanc, puis on

distribue le diluant échantillon sur la plaque a un volume de 50 uL. Fig 19 A,B

Figure 19 : plaque avec puits et diluant échantillon ( DILSPE )

Une fois le diluant échantillon distribué dans les puits, 1’étape suivante consiste a ajouter

de maniere rigoureuse les différents témoins (contrdle négatif et positifs), le calibrateur ainsi
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que les échantillons de sérum, selon une disposition précise sur la plaque, afin d’assurer la

validité du test et permettre une interprétation fiable des résultats :

Controle négatif :ajouter 150 pL dans les puits B1, C1 et D1.Fig 20 A
Calibrateur : ajouter 150 pL dans les puits E1 et F1.

Contrdle positif n°1 : ajouter 150 pL dans le puits G1. Fig 20 B
Contrdle positif n°2 : ajouter 150 pL dans le puits H1. Fig 20 C

YV V. V V V

Echantillons & tester : ajouter 150 pL dans les autres puits restants de la plaque

¥l

Figure 20 : contrdle négatif et les conrdles positifs

La plagque est homogénéisée délicatement puis couverte et placée dans un incubateur a 37° C
pendant 60 minutes. Fig 21 A,B

Aprés incubation la plaque déja préparée, passe au lavage (x5) par un laveur de

microplaque. Fig 21 C
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Figure 21 : incubation de la plaque et lavage

Formation du complexe sandwich et incubation :

On commence a distribuer le conjuguées n° 1 dans les puits sauf Al (150 pL) et

I’incuber pour la deuxiéme fois .Fig 22A

Apres la deuxiéme incubation on ajoute le conjugué n° 2 sauf Al (100 uL) . Fig 22B,C

Figure 22 : Distribution du conjugué n°1 et le conjugué n° 2 sur la plaque.

Une fois le deuxiéme conjugué est distribuer la plague est homogéniser et subbir une

troisiéme incubation pendant 30 minutes a 37 °C et un deuxiéme lavage .

Révélation enzymatique :

puis la plaque est placée en incubation pendant 30 minutes a température ambiante et
a I’obscurité. . On freine la réaction en ajoutant I’acide sulfurique a tous les puits faisant ainsi

virer la couleur du bleu au jaune. Fig 23
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Figure 23 : Révélation du complexe immun par le substrat TMB ,

Lecture :

La lecture finale est réalisée a I’aide d'un spectrophotométre, mesurant I’absorbance a
450 nm. L’intensité¢ de la couleur est directement proportionnelle a la quantité d’anticorps

anti-HIV et/ou d'antigéne p24 présents dans I’échantillon. Fig 24

Figure 24 : lecture par spectrophotométrie.
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2 | Détection du géne MSN par PCR :
2-1/ principe :

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une méthode de biologie moléculaire
qui permet d’amplifier spécifiquement une région d’ADN cible, a partir d’une faible quantité
initiale. Cette technique repose sur [’utilisation d’'une ADN polymérase thermostable,
généralement la Taq polymérase, capable de synthétiser de nouveaux brins d’ADN en
conditions contrdlées. La PCR nécessite la présence d’ADN matrice, de deux amorces
speécifiques encadrant la séquence d’intérét, de désoxynucléotides (ANTPs), d’un tampon de
réaction et de I’enzyme polymérase. Le processus se déroule en plusieurs cycles successifs
comprenant trois étapes principales : la dénaturation (environ 94-95 °C), qui sépare les deux
brins d’ADN ; I’hybridation (50-65 °C), ou les amorces se fixent sur les séquences
complémentaires ; et 1’élongation (72 °C), durant laquelle la polymérase synthétise les
nouveaux brins d’ADN. Chaque cycle double la quantit¢ d’ADN cible, entrainant une
amplification exponentielle. Apres 30 a 40 cycles, des millions de copies de la séquence
ciblée peuvent étre obtenues. Les produits d’amplification (ou amplicons) sont ensuite
visualisés par électrophorése sur gel d’agarose, ce qui permet de confirmer la taille attendue
du fragment amplifié. Cette méthode est largement utilisée dans le diagnostic, la recherche
biomédicale et la détection de genes spécifiques, comme c’est le cas ici pour I’amplification

du géne MSN.

2-1 / Protocole technique :

Préparation de master mix :

La Préparation de master mix est faite pour 3 patients donc 7 réactions dans un tube

stérile de 1,5 mL ou plus. Le mix est compose de : fig 25

Tampon 10X : 35 puL

dNTPs (10 mM) : 17,5 uL
MgCl: (25 mM) : 14 uL

ADN polymérase (Taq) : 1,4 uL

Eau sans nucléase : 268,1 pL

V V V V V
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Figure 25 : Tampons MgCI2 Taq, dNTP et amorces d’ADN.

On distribue 40 pL de ce mélange dans les tubes PCR stériles.Dans chaque tube ajoute :

» 2 pL d'amorce forward MSN
» 2 pLdamorce reverse MSN .
» 4 uL d'ADN.

Puis la plaque est mise dans une chambre a UV pour décontaminer les réactifs et les
tubes/plaque. Cette étape permet de réduire les risques de contamination par de I'ADN

exogene .Fig 26

Figure 26 : traitement des échantillons PCR dans la chambre a UV .
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Déroulement de la PCR :

Apres I'exposition aux UV, les tubes sont chargés dans le thermocycleur avec le
programme adapté aux genes cible ( MSN ) ou les trois principales étapes sont effectués

automatiquement : Flg 27

> ladénaturation de ’ADN a 95 °C
> I’hybridation des amorces a une température entre 55 et 94 °C pendant 30 cycles

> I’élongation du fragment cible par la Tag polymérase a 72 °C.

— e

! Wld 3

n .
. e T

1

Figure 27 : déroulement de laPCR .

Visualisation des produits PCR :

Pour I’analyse des produits PCR du géne MSN, on utilise 1’électrophorese sur gel
d’agarose. Le produit de la PCR (10 pL) est mélangé a 3 uL de colorant de chargement
(FBD), puis il est depose sur un gel d'agarose a 1,5 % préalablement préparé avec un tampon

TBE 1X.

La migration des produits amplifiés se fait dans une cuve d’électrophorése a l'aide d'un
tampon TBE 1X. Les fragments migrent a une tension initiale de 50 V, puis la tension est

augmentée a 70 V pour séparer les fragments d'ADN.Fig 28 A

En fin, I’observation des bandes d'’ADN est effectuée via un Trans illuminateur UV .

Fig 28 B
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(3
v

Figure 28: migration des échantillons et lecture des bandes.
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Le microbiote intestinal ; considéré comme un organe caché de I’organisme, constitue
aujourd’hui un domaine central pour la compréhension des mécanismes immunitaires et les
pathologies inflammatoires et métaboliques (diabéte et obésite). Les recherches récentes ont
dévoilé I'implication de cet écosystéme dans le maintien de I’hémostasie, la tolérance, la
modulation du systéme immunitaire ainsi que son impact sur les différentes maladies auto-

immunes (MICI), et les désordres neuropsychologiques (dépression et anxiété).

Notre étude a permis de mettre en évidence les fonctions immunitaires principales du
microbiote intestinal et de conclure ainsi qu’il existe un lien intime entre la situation de

dysbiose et les déséquilibres prononcés du systéeme immunitaire.

Egalement, au vu de toutes les études citées dans ce travail, il est confirmé que le
microbiote intestinal offre une piste prometteuse pour envisager un traitement préventif ou
thérapeutique contre toute anomalie multifactorielle. Les prébiotiques et les probiotiques

présentent des outils efficaces et sains.

Dans la partie pratique, nous avons décrit deux techniques immunologiques essentielles
: la PCR et la technique ELISA réalisées dans un objectif méthodologique afin d’illustrer les
outils fréquemment utilisés dans les études concernant les réponses immunitaires associees a

la dysbiose.

Par ailleurs, loin d’étre une composante digestive simple, le microbiote intestinal
semble étre un pilier de la sant¢ humaine, a cause de la complexité et I'influence de ses
fonctions. Par consequent, il devient impératif d’approfondir les recherches scientifiques,

médicales et technologiques qui s’intéressent a ce domaine.

Ainsi, les études futures sur le microbiote intestinal devraient s’appuyer sur des
approches multidisciplinaires combinant 1’immunologie, la microbiologie et la bio-

informatique.

Le développement de plateformes de séquencage de haut débit et des techniques méta-
génomiques permettrait des analyses directes et précises. Il est essentiel de renforcer les
recherches pour identifier les profils microbiens spécifiques associés a certaines pathologies
inflammatoires ou auto-immunes, afin de mieux comprendre les mécanismes de la dysbiose et

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Pathologies

Observations les plus pertinentes et
corrélations potentielles

Maladie de Crohn

Diminution de la diversité du microbiote
Réduction de F. Prausnitzii

Rectocolite hémorragique

Diminution de la diversité du microbiote
Réduction de A .muciniphila

Syndrome de I’intestin irritable

Augmentation de Dorra et de Ruminococcus

Infection a Clostridium difficile

Forte diminution de la diversité du microbiote

Présence de C. difficile

Cancer colorectal

Variation des Bacteroides Augmentation des
Fusobacteria

Allergie/ Atopie

Diversité altérée Signatures microbiennes
spécifiques

Diabéte de type 1

Signature microbienne particuliere

Diabéte de type 2

Signature microbienne particuliere

Obésité

Rapport Bacteroidetes / Firmicutes spécifique

Tableau : Caractéristiques et différences des probiotiques et des prébiotiques (S

Vijayaram, S Kannan ., 2018

probiotique

Prebiotique

Microorganisme vivantes

lutte contre les espéces de bactéries
nocives dans l'intestin

e substances non digestibles non vivantes

e nourissent les bacteries de ’intestin
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https://scholar.google.fr/citations?user=BR25eNIAAAAJ&hl=en&oi=sra

KitELISA IVCOMB.CE :

> microplaques. contenant des peptides spécifiques du VIH et un anticorps monoclonal
anti — p24 .

» Contrdle négatif prét a I'emploi. 1l contient du sérum animal négatif pour les anticorps
du VIH et pour l'antigéne p24.

» Contrdle positif prét a I'emploi. contient du sérum inactivé Sérum positif aux anticorps

anti-VIH 1.

Contréle négatif contient du sérum inactivé HIV2 .

Calibrateur HIV-1P24 Ag .

Tampon de lavage concentré (WASHBUF 20X)

Conjugué n°1 prét al’emplois .

Diluant de conjugué n°1

Conjugué n° 2 (streptavidine-HRP).

Substrat chromogene (TMB).

Solution d'arrét (acide sulfurique dilué).

Diluant pour échantillons (DILSPE)

YV V.V V V V V V V

Matériel et méthode :

> Kit ELISA1VCOMB.CE
» Incubateur a 37°.
» Laveure de microplaques

» Centrifugeuse
» Spectrophotométre
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Human Immunodeﬁciency Virus or HIV
type 1&2&0 and P24 HIV-1 Antigen
in human serum and plasma |

- for “in vitro” diagnostic use only -

DIA.PRO |
Diagnostic Bioprobes Srl
Via G. Carducci n® 27
20099 Sesto San Giovanni

(Milano) - Italy
Phone +39 02 27007161
Fax 39 02 44386771
e-mail: info@diapro.it

REF IVCOMB.CE
96/192/480/960 Tests
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YV V.V V V V V VY

YV V. V V V V V

Matériel et réactifs utilisés :
Matériel

Chamber UV

Thermocycleur (PCR machine)

Micropipettes (P10, P20, P200, P1000) et embouts stériles

Microtubes PCR (0,2 mL)

Support pour tubes

Systeme d’électrophorése sur gel d’agarose

Bain-marie ou bloc chauffant (pour dénaturation thermique préalable si nécessaire)

Transilluminateur UV

Réactifs :

ADN génomique ou ADN complémentaire (CDNA)

Master Mix 2X contenant Taqg polymérase, tampon, MgCL, dNTPs
Amorces spécifiques du gene ciblé

Eau ultrapure stérile sans nucléase (H.O PCR grade)

Geld’agarose 1,5%

Tampon TBE pour électrophorese

Colorant intercalant (GelRed, bromure d’éthidium)
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Résume :



Résumé

Le microbiote intestinal humain représente un écosysteme complexe, indispensable a la
santé. Il intervient dans la digestion, la régulation du systéme immunitaire et la protection
contre les agents pathogénes. Un déséquilibre de cette flore, appelé dysbiose, est impliqué
dans diverses pathologies, notamment les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin,
les maladies auto-immunes et les troubles métaboliques. Dans ce contexte, 1’étude du

microbiote est devenue un domaine de recherche prioritaire.

Ce travail a pour objectif d’explorer les caractéristiques histologiques et physiologiques
du microbiote intestinale et de mettre en lumiére les liens entre cette composante microbienne
et la réponse immunitaire, tout en abordant les déséquilibres microbiens associés a certaines

pathologies.

L’etude vise egalement a illustrer I’intérét des techniques d’analyse immunologique

dans le contexte de la dysbiose, malgré les limitations techniques locales.

En I’absence d’outils de séquencage et d’analyse directe du microbiote dans notre

région, nous avons eu recours a deux techniques accessibles en laboratoire :

La PCR (réaction de polymérisation en chaine), utilisée pour détecter I’expression de

certains genes impliqués dans la réponse immunitaire.

La méthode ELISA, permettant de quantifier des cytokines et marqueurs inflammatoires

dans des échantillons biologiques.

Ces méthodes ont été appliquées a titre pratique, sans analyse directe du microbiote, afin
de mettre en évidence leur potentiel d’utilisation dans des contextes cliniques liés a la

dysbiose.

Mots-clefs : microbiote intestinal , dysbiose , immunité , inflammation, tolérance , maladies

autoimmunes .



Abstract

The human gut microbiota represents a complex ecosystem essential to health. It plays a
key role in digestion, immune system regulation, and protection against pathogens. An
imbalance in this microbial community, known as dysbiosis, is associated with various
pathologies, including chronic inflammatory bowel diseases, autoimmune disorders, and
metabolic syndromes. In this context, studying the gut microbiota has become a major area of

scientific research.

The aim of this work is to highlight the relationship between the intestinal microbiota
and the immune response, while addressing microbial imbalances associated with certain
diseases. It also seeks to demonstrate the value of immunological analysis techniques in the

context of dysbiosis, despite local technical limitations.

Due to the lack of sequencing and direct microbiota analysis tools in our region, we

focused on two laboratory techniques that were accessible:

e PCR (polymerase chain reaction), used to detect the expression of specific
genes involved in immune response.

e The ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) method, used to quantify
cytokines and inflammatory markers in biological samples.

These methods were applied for practical purposes only, without direct microbiota

analysis, to demonstrate their potential use in clinical contexts related to dysbiosis.

Keywords: gut microbiota, dysbiosis, immunity, inflammation, tolerance, autoimmune
diseases.
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Résumé

Le microbiote intestinal humain constitue un écosysteme complexe et essentiel a la santé, impliqué
dans la digestion, la régulation immunitaire et la protection contre les agents pathogenes. Un déséquilibre de
cette flore, appelé dysbiose, est désormais reconnu comme un facteur clé dans 1’apparition de nombreuses
pathologies, notamment les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, les maladies auto-immunes et

les troubles métaboliques.

L’objectif principal de ce mémoire est d’explorer le role immunologique du microbiote intestinal, en
mettant en évidence ses mécanismes de modulation du systeme immunitaire et les déséquilibres associés a
certaines pathologies. Ce travail vise egalement a souligner 1’intérét de certaines techniques immunologiques
dans I’étude indirecte du microbiote, notamment dans des contextes ou les outils de séquengage font defaut.
A titre illustratif, deux méthodes accessibles ont été utilisées :

= LaPCR (réaction de polymérase en chaine), pour analyser des genes liés a I’'immunité.
= Laméthode ELISA, pour doser des cytokines et marqueurs inflammatoires dans des échantillons
biologiques.
Ces approches ont permis d’envisager des pistes d’évaluation indirecte de 1’état du microbiote intestinal dans

un cadre de recherche appliquée.

Mots-clefs : microbiote intestinal , dysbiose , immunité , inflammation, tolérance , maladies autoimmunes
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