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RESUME

La diarrhée post-chimiothérapie est un effet secondaire fréquent en cancérologie. Elle peut
mettre en jeu le pronostic vital. Cependant, la physiopathologie de la diarrhée post-chimiothérapie est
a ce jour mal connue et I’impact du microbiote intestinal dans la survenue de la diarrhée n’est pas
rapporté & ce jour. L’objectif de notre travail était de décrire les modifications du microbiote fécal
survenant au cours de la chimiothérapie et de rechercher des caractéristiques du microbiote fécal
prédisposant a la survenue d’une diarrhée. Nous avons inclus 36 patients ayant un lymphome non-
hodgkinien et recevant une méme chimiothérapie de conditionnement. La flore fécale a été analysée
par pyroséquencage. Les séquences ont été analysées avec QIIME. Douze (33%) patients ont
développé une diarrhée sévere, dans un délai médian de 13 jours. Nos résultats montrent qu’il y a une
diminution de I’alpha-diversité au cours de la chimiothérapie, et que cette diminution est encore plus
marquée chez les patients ayant une diarrhée sévere. L’analyse de la béta-diversité sépare en 3 groupes
distincts les échantillons collectés avant la chimiothérapie, les échantillons collectés aprés la
chimiothérapie des patients n’ayant pas de diarrhée sévere et les échantillons collectés apres la
chimiothérapie des patients ayant une diarrhée sévére (p<0,001). L’analyse discriminante linéaire
rapporte que le genre Bacteroides est significativement associé¢ a la survenue d’une diarrhée post-
chimiothérapie sévere alors que les genres Escherichia, Atobopium, Oribacterium, Anaerococcus,
Blautia, Mogibacterium, Bifidobacterium sont significativement associés a 1’absence de survenue
d’une diarrhée. Notre étude a permis de faire un inventaire complet des modifications du microbiote
fécal survenant au cours de la chimiothérapie et a montré qu’il est possible de prédire la survenue

d’une diarrhée sévere par I’analyse d’un prélevement de selles collecté en médiane 6 jours plus tot.



ABSTRACT

Chemotherapy-induced diarrhea (CID) is one of the main side effects suffered from cancer
patients. Clinically, CID contributes to significant fluids and electrolytes depletion leading to
hemodynamic collapse and death. However, the pathobiology and the intestinal microbiota alterations
associated with this outcome remains incompletely understood. The objective of our study was to
determine if specific alterations of the fecal microbiota are associated with subsequent severe CID. We
included 36 adult patients with non-Hodgkin’s lymphoma undergoing allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation. All the patients received the same chemotherapy myeloablative conditioning
regimen. We collected prechemotherapy and postchemotherapy fecal samples. Bacterial communities
were profiled using 454 pyrosequencing of the V5 and V6 hypervariable 16S rRNA gene regions and
sequence data were analysed using the QIIME pipeline. We found that fecal microbiota of patients that
develop subsequent severe CID exhibit a specific alteration in alpha and beta diversity in
postchemotherapy samples. Furthermore, the distribution of bacterial species within the fecal
microbiota of the patients that develop severe CID was purposely altered. Following chemotherapy,
fecal microbiota turned toward two distinct phylogenetic signatures. Linear discriminant analysis
showed that Bacteroides was significantly associated with the development of subsequent severe CID
whereas  Escherichia, Atobopium, Oribacterium, Anaerococcus, Blautia, Mogibacterium,
Bifidobacterium were significantly associated with the absence of subsequent severe CID. In this
study, we showed that a specific fecal microbiota alteration predict patients that will develop severe
CID by a median of 6 days. Assessment of fecal microbiota may identify patients at risk for severe
CID during intensive chemotherapy and preventive manipulations of the intestinal microbiota should

be tested to prevent this serious side effect.



INTRODUCTION

1. Le microbiote intestinal

1.1. Préalable

Le microbiote intestinal, antérieurement appelé microflore intestinale, correspond a I’ensemble
des micro-organismes qui colonisent le tube digestif. Il est majoritairement composé de bactéries. Il
contient aussi, en nombre plus faible, des archées, des champignons, des eucaryotes inférieurs et des
virus *. Tout au long du tractus digestif, un étre humain héberge environ 10* bactéries, soit environ dix
fois plus que les cellules de 1’organisme *. La grande majorité se localise au niveau du colon distal, ol

1’on dénombre 10** bactéries par gramme de contenu >°,

Les études moléculaires ont conduit a la description d’une diversité d’espéces permettant
d’estimer que plusieurs centaines d’especes bactériennes composent le microbiote intestinal d’un sujet
adulte *. La majorité des espéces bactériennes sont spécifiques de 1’hdte, avec une grande variabilité
dans la distribution des communautés bactériennes entre individus’. Le nombre de génes du
microbiote intestinal, appelé métagénome intestinal, est au moins cent fois plus important que le
génome humain, soit plus de neuf milliards de génes °. A I’inverse de la diversité d’espéces décrite au
sein du microbiote intestinal, les fonctions des genes apparaissent conservées entre les différents
individus *°. Ainsi, a 1’échelon du géne, il a été décrit ’existence d’un noyau du microbiome humain,

retrouvé chez la majorité des individus, assurant les fonctions essentielles a 1’hote .

La progression dans la connaissance du microbiote intestinal a été exponentielle au cours des
derniéres années, du fait des avancées technologiques considérables, aussi bien en ce qui concerne les
techniques de séquencage que les méthodes d’analyse bio-informatique. L’ importance de la diversité
du microbiote intestinal humain, mais aussi I’impact de ses fonctions sur la santé humaine ont pu étre

totalement réévalués &,



1.2. Les techniques d’étude du microbiote

1.2.1. La culture in vitro

Initialement, ce sont les techniques de culture in vitro qui ont été appliquées a 1’étude du
microbiote intestinal. Cette méthode a permis d’isoler et de répertorier les especes dominantes du
microbiote fécal selon les régles de la taxonomie classique °. Cependant, elle s’est trouvée limitée par
le fait que la majorité des bactéries du microbiote intestinal appartiennent a des especes anaérobies
strictes et par la sélectivité des milieux de culture utilisés *°. Ainsi, plus de 80% des bactéries qui
composent le microbiote intestinal ne sont pas cultivables en laboratoire par les méthodes classiques

de microbiologie ™.

1.2.2. Les techniques de biologie moléculaire
1.2.2.1. Genéralités : des techniques basées sur le séquencage du gene codant

pour I’ARN ribosomal 16S

Durant les derniéres décennies, des outils indépendants de la culture se sont développés afin de
s’affranchir des contraintes liées a la culture. Cela a permis une réévaluation compléte du microbiote

intestinal 1*%3,

Ces techniques, basées sur le séquengage du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S (ARNr
16S) permettent de classifier les micro-organismes en différents niveaux taxonomiques. L’ARNr 16S
est une molécule ubiquitaire, constituée de régions conservées permettant 1’identification du domaine,
de régions variables permettant 1’identification du groupe et de régions hypervariables permettant
I’identification de I’espece (Figurel). Ainsi, cette molécule présente un double intérét : la sequence du
géne qui la code est a la fois suffisamment différente d’une espéce a une autre pour qu’on puisse
distinguer ces derniéres, et suffisamment proche pour qu’on puisse établir leur degré de parenté

(Figure 2).
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Les études appliquant les méthodes basées sur le séquencage de I’ARNr 16S sont, a ce jour, la
norme pour décrire la diversité bactérienne et I’identification taxonomique des bactéries constituant le
microbiote intestinal **'*. Parmi les méthodes, on recense les techniques d’empreintes, la PCR

quantitative, I’hybridation in-situ couplée a la cytométrie en flux et les techniques de séquencage *°.

B Universal PCR
B Bacterial PCR

Figure 1. Représentation du géne codant ’ARN ribosomal 16S bactérien et ces différentes

régions *°

Famille

—J
‘:l I:IE ordre = :I‘

= O T
| — Classe = = |

= = [m=]
l = Embranchement[] = J

=g
‘ — = Régne = — |

| 5 oomame = |

Monde vivant

Figure 2. Identification phylogénétique d’une bactérie a partir du séquencage de ’ARNr 16S, du
domaine jusqu’a espéce *°

11



1.2.2.2. Les techniques d’empreinte

Les technigues d’empreintes, dites aussi de « fingerprinting », permettent de visualiser la

diversité des groupes bactériens ou des espéces bactériennes constituant le microbiote %,

Elles nécessitent au préalable une étape d’amplification par PCR. Le principe est ensuite celui
d’une électrophorése en milieu dénaturant, ¢’est-a-dire que les amplicons sont séparés en conditions
dénaturantes. On observe alors des bandes ou des pics distincts, correspondant théoriquement a une
séquence spécifique. La dénaturation peut étre effectuée par un gradient chimique (Denaturating
Gradient Gel Electrophoresis : DGGE), un gradient thermique (Temporal Temperature Gradient gel
Electrophoresis : TTGE) ou par chromatographie (denaturing High Performance Liquid
Chromatography : dHPLC) (Figure 3). Ensuite, il est possible d’exciser et de séquencer une bande ou

un pic jugé d’intérét pour effectuer 1’identification par séquengage de 1’espéce correspondante.

Ces méthodes sont rapides et relativement peu codteuses. Cependant, elles sont limitées dans
I’apport d’informations phylogénétiques, n’autorisant 1’observation que des especes dominantes, c’est-
a-dire dont la proportion d’ADN extrait est supérieure & 1% de I’ADN de la population totale **°. Une
autre limite est la co-migration, c’est-a-dire que des fragments d’ADN de séquences différentes

occupent parfois la méme position sur le gel, empéchant ainsi de différencier certaines espéces .
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Figure 3. Exemple d’analyse DGGE avec obtention de profils en différents bandes comparant
des prélevements fécaux de sujets sains et de patients. L’analyse statistique s’effectue avec le
calcul d’index de similarité, reposant sur I’analyse du nombre, de la position, et de I’intensité de

la bande de gris %.

1.2.2.3. L ’hybridation in situ couplée a la cytométrie en flux (FISH)

La technique FISH est basée sur 1’utilisation des sondes oligonucléotidiques fluorescentes
spécifiques, ciblant des séquences d’ARNr 16S d’un groupe bactérien ou d’une espéce bactérienne /.
Un ensemble de 15 sondes permettrait de caractériser 90% des bactéries constituant le microbiote

intestinal 2.

Cette technique permet D’identification de bactéries préalablement définies par
I’expérimentateur et elle est trés sensible et trés spécifique d’une population donnée. Elle est de ce fait
limitée pour identifier de nouvelles especes bactériennes ou réaliser un inventaire exhaustif de la

composition phylogénétique du microbiote intestinal.
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1.2.2.4. La PCR quantitative (qPCR)

Cette technique de PCR quantitative est basée sur I’utilisation d’amorces spécifiques d’un
groupe bactérien ou d’une espéce bactérienne *°. Elle nécessite au préalable une amplification par
PCR. La quantification repose sur le suivi, a chaque cycle, de la réaction d’amplification a ’aide d’une
molécule fluorescente émettant un rayonnement proportionnel a la quantité d’ADN produite *°. Deux

techniques existent : SYBR GREEN et TagMan *%,

La PCR quantitative présente I’avantage d’étre trés sensible et tres spécifique pour quantifier
une population donnée mais est limitée par I’aspect laborieux de sa mise au point. En effet, la mise au
point des amorces peut se révéler complexe et longue. En outre, la gPCR a les mémes limites que la

technique FISH, elle ne permet que I’identification de groupes ou d’espéces préalablement définis.

1.2.2.5. Les techniques de sequencage haut-débit

1.2.2.5.a. Le séquencage Sanger

La méthode de séquengage Sanger a permis d’effectuer les premiers inventaires basés sur le
séquencage du géne codant I’ARNr 16S *. Cependant, cette méthode est relativement fastidieuse et

son co(lt élevé.

Ainsi, la technique de séquencage de Sanger a été définitivement dépassée par les techniques

de séquencage a haut-débit, comme le pyroséquencage.

1.2.2.5.b. Le séquencage haut-débit : pyroséquencage 454

Le pyroséquengage a permis une accélération dans 1’é¢tude des communautés microbiennes
complexes "*** En quelques heures, il est possible de séquencer 25 millions de bases avec 99%
d’exactitude. De plus, I'autre intérét de cette technique réside dans 1’utilisation de codes-barres,
constitués de nucléotides prédéterminés, permettant de suivre chaque échantillon et donc d’en analyser

plusieurs en méme temps.
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Le pyroséquencage a plusieurs limites. Tout d’abord son cott est élevé. De plus, cette
technique automatisée génére environ 16% de séquences chiméres *. Cependant, ces séquences
chimériques sont maintenant aisément exclues au cours de 1’analyse bio-informatique. Enfin, parce
qu’il est basé sur séquengage du géne codant I’ARNr 16S, les fonctions des micro-organismes

constituant le microbiote intestinal échappent a son investigation.

1.2.2.5.c. L’ analyse bio-informatique

Dans le méme temps, les outils bio-informatiques se sont considérablement développés pour

pouvoir analyser le volume gigantesque de données obtenues par le séquencage haut-débit %,

D’abord, les séquences sont classées en unités taxonomigues opérationnelles (OTUs) selon le
pourcentage de similarité des séquences entre elles. Les OTUs indiquent les différents niveaux de
résolution taxonomique : a 99% on désigne une souche, a 97% une espece, a 95% un genre et a 90%
une famille. 1l est alors possible de définir le pourcentage de chaque séquence en termes d’OTUS par

rapport a I’ensemble des séquences *.

Ensuite, les analyses de la diversité des communautés microbiennes reposent sur des mesures
écologiques descriptives, classiquement 1’alpha-diversité et la béta-diversité **%. L’alpha-diversité, ou
richesse d’un échantillon, est quantifiée directement, par le nombre de taxa (c’est a dire le nombre
d’espéces), ou indirectement par des index comme le Chaol ou I’index de Shannon *>*!. L’alpha-
diversité est utilisée pour quantifier la perte de diversité, par exemple aprés une antibiothérapie ou en
association avec une pathologie donnée (Figure 4). Cependant, 1’alpha-diversité est limitée par le fait
qu’elle ne permet pas d’identifier les taxa impliqués dans un gain ou une perte de biodiversité. La
béta-diversité permet, elle, de comparer des régions entre elles, elles-mémes composées des plusieurs
échantillons qui caractérisent chaque région (Figure 5). Elle définit le degré dans lequel les taxa sont
communs aux echantillons. Ainsi, la mesure de la béta-diversité permet de répondre a la question
suivante: « Quel est le degré de similarité entre le microbiote fécal du patient A et le microbiote fécal
du patient B? ». Les analyses de béta-diversité sont faites en générant une matrice de distances

métriques par la méthode UniFrac (Unweighted et Weighted) ou Bray Curtis et sont visualisées avec
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une analyse en coordonnées principales **4?*3. Ce type de visualisation, aussi appelée ordination,
donne une vision qualitative des facteurs les plus extrémes associées a la variance des données. Elle ne
reflete donc que les caractéristiques les plus extrémes de variations. Ainsi des associations entre les
profils taxonomiques peuvent exister et seront pas visibles dans une ordination. De plus, 1’ordination
ne donne pas d’informations concernant la significativité statistique d’une éventuelle association ou si
des facteurs exogeénes, tels que les antibiotiques ou les artéfacts techniques, peuvent aussi intervenir

dans une association détectée par 1’analyse en coordonnées principales *.

Yy g? |

3 Species

Figure 4. L alpha-diversité compare la diversité entre 2 sites (par exemple site 1 et site 2). Ici, on
peut dire que D’alpha-diversité est plus importante dans le site 1 (qui contient 5 espéces

différentes) que le site 2 (qui ne contient que 3 especes différentes).

site 3

Region X

Figure 5. La béta-diversité compare la diversité a I’échelle de plusieurs régions (par exemple
région X et Y), composées de plusieurs sites (site 1 et 3 pour la région X, site 2 et 4 pour la région

Y). Ici, on peut dire que la béta-diversité est plus importante dans la région Y, qui contient
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globalement 6 espéces différentes dans les différents sites, alors que la région X contient 5

especes différentes mais qui sont toutes retrouvées dans les 2 sites.

Il est donc important de tester si les métadonnées (par exemple les données cliniques des
patients inclus dans 1I’étude : age, sexe, prise antéricure d’une antibiothérapie, stade de gravité de la
maladie...) sont associées significativement avec des augmentations ou des diminutions de taxa ou de
fonctions. Des outils biostatistiques tels que LEfSe (LDA Effect Size) (Figure 6) ou MaAsLin
(Multivariate Analysis by Linear Models) (Figure 7) ont été développés pour pouvoir répondre a ces
questions “**. Ces outils incluent des tables d’abondance, regroupant les différents taxa ou fonctions
retrouvés dans les échantillons collectés, et des métadonnées. Elles permettent de mieux évaluer les

associations retrouvées entre les différentes conditions testées.

LEfSE est un algorithme permettant la recherche de biomarqueurs pour identifier des
caractéristigues génomiques (taxon, voie métabolique, géne) qui caractérisent des différences entre au
moins deux conditions différentes. Il identifie d’abord les caractéristiques qui sont statistiquement
différentes entre les conditions testées a 1’aide du test non paramétrique de Kruskal-Wallis. Ensuite le
module applique une analyse discriminante linaire pour estimer I’importance de I’effet de chaque
caractéristique. Ainsi, cette méthode permet de prédire avec robustesse 1’appartenance d’une
caractéristiqgue génomique a une condition prédéfinie. L’intérét majeur de LEfSE est la visualisation
claire des marqueurs découverts sous la forme d’un arbre taxonomique ou phylogénétique. Un seuil de
score a 2,5 a été fixé pour retenir 1’intérét d’une caractéristique comme biomarqueur d’une condition
prédéfinie. Cependant, la limite de ce module est qu’il ne tient pas compte des différentes

métadonnées des patients.

MaAsL.in est un module qui recherche des associations entre les données cliniques des patients
et I’abondance de communautés bactériennes ou de fonctions. Les données cliniques peuvent étre de
tout type : continue (age, poids), booléenne (sexe) ou discréte (phénotype). L’intérét de 1’application

de MaAsLin est de pouvoir associer de multiples métadonnées avec les données du microbiote. En
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effet, les résultats fournis par MaAsLin sont 1’association d’une communauté du microbiote spécifique
a une métadonnée sélectionnée. Cette association est indépendante de I’influence des autres
métadonnées étudiées. Cela permet donc de prendre en compte différents facteurs connus pour
influencer le microbiote (régime alimentaire, ge, échantillon fécal ou biopsie...). MaAsLin réalise des
modeéles linéaires avec une méthode de boosting entre un groupe recensant les métadonnées (les
prédicteurs) et un groupe recensant 1’abondance des communautés microbiennes (les réponses). Cette
méthode permet de créer un modele d'ensemble, qui génére une séquence de modeles afin d'obtenir
des prédictions précises. Le boosting des métadonnées et la sélection du modele se fait a 1’échelle de
I’OTU. Pour ces données qui sont exprimées en proportions et qui sont platykurtiques, on a recours a
la transformation arc-sinus de la racine carrée, les données brutes étant exprimées en valeurs de 0 a 1,
afin de les normaliser. La procédure est répliquée pour chaque combinaison possible d’OTU et de
métadonnée. Les métadonnées sélectionnées sont alors utilisées dans un modéle linéaire multivarié

utilisant les métadonnées comme prédicteurs et 1’abondance des OTUs comme réponse.
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Figure 6. Le module LEfSe repose sur une analyse discriminante linéaire qui permet d’identifier

quels sont les taxa ou les fonctions qui sont significativement associées aux conditions testées *
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Figure 7. Le module MaAsLin permet de définir quelles sont les métadonnées (par exemple
caractéristiques cliniques des patients inclus: &ge, sexe, prise antérieure d’une
antibiothérapie...) qui sont significativement associées avec les taxa, sur la base d’un modéle

linéaire %

1.2.2.6. La métagénomique

La métagénomique permet de faire un inventaire complet d’un échantillon collecté car elle ne
se limite pas a I’étude du gene codant I’ARNr 16S. Cette approche métagénomique permet, non
seulement de fournir une caractérisation phylogénétique de la communauté microbienne présente
(analyse des séquences pour l'étude de la biodiversité ou la reconstruction de génomes), mais
elle peut aussi informer sur les fonctions présentes portées par la communauté microbienne. Elle
permet donc, par une approche de métagénomique fonctionnelle, de découvrir les fonctions présentes
dans un environnement. Ainsi, la métagénomique est utilisée pour détailler les caractéristiques

fonctionnelles du microbiote intestinal dans différentes conditions, physiologiques ou pathologiques .

A cette approche métagénomique, d'autres approches, regroupées sous le terme « omique »,
se sont développées pour 1’étude des métabolites (métabolomique), des protéines (métaprotéomique)
et de 'ARN (métatranscriptomique) (Figure 8). Ces techniques permettent de connaitre les fonctions

| *°. Une autre technique, appelée culturomique, consiste & multiplier les

actives du microbiote intestina
conditions de culture (jusqu’a 200 pour un méme échantillon) puis a tester toutes les colonies par une

19



technique de spectrométrie de masse MALDI-TOF, qui couple une source d'ionisation laser assistée
par une matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un analyseur a temps de vol (Time-
Of-Flight). Elle permet d’identifier quasiment autant d’espéces que par la métagénomique et il a été

démontré qu’avec 70 conditions de culture différentes, on peut obtenir 100% des bactéries cultivables

47
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Figure 8. Les différentes approches « omiques » développées a ce jour pour I’étude des

communautés microbiennes

1.2.2.7. Techniques d’analyse du microbiote intestinal : synthese

Nous avons rapporté une synthése des différentes techniques utilisées pour I’analyse du
microbiote intestinal dans le tableau I, & partir d’un travail réalisé par Sekirov et al. *2. Il y est fait état

des avantages et des limites de chaque technique d’analyse du microbiote.

Techniques Objectif Avantages Limites
Culture in vitro - Dénombrement de micro- | - Peu colteux - Micro-organismes pas tous
organismes cultivables
- Milieux sélectifs
Techniques d’empreinte - Identification - Rapide - Phénoménes de co-
taxonomique - Peu coliteux migration
Hybridation in situ couplée | - Identification - Utilisation in situ - Design des sondes
a la cytométrie en flux taxonomique - Sélectivité
(FISH)
PCR quantitative - Identification - Sensible et spécifique - Design des amorces et des
taxonomique - Rapide sondes
- Peu colteux - Sélectivité
Séquencage haut-débit - Identification - Sensible et spécifique - Coliteux
taxonomique - Analyse de plusieurs
- Analyse de la diversité échantillons en méme
temps
Métagénomique - Identification - Sensible et spécifique - Prix
taxonomique - Volume des données a
- Fonctions des génes analyser

Tableau | : Présentation des avantages et des limites des techniques d’étude du microbiote

intestinal
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1.3. La composition du microbiote intestinal
1.3.1. Généralités

Les travaux basés le séquencage du gene codant I’ARNr 16S géne ont rapporté que plus de

95% des séquences sont assignées a 4 groupes phylogénétiques (ou phyla) : Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria et Proteobacteria sur les 55 existants "+

(Figure 9). Globalement, au sein de ces
phyla, 6 genres bactériens prédominent : Eubacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Clostridium,
Bacteroides, Bifidobacterium *.

Cependant, si I’on reconnait des caractéristiques trés conservées a 1’échelon du phylum, a

I’échelon des especes, la caractéristique principale du microbiote intestinal semble étre la présence de
nombreuses espéces spécifiques de I’individu

1,48,49

L’estimation du nombre d’espéces bactériennes
contenues dans le microbiote intestinal est comprise entre 500 et 1000 selon les études, et jusqu’a
3500 espéces bactériennes dans 1’étude la plus récente

Bacteroidetes
(5640, 65, 42)

Epsilonproteobacteria (2, 1, 0)

Fusobacteria (9, 1, 0)

Actinobacteria (22, 10, 2)

Alphaproteobacteria
(10,4, 4)
Betaproteobacteria
(32,5,2)

Gammaproteobacteria
(5,2,0)

\

\ /

Verrucomicrcbla

Unclassified, near
Cyanobacteria (3, 1, 1)

Figure 9. Arbre phylogénétique microbiote intestinal humain ™

Le phylum Firmicutes, le plus souvent retrouvé en dominance chez I’homme, correspond aux
espéces anaérobies a Gram-positif, dont la grande majorité appartient a la classe Clostridii . A

I’échelon de la famille, Lachnospiraceae, Clostridiaceae et Ruminococacae sont les plus fréequemment
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représentées “°. A I’échelon du genre, Faecalibacterium, Roseburia, Coprococcus, Ruminococcus,

Eubacterium, et Dorea sont majoritaires ***°.

Les Bacteroidetes regroupent les bactéries anaérobies a Gram-négatif appartenant

principalement aux genres Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides et Prevotella **.

Le phylum Actinobacteria est retrouvé en faible quantité dans le microbiote intestinal
d’individus adultes sains. Il représente moins de 1% des bactéries totales. On y recense principalement

le genre Bifidobacterium **°.

Enfin, le phylum Proteobacteria, retrouvé en trés faible quantité dans le microbiote intestinal

d’individus adultes sains, est représenté principalement par le genre Escherichia ***° (Figure 10).
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Figure 10. Représentation des différents phyla et genres retrouvés au niveau du microbiote fécal

dans une large étude chez des individus adultes *°
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1.3.2. Distribution des bactéries dans le tractus gastro-intestinal humain

La répartition du microbiote intestinal n’est pas homogéne tout au long du tractus gastro-
intestinal. Typiquement, il se répartit en trois grandes régions qui offrent des conditions physico-

chimiques différentes aux communautés bactériennes qui y sont hébergées.

1.3.2.1. La flore gastrique

Du fait de I’acidité gastrique et de la présence d’oxygeéne, 1’estomac héberge peu de bactéries.
La charge microbienne dans ’estomac a été estimée a 10* unité formant colonies (UFC) par gramme
de contenu . Le genre Helicobacter Pylori y est dominant mais d’autres genres, comme Streptococcus

et Lactobacillus, sont également présents en plus faible quantité **.

1.3.2.2. Laflore de ['intestin gréle

L’intestin gréle est marqué par un appauvrissement en oxygene jusqu’a sa disparition dans
I’iléon. Cette situation permet a la flore bactérienne de devenir progressivement plus abondante. On
retrouve 10%-10* CFU par gramme de contenu dans le duodénum, 10°-10" CFU par gramme de

contenu dans le jéjunum et 10°-10° CFU par gramme de contenu dans I’iléon 2.

Au niveau du duodénum et du jéjunum, le microbiote est composé de bactéries anaérobies
facultatives tels que les lactobacilles, les streptocoques et les entérobactéries, mais aussi de bactéries

anaérobies strictes notamment les bifidobactéries, les genres Bacteroides et Clostridium >,

Au niveau de I’iléon, le microbiote est beaucoup plus diversifié et proche de celui du colon. Il
est composé en majorité de bactéries anaérobies strictes appartenant aux genres Bacteroides et

Clostridium. On retrouve aussi des bifidobactéries, lactobacilles, entérobactéries et entérocoques 452
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1.3.2.3. La flore colique et fécale

La population bactérienne la plus dense est retrouvée au niveau du colon, représentant environ
50% du volume du contenu du colon et contenant environ 70% des micro-organismes du corps humain
85354 e phylum Firmicutes domine le microbiote colique, rassemblant les genres Faecalibacterium,
Clostridium, Eubacterium et Ruminococcus. Ensuite, on retrouve le phylum Bacteroidetes, représenté
principalement par le genre Bacteroides. On retrouve également, en plus faible proportion, le phylum
Actinobacteria avec les genres Bifidobacterium et Atopobium et le phylum Proteobacteria avec le

genre Escherichia %%,

En ce qui concerne la flore fécale, qui est la plus fréquemment étudiée en raison de la facilité
de prélévement, la quantité de bactéries est similaire a celle retrouvée au niveau de la muqueuse
colique. Les genres les plus représentés sont Bacteroides, Bifidobacterium, Faecalibacterium,

Ruminococcus, Alistipes (Figure 8) *°.

Cependant, plusieurs études ont montré qu’il existait des différences entre la composition de la

5556 Cette différence est

flore fécale et celle du microbiote associée a la muqueuse colique
principalement liée a la proportion des bactéries aérobies-anaérobies facultatives, qui sont quasiment

absentes des feces.

1.4. Etablissement et évolution du microbiote intestinal au cours du temps

A la naissance, le nouveau-né, confiné dans un environnement stérile, est exposé aux bactéries
de la meére et de I’environnement. Le nouveau-né est d’abord colonisé par des entérobactéries,
staphylocoques, entérocoques, streptocoques puis par les genres Bacteroides, Bifidobacterium,

Lactobacillus *'.

La composition du microbiote se diversifie ensuite sous ’influence de multiples facteurs
exogenes, dont I’allaitement et le régime alimentaire, et se stabilise en moyenne a 1’age de deux ans,

devenant proche de celui de ’adulte ***®.
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A Tautre extrémité de la vie, le vieillissement va entrainer un déclin des bifidobactéries et des

Bacteroidetes en faveur des entérobactéries et des entérocoques ** (Figurell).

* Bacteroides and bifidobacteria
(total numbers and species diversity)

* Facultative anaerobes

» Fusobacteria, clostridia, eubacteria

* Amylolytic activity « Proteolytic activity (ABE)

* Total SCFA (acetate,
propionate and butyrate)
(ABE)

Gut
microflora

Total anaerobes = stable
Shifts in dominant species within bacterial groups

Figure 11. Modifications du microbiote fécal chez la personne agée ®

1.5. Le rble du microbiote intestinal

L’écosystéme intestinal est le résultat d’une interaction entre 1’hdte et le microbiote intestinal
tendant vers un équilibre, appelé eubiose “®*. Ainsi, le microbiote intestinal exerce de nombreuses

fonctions bénéfiques pour I’héte qui I’héberge et participe au maintien de I’homéostasie *.

1.5.1. Fonction métabolique

Le microbiote intestinal joue un rdle nutritionnel par la fermentation de nombreux substrats
pour produire de I'énergie. De plus, les métabolites absorbés peuvent avoir des effets sur la
prolifération et la différenciation des cellules épithéliales ®. Le microbiote intestinal apporte aussi des
acides aminés et des vitamines (vitamine K, vitamines B) et intervient dans le métabolisme, entre

autre, des sels biliaires et du cholestérol .
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1.5.2. Fonction barriéere

Le microbiote intestinal s’oppose a la colonisation du tractus gastro-intestinal par des bactéries
potentiellement pathogénes de I’environnement externe. |l exerce un antagonisme puissant vis-a-vis
des bactéries en transit avec le bol alimentaire. Il contr6le aussi le développement excessif de bactéries
pathogénes faiblement représentées au sein du microbiote intestinal. Afin d’assurer cette résistance a
la colonisation, le microbiote intestinal bloque 1’accés aux sites d’adhérence de 1’épithélium intestinal,
bloque la pénétration d'antigénes, consomme les nutriments disponibles et sécréte des molécules

antimicrobiennes et des agents antibactériens %.

De plus, le microbiote intestinal régule la composition du mucus qui recouvre et protége la

mugqueuse intestinale .

1.5.3. Fonction immunologique

Dés la naissance, I’immunité est stimulée par la colonisation du tractus gastro-intestinal. Ainsi,
des études ont montré que l'absence de microbiote intestinal diminue le nombre de cellules du systéme
immunitaire au niveau de la muqueuse intestinale ®. Cette relation entre le microbiote intestinal et le
systeme immunitaire est spécifique de 1’hote de 1’espéce. Ainsi, des souris axéniques colonisées par un
microbiote humain avaient un systéme immunitaire peu développé comparativement aux souris
colonisées par un microbiote de souris. De plus, les souris axéniques colonisées par un microbiote de
souris étaient protégées contre les infections comparativement aux souris colonisées par un microbiote

humain ™.
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2. Microbiote intestinal et mucite post-chimiothérapie
2.1. Introduction

2.1.1. Définition

La mucite gastro-intestinale correspond a des lésions inflammatoires et/ou ulcératives du

tractus gastro-intestinal "

. 11 s’agit d’un effet secondaire fréquent en cancérologie, en rapport avec la
toxicité de la chimiothérapie ou de la radiothérapie " Les symptémes de la mucite gastro-intestinale

regroupent : douleur abdominale, hémorragie, nausées, vomissements ou diarrhée ".

Cet effet secondaire peut-étre responsable d’une déshydratation, de troubles ioniques,
d’infections, en particulier des bactériémies, pouvant avoir des conséquences potentiellement fatales
273 De ce fait, la mucite gastro-intestinale peut occasionner un délai dans la réalisation des différentes
cures de chimiothérapie ou de radiothérapie programmeées, conduisant a réduire I’intensité du cycle de
chimiothérapie ou de radiothérapie. Au total, cet effet indésirable peut contribuer a un traitement non

optimal du cancer "™,

2.1.2. Incidence

L’incidence de la mucite est difficile a définir, parce que les patients n’ont pas, en routine, une
imagerie ou une endoscopie afin de confirmer I’inflammation caractéristique de la muqueuse

intestinale. De plus, les symptdmes liés a la mucite ne sont pas spécifiques.

Cependant, dans les essais cliniques randomisés de phase III, I’incidence de la mucite est
estimée a 40% chez les patients recevant une dose standard de chimiothérapie et 100% chez les
patients recevant une chimiothérapie a haute-dose, comme c’est le cas, par exemple, en
oncohématologie, chez les patients recevant une chimiothérapie intensive de conditionnement a une

greffe de cellules souches hématopoiétiques ">,
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2.2. Physiopathologie de la mucite post-chimiothérapie : role du microbiote

intestinal

2.2.1. L’inflammation intestinale aigué: Modeéles de colite expérimentale

L’inflammation intestinale se caractérise, macroscopiquement, par la présence d’ulcérations,
de sténose ou de fistules. Le processus inflammatoire s’étend a toutes couches de la paroi intestinale,

et est responsable d’un épaississement pariétal ',

On retrouve peu de données sur la composition du microbiote intestinal au cours de
I’inflammation intestinale aigué. Une étude par culture in vitro suggére que certains anaérobies, dont
Bacteroides et Clostridium, seraient impliqués dans I’induction de I’inflammation dans un modéle de

colite expérimentale induite par I’acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique (TNBS) .

Une étude récente, analysant le microbiote intestinal par gPCR, dans un modele de colite
expérimentale induite par le DDS (Dextran Sodium Sulfate) chez des souris, a rapporté que le
microbiote intestinal était profondément modifié par rapport aux souris controles. Le taux
d’Enterobacteriaceae, Akkermansia et Desulfovibrio était plus élevé dans le groupe DSS par rapport au
groupe contréle (p<0,001 ; p = 0,005 ; p = 0,025 ; respectivement), alors que le taux de Lactobacillus

était abaissé (p = 0,026) .

Une autre étude, utilisant aussi la qPCR, a rapporté que Lactobacillus, Bifidobacterium,

Ruminococcus était significativement diminués dans le groupe DSS par rapport aux souris contréles .

Toujours avec le méme modele de colite murine induite par le DSS, une étude appliquant la
technique de pyroséquencage a montré que les familles Ruminococcaceae, Bacteroidaceae,
Enterobacteriaceae, Deferribacteraceae et Verrucomicrobiaceae étaient significativement augmentées

par rapport aux controles .

Au total, ce modéle de colite expérimentale induite par le DSS montre qu’il existe des
changements significatifs dans la composition du microbiote intestinal qui font suite a 1’inflammation

induite par le DSS. A noter que dans ces études, les symptdmes cliniques étaient concomitants ou
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précédaient ’analyse du microbiote intestinal, cette analyse étant faite précocement (au 3°™ jour du

traitement par TNBS ou DDS) ou a I’euthanasie de I’animal.

Ainsi, des modifications du microbiote intestinal observées au cours de la mucite pourraient

étre la conséquence d’une inflammation intestinale initiale.

2.2.2. Modeéle physiopathologique de la mucite

Un modéle physiopathologique a été proposé par Sonis pour décrire la physiopathologie de la
mucite post-chimiothérapie "°. Ce modéle repose sur 5 phases successives impliquées dans la genése

de la mucite :

i) Une phase d’initiation avec la production de radicaux libres favorisant I'activation du

Nuclear Factor-kB

- li) Une phase d’induction de messagers, comme le Tumor Necrosis Factor o, induisant
inflammation et apoptose

- 1ii) Une phase d’amplification et de signalisation aboutissant & une majoration de
I’inflammation et de 1’apoptose

- iv) Une phase d’ulcération conduisant a une destruction de la barriere épithéliale,
favorisant la translocation bactérienne

- v) Une phase de cicatrisation spontanée, caractérisée par une prolifération cellulaire des

gue la chimiothérapie est stoppée

2.2.3. Implications du microbiote intestinal dans la mucite : hypotheses
physiopathologiques

Cependant, ce modele proposé par Sonis ne fait pas intervenir le microbiote intestinal.

Pourtant, il pourrait étre impliqué dans les différentes étapes de la survenue de la mucite gastro-
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intestinale ®#!, Le microbiote intestinal joue un role important dans I’homéostasie intestinale et a des

effets protecteurs sur I’intégrité de la muqueuse intestinale (Figure 12).

L’interaction du microbiote intestinal avec une population spécifique de récepteurs Toll-like
contribue a D’activation du Nuclear Factor-kB, avec pour conséquence le développement d’une
inflammation de bas grade ®2. L’activation de ces voies de signal supporte la réparation de la
muqueuse et la protection de I’intestin contre I’inflammation **%. Ainsi, une perturbation du
microbiote intestinal pourrait jouer un role important dans 1’établissement d’une inflammation

intestinale.

La chimiothérapie peut aussi augmenter la perméabilité intestinale qui résulte pour partie
d’une apoptose des cryptes intestinales et d’une atrophie vilositaire . Or, le microbiote intestinal
participe a la régulation de la fonction barriére de 1’intestin, notamment en modulant I’expression et la
distribution des protéines des jonctions serrées. Ainsi, une perturbation du microbiote intestinal

pourrait jouer un role important dans 1altération de la perméabilité intestinale %%,

De méme, le mucus colique est un élément clé contribuant a I’intégrité de I’intestin. Il a été
montré qu’un probiotique, VSL3, pouvait stimuler 1’expression du gene des mucines et la sécrétion
des mucines *'. Ainsi, une perturbation du microbiote intestinal pourrait entrainer une altération de

I'expression des différentes mucines coliques.

Toutes ces données permettent d’envisager I’implication du microbiote intestinal dans la

physiopathologie de la mucite post-chimiothérapie .
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Figure 12. Actions potentielles du microbiote intestinal sur la muqueuse intestinale *

2.3. Modifications du microbiote intestinal au cours de la chimiotherapie
2.3.1. Modifications du microbiote intestinal dans les études animales

2.3.1.1. Les études animales rapportées dans la littérature

Les études rapportant les modifications du microbiote intestinal au cours de la chimiothérapie
chez I’animal sont synthétisées dans le Tableau Il. Les chimiothérapies utilisées étaient le 5-
Fluorouracil (5-FU) et I’Irinotécan, les 2 molécules anticancéreuses les plus utilisées en pratique

courante. Ces études ont appliquées les techniques de culture in vitro et de gPCR.

Stringer et al. ont examiné, par gPCR, des échantillons fécaux collectés suite a
I’administration intrapéritonéale d’une dose de 5-FU chez des rats. lls ont retrouvés une tendance a
I’augmentation de Clostridium spp., de Staphylococcus spp., d’E. coli associée & une diminution de

Bacteroides, de Lactobacillus, d’Enterococcus dans les heures suivant le traitement .

Une autre étude, appliquant la culture in vitro, avec la méme molécule sur 6 jours chez des

rats, a rapporté une augmentation des Gram-négatifs et une diminution des Gram-positifs, aussi bien
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dans I’intestin gréle que dans le colon, en comparant des échantillons collectés avant et apres la

chimiothérapie *.

Stringer et al. ont aussi étudié, avec une technique de culture in vitro, les modifications de la
flore colique et fécale chez des rats suite a ’administration d’une dose intrapéritonéale d’Irinotécan.
Au niveau du colon, ils ont retrouvé une tendance a 1’augmentation d’Escherichia spp., de Clostridium
spp., d’Enterococcus spp., de Serratia spp. et de Staphylococcus spp. dans les heures suivant
I’administration de la chimiothérapie. Au niveau du microbiote fécal, ils ont rapporté une tendance a
I’augmentation de Proteus spp., de Clostridium spp., de Peptostreptococcus spp., associées a une

diminution de Bacillus spp. et de Bifidobacterium spp. suite au traitement *.

Dans une étude utilisant le méme protocole de chimiothérapie, avec une analyse par gPCR
d’échantillons fécaux, les auteurs ont retrouvé une augmentation d’E. coli et de Staphylococcus spp.

associée a une diminution de Lactobacillus spp. aprés I’administration de 1’Irinotecan (p<0,05) *.

Chez des rats, recevant de I’Irinotecan sur 3 jours, Lin et al. ont analysé le microbiote fécal par
DGGE et qPCR. Au 3°™ jour, ils ont retrouvé, une diminution du nombre total de bactéries,
particulierement des Clostridium clusters IV and XIVa par rapport aux échantillons collectés avant
traitement. Au 7°™ jour, le nombre total de bactéries et le genre Bacteroides étaient restaurés. Par
contre, Lactobacillus et Bifidobacterium spp. restaient significativement diminués alors que le
Clostridium cluster XI et les Enterobacteriaceae restaient significativement plus élevés par rapport au

début du traitement %.

Les méme auteurs ont ensuite évalué les modifications du microbiote fécal suite a une
association Irinotécan et 5-FU, plus proche de la pratique clinique. lls ont alors montré que le
Clostridium cluster X1 (contenant Clostridium difficile), le Clostridium cluster XIVa et les
Enterobacteriaceae augmentaient alors que le Clostridium cluster IV diminuait au cours de la

chimiothérapie (p<0,05) *.

Au total, ces études animales ont montré que suite a I’administration de 5-FU ou d’Irinotecan,

il existe une diminution des bactéries essentielles a 1’homéostasie intestinale (par exemple
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Bifidobacterium, Lactobacillus) et une augmentation des bactéries potentiellement pathogénes comme

Escherichia ou Enterococcus. Ces micro-organismes sont d’ailleurs fréquemment isolés dans les

hémocultures chez les patients cancéreux **9. Ces résultats montrent aussi que les effets sur le

microbiote intestinal de la chimiothérapie semblent transitoires, avec une correction de la dysbiose,

certes de facon incomplete, dans les jours suivant I’arrét du traitement. Ces résultats indiqueraient une

résilience du microbiote intestinal suite a la chimiothérapie comme cela a été démontré précédemment

avec 1’antibiothérapie *.

Etude Nombre de | Chimiothérapie Technique Echantillons | Commentaires
sujets inclus utilisée et dosage | d’analyse analysés
utilisée
Stringer et al, | - 81 rates Dark | - 1 seule dose - gPCR - Selles - Augmentation Clostridium spp. et Staphylococcus spp.
2009 * Agouti intrapéritonéale de a H24 (p<0,05), tendance a I’augmentation E. coli & 48h,
5-FU (150 mg/kg) diminution Bacteroides et Lactobacillus a H12.
Von - 75 rates Lewis - Durant 6 jours | - Culture in - Intestin | - Intestin gréle: diminution des Gram-positifs (71 vs
Biiltzingslowen et 50 mg/kg/j de 5- | vitro gréleetcolon | 10%; p<0,01 par rapport aux non traités) et
al., 2003 FU augmentation des Gram-négatifs (5 vs 70% ; p<0,01 par
rapport aux non traités).
- Colon: diminution des Gram-positifs (44 vs 2%,
p<0,001 comparés aux non traités) et augmentation des
Gram-négatifs (48 vs 98% ; p<0,05 comparés aux non
traités)
Stringer et al, | - 81 rates Dark | - 1 seule dose | - Culture in | - Colon et | - Colon: tendance a 1’augmentation Escherichia spp.
2007 * Agouti intrapéritonéale de | vitro selles entre H6 et H24, Clostridium spp. & H2, Enterococcus
200 mg/kg spp. a H6, une Serratia spp. a H1, Staphylococcus spp. a
d’Irinotecan H1.

— Selles: tendance a I’augmentation Proteus spp. & H24,
Clostridium spp. a H2, Peptostreptococcus spp. a H1
heure, diminution Bacillus spp. a H12 h, Bifidobacterium

spp. a H1.
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Stringer et al, | - 81 rates Dark | - 1 seule dose | - qPCR - Selles - Augmentation E. coli entre H24 et H48,

2008 * Agouti intrapéritonéale de Staphylococcus spp. entre H2 et H12, diminution
200 mg/kg Lactobacillus spp. entre H12 et H48 (p<0,05)
d’Irinotecan

Linetal, 2012% - 30 rats - 125 mg/kg | - DGGE et | - Selles - A J3: diminution du nombre total de bactéries (~1 log),
d’Irinotecan gPCR particulierement Clostridium clusters 1V and XIVa (1-3

pendant 3 jours

logs).

- A J7, nombre total de bactéries et de Bacteroides
restaurés, Lactobacillus et Bifidobacterium spp. plus
faibles qu’a JO, Clostridium cluster X1 (~0,5 log) et

Enterobacteriaceae (~1,5 logs) plus élevés qu’a JO.

- Association irinotecan 50 mg/kg et 5-FU 50 mg/kg a
J1 et J8 et & J2 et J9 respectivement. Analyse a J11 :
augmentation  Clostridium cluster XI (~2 logs),
Clostridium cluster X1Va et Enterobacteriaceae i (~0,5

log), diminution Clostridium cluster IV (~0,5 log).

Tableau Il. Etudes précliniques évaluant les modifications du microbiote intestinal au cours de

la chimiothérapie.

2.3.1.2. Les limites des modeles animaux dans [’étude du microbiote intestinal

Tout d’abord, si le microbiote intestinal des souris et le microbiote humain sont relativement

similaires a 1’échelon du phylum, avec la prépondérance des phyla Firmicutes et Bacteroidetes, la

majorité du microbiote intestinal a 1’échelon du genre est différent entre la souris et ’homme : au

moins 85% de séquences retrouvées chez la souris ne se sont pas détectées chez I’homme * (Figure

13).

De plus, il y a des différences importantes entre les modéles animaux d’inflammation

intestinale induite et la pathologie humaine, que ce soit en termes de Iésions morphologiques, de

colonisation microbienne et de manifestations cliniques '%.
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Cependant, ces modéles animaux restent essentiels pour étudier la pathogenése des processus
inflammatoires de I’intestin, pour d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et pour tester

I’efficacité et la toxicité de thérapeutiques immuno-modulatrices.
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Figure 13. Arbre phylogénétique différentiel du microbiote intestinal humain (en bleu) et murin

(en rouge) ¥

2.3.2. Modifications du microbiote intestinal chez [’homme

Deux études ont étudié les modifications du microbiote fécal dans les suites d’une
chimiothérapie et sont rapportées dans le Tableau Ill. van Vliet et al. ont analysé le microbiote fécal
de 9 enfants recevant quatre cycles de chimiothérapie par les techniques de DGGE et FISH. Ils ont
montré que le nombre total de bactéries était diminué suite au traitement et qu’il y avait une
diminution de Bacteroides, Clostridium cluster XlIVa, Faecalibacterium prausnitzii et
Bifidobacterium. Cette diminution était significative par rapport aux sujets témoins (p<0,004). A
I’arrét du traitement, une restauration était retrouvée pour Clostridium XIVa et F. prausnitzii, alors
que Bacteroides et Bifidobacterium restaient abaissés. Ils rapportaient aussi une augmentation
d’Enteroccocus comparativement aux sujets contréles (p<0,038). Les auteurs concluaient alors que les
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modifications du microbiote intestinal au cours d’un traitement par chimiothérapie augmentent le

risque de bactériémie & Gram-positif .

Dans une autre étude regroupant 17 patients pris en charge en ambulatoire pour différents
cancers (leucémie, lymphome, myélome, cancer colorectal, cancer urothélial, cancer mammaire,
cancer ovarien) et recevant de multiples régimes de chimiothérapie, associé ou non a une
antibiothérapie, Zwielehner et al. ont analysé des échantillons de selles par gPCR et DGGE. lls ont
montré que le nombre total de bactéries était diminué chez les patients cancéreux par rapport aux
sujets contrdles (p<0,05). lls rapportaient ainsi une augmentation des Bacteroides (de 26 a 28%) et de
Clostridium cluster IV (de 16 218%) associée a une diminution des bifidobacteria (de 1,4 a 0,5%) et de
Clostridium cluster XIVa (de 22 to 19%) suite a la chimiothérapie. lls ont aussi étudié les
modifications du microbiote chez 2 patients avec la technique de pyroséquencage. lls rapportent une
augmentation de Peptostreptococcaceae (dont les séquences sont similaires a 98,9% a Clostridium
difficile) et d’Enterococcus faecium ainsi qu’une diminution de Faecalibacterium, lactobacilli,
Veillonella, bifidobacteria et Escherichia suite a la chimiothérapie (Figure 14). De plus, des séquences
apparaissaient apres la chimiothérapie, qui n’étaient pas détectées dans le prélevement collecté avant
la chimiothérapie. Il s’agissait des genres: Eggerthella, Megasphaera, Parvimonas, Anaerostipes,
Eubacterium, Anaerococcus, Methylobacterium, Holdemania, Turicibacter, Akkermansia, Sutterella,

Sphingomonas, Anaerotruncus, Coprococcus, Streptococcus and Dorea *%.

Au total, ces 2 études montrent qu’il existe bien des modifications du microbiote au cours de
la chimiothérapie en pratique clinique. Cependant, méme si I’une d’elles applique le pyroséquengage
pour seulement 2 patients, elles ne permettent pas de faire un inventaire complet des altérations du

microbiote au cours de la chimiothérapie.
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Figure 14. Heatmap représentant les modifications des genres étudiées par pyroséquencage 454
chez 2 patients avant et aprés la chimiothérapie (TO: échantillon collecté avant la

chimiothérapie, T1 : échantillon collecté 4 jours aprés la chimiothérapie **
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Etude Nombre de | Molécules Techniques Echantillons Commentaires
sujets utilisées d’analyse
utilisées
van Vliet | - 9 enfants ayant | - Cytarabine, - DGGE, - Selles - Diminution du nombre total de bactéries suite a la
et al., 2009 | une leucémie | daunorubicine, FISH chimiothérapie (d’un facteur 100 par rapport aux
1oL aigué myéloide etoposide, sujets contréles), Clostridium cluster XIVa, F.
amsacrine, prausnitzii, et Bifidobacterium (p<0,004 par rapport
mitoxantrone aux sujets sains), diminution des streptocoques
(p<0,016 par rapport aux sujets sains), augmentation
des entérocoques (p<0,038 par rapport aux sujets
sains)
- A la fin du traitement : restauration de Clostridium
XIVa et F. prausnitzii, alors que Bacteroides et
Bifidobacterium toujours diminués (facteur 10-300-
fold par rapport aux sujets sains).
Zwielehner | - 17 patients pris - Nombreuses - gPCR, - Selles - Diminution du nombre total de bactéries par rapport
et al., 2011 | en charge an molécules de DGGE aux sujets sains (p<0,05).

102

ambulatoire

chimiothérapie

utilisées

- Augmentation de Bacteroides (26 a 28%) et
Clostridium cluster IV (16 a 18%), diminution des
bifidobacteria (1,4 a 0,5%) et Clostridium cluster

X1Va (22 a 19%) suite a la chimiothérapie.

Tableau I11. Modifications du microbiote intestinal au décours de la chimiothérapie en pratique

clinique

2.4. Une complication fréquente faisant suite a la chimiothérapie : la

diarrhée

2.4.1. Généralités

2.4.1.1. Définition

La diarrhée est une complication fréquente de la chimiothérapie. Il n’existe pas de définition

consensuelle de la diarrhée post-chimiothérapie et la survenue d’une diarrhée post-chimiothérapie se
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définit généralement par une augmentation du nombre de selles ainsi que par 1’apparition de selles

nocturnes liquides dans les suites de la chimiothérapie '

. Le délai de survenue n’est pas mentionné.
La classification du National Cancer Institute, Common Terminology Criteria for Adverse Effects

(CTCAE), est la plus souvent utilisée pour évaluer la gravité de la diarrhée post-chimiothérapie '*.

2.4.1.2. Incidence de la diarrhée post-chimiothérapie

On estime que globalement 50% des patients recevant une chimiothérapie développent une
diarrhée post-chimiothérapie. Dans 20% dans cas, cette diarrhée est considérée comme une diarrhée

sévere (grade 3 et 4 de la classification CTC-NCI v4.0.) #**,

Le risque de diarrhée sévere est estimé a 5% chez les patients recevant une dose standard de
chimiothérapie. Cependant, ce risque est beaucoup plus élevé avec certaines chimiothérapies. Ainsi, le
risque est estimé a 15% avec le Folfox (5-Fluorouracil et Oxaliplatin) ou le Folfiri (5-Fluorouracil et

Irinotecan), et a 30% chez les patients recevant le Folfoxiri (5-Fluorouracil, Oxaliplatin et irinotecan)

105,106

Ainsi, I’incidence de la diarrhée post-chimiothérapie est relativement variable en fonction de
la molécule de chimiothérapie utilisée ">**. Par exemple, elle est trés fréquente en oncohématologie
du fait de ’utilisation de protocole de chimiothérapie a haute doses utilisés pour le conditionnement a

I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques .

2.4.1.3. Consequences de la diarrhée post-chimiothérapie

La diarrhée post-chimiothérapie entraine de maniére non exceptionnelle une réduction de
posologie ou un espacement des doses, voire une interruption définitive de la chimiothérapie, qui peut
résulter en un traitement non optimal du cancer "2 Elle peut contribuer & altérer la qualité de vie des

patients et réduire I'acceptabilité des différents cycles de traitement .
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Elle est potentiellement grave et peut mettre en jeu le pronostic vital en entrainant une
déshydratation pouvant aller jusqu’a 1’état de choc hypovolémique. Elle peut aussi étre responsable

d’hospitalisation prolongée et d’une augmentation des dépenses de santé "

2.4.2. Facteurs de risque de diarrhée post-chimiothérapie

La diarrhée post-chimiothérapie est imprévisible en termes d'incidence et de sévérité, avec de
larges variations chez un méme patient au cours des différents cycles de chimiothérapie et entre les
patients "2 Ainsi, il n’a pas été identifié jusqu’a présent de facteurs de risque spécifiques de cet effet
indésirable potentiellement grave. Il n’est, a ce jour, pas possible de prédire si un patient va développer
une diarrhée post-chimiothérapie ou si un patient a plus de risque d’avoir une diarrhée qu’un autre

patient recevant le méme traitement "2,

2.4.3. Microbiote intestinal et diarrhée post-chimiothérapie : Etudes
precliniques

Une étude animale a évalué les modifications du microbiote intestinal associées a la diarrhée
post-chimiothérapie. Stringer et al., dans une étude sur 81 rates Dark Agouti recevant une dose
intrapéritonéale de 200 mg/kg d’Irinotecan, ont retrouvé une augmentation de I’expression de B-

glucuronidase dans le colon 96 a 120 heures apres le traitement. Cette augmentation était corrélée a

I’incidence de la diarrhée sévere 1%

2.4.4. Microbiote intestinal et diarrhée post-chimiothérapie en pratique clinique

Une étude a rapporté les modifications du microbiote intestinal associée a la diarrhée post-
chimiothérapie. Cette étude, réalisée par Stringer et al., a comparé le microbiote fécal de 16 patients
ayant une diarrhée post-chimiothérapie a celui de 2 sujets témoins ne recevant pas de chimiothérapie et

n’ayant pas de diarrhée. Les patients inclus recevaient différentes chimiothérapies, associées ou non a
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une prise d’antibiothérapie. Les échantillons fécaux étaient analysés par gPCR. Ils ont rapporté que les
patients ayant une diarrhée post-chimiothérapie avaient une diminution de Lactobacillus spp.,
Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus spp. et une augmentation d’Escherichia coli et

de Staphylococcus spp. par rapport aux sujets controle (Figure 15) ',

Cependant, cette étude ne permet pas de décrire des facteurs de risque de diarrhée post-

chimiothérapie, le groupe controle ne recevant pas de chimiothérapie.
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Figure 15. Composition du microbiote fécal chez 2 témoins ne recevant pas de chimiothérapie et
n’ayant pas de diarrhée (C1 et C2) et chez 16 patients recevant une chimiothérapie et ayant une

diarrhée post-chimiothérapie (P1 & P16). Analyse des échantillons fécaux par qPCR *®
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Dans le cadre de la prise en charge d’un cancer, suite & la chimiothérapie, les patients peuvent
développer une complication potentiellement grave : la diarrhée post-chimiothérapie. La question a
résoudre est de savoir pourquoi certains patients développent une diarrhée et d’autres pas. Les études,
rapportées dans I’introduction, laissent a penser que le microbiote intestinal pourrait jouer un réle dans

la survenue de cette complication.
Nous avons donc formulé 2 hypotheéses :

1) Il existe des modifications du microbiote fécal au cours de la chimiothérapie,
modifications qui s’integrent a la physiopathologie complexe et incomplétement élucidée
de la mucite post-chimiothérapie.

2) 1l existe des modifications spécifiques du microbiote fécal associées a la survenue

ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie.

Notre projet de recherche a donc été construit pour valider ces deux hypothéses.

Le premier objectif de notre travail était de décrire les modifications du microbiote fécal
survenant au cours de la chimiothérapie, par une technique de biologie moléculaire bas-débit (1HPLC)

puis par une technique de séquencage haut-débit (pyroséquencage).

Le deuxiéme objectif était de rechercher des caractéristiques du microbiote fécal prédisposant

a la survenue d’une diarrhée post-chimiothérapie.
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MATERIELS ET METHODES

1. La population de I’étude

1.1. Critéres d’inclusion et de non-inclusion

Les patients ont été recrutés dans le service d’hématologie clinique du CHU de Nantes du 1%

novembre 2010 au 1°" novembre 2012.

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

- Patient ayant un lymphome non-hodgkinien hospitalisé dans le cadre de la réalisation d’une

allogreffe de cellules souches hématopoiétiques.

- ET recevant une chimiothérapie de conditionnement par BEAM : BiCNU (Carmustine), Etoposide,

Cytarabine, Melphalan.

Les criteres de non-inclusion étaient les suivants :
- Patient sous antibiothérapie dans le mois précédant 1’inclusion, hors antibioprophylaxie prescrite
dans le cadre de I’hémopathie
- Patient ayant une maladie inflammatoire chronique de I’intestin (MICI)
- Patient recevant une nutrition parentérale ou par sonde naso-gastrigue
- Patient ayant consomme des probiotiques, prébiotiques dans le mois précédent I’hospitalisation
- Patient dans I’incapacité de recevoir une information éclairée ou de donner un consentement libre et

éclairé.

De plus, nous avons exclus de I’analyse des données les patients qui ont développé une

infection a Clostridium difficile au cours de I’hospitalisation.
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Notre protocole de recherche a été validé par le comité d’éthique du CHU de Nantes (Groupe
Nantais d’Ethique dans le Domaine de la Santé, avis du 5 octobre 2010, identification du protocole :

BRD/10/04-Q).

1.2. Le protocole de chimiothérapie

Tous les patients inclus dans 1’étude ont regu un protocole de chimiothérapie regroupant 4

agents de chimiothérapie dans nous rapportons ici la pharmacodynamie '

- BiCNU (Carmustine) : antinéoplasique cytostatique alkylant appartenant au groupe des nitroso-

urées. Il agit par alkylation de I'ADN et de I'ARN ainsi que par carbamylation des protéines.

- Etoposide : dérivé semi-synthétique de la podophyllotoxine faiblement hydrosoluble. 1l inhibe
I'entrée en mitose des cellules tumorales, par action sur la topo-isomérase Il chargée de ressouder les

brins d'ADN apres leur cassure.

- Cytarabine : antimétabolite spécifique de la phase S du cycle cellulaire. La cytotoxicité de la
cytarabine dépend de son métabolite actif, I'ARA-CTP qui, incorporé a I'ADN, en bloque la synthése.
La molécule d'’ADN, comprenant de I'ARA-CTP, présente des anomalies structurales aboutissant a des
perturbations du métabolisme cellulaire. La cytotoxicité passerait aussi par une inhibition de I'ADN

polymérase et par une action sur le systéme des kinases.

- Melphalan : agent alkylant cytostatique bifonctionnel empéchant la séparation et la réplication de
I'ADN. Par ses deux groupements alkylés, il établit des liaisons covalentes stables avec les

groupements nucléophiles des deux brins d'/ADN, empéchant la réplication cellulaire.

1.3. L’antibioprophylaxie
Dans le cadre de la prise en charge de leur hémopathie, les patients pouvait recevoir une

antibioprophylaxie avant d’étre hospitalisés, c’est-a-dire avant d’étre inclus dans 1’étude et avant la

collection des échantillons fécaux. Celle-ci pouvait étre la phénoxyméthylpénicilline (Pénicilline V), le
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sulfaméthoxazole-triméthoprime  (Cotrimoxazole) ou [I’association des deux molécules.
L’administration prophylactique de Pénicilline V prévient les infections a streptocoques et le
Cotrimoxazole est I’agent de choix pour prévenir les infections a Pneumocystis chez les patients

immunodéprimés.

Il est important de noter que chez les patients inclus dans 1’étude, il n’a pas été utilisé de

fluoroquinolone en antibioprophylaxie.

2. Le protocole de I’étude

2.1. Le dessin expérimental de I’étude

Il s’agissait d’une étude pilote prospective, observationnelle et monocentrigue.

Le dessin expérimental de 1’étude était le suivant (Figure 16):

Jo I5 17 J15
Recueil Recueil Evaluation
S1 S2 critére de
jugement

CHIMIOTHERAPIE GREFFE

Figure 16. Dessin expérimental du protocole de recherche.

Les différentes étapes clés du protocole de I’étude étaient les suivantes :
JO : Admission du patient a I’hopital. Recueil du 1% prélévement de selles, appelé S1
J0-J5 : Réalisation du protocole de chimiothérapie BEAM

J7 : Réalisation de I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Recueil du 2°™ prélévement de

selles, appelé S2

J15 : Evaluation du critére de jugement : survenue ou non d’une diarrhée post-chimiothérapie sévere
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2.2. Les échantillons de selles

Deux échantillons de selles étaient collectés chez chague patient inclus dans 1’étude:

- Un échantillon de selles collecté a ’admission a I’hépital (avant la chimiothérapie) appelé

S1

- Un échantillon de selles collecté au 7°™ jour de I’hospitalisation, le jour de la greffe de

cellules souche hématopoiétiques (apres la chimiothérapie) appelé S2

Aprés homogénéisation avec une spatule stérile, les selles étaient pesées et 1 gramme de selles
était transféré dans un tube stérile et conservé avec des billes de verre stériles. Les tubes étaient ensuite

immédiatement stockés a -80°.

2.3. La diarrhée post-chimiothérapie sévere

La diarrhée post-chimiothérapie sévere, critére de jugement de notre étude, a été définie
suivant les recommandations NCI-CTCAE v4.0 1, En effet, nous avons cherché a différencier les
patients ayant une diarrhée sévére des patients n’ayant pas de diarrhée ou n’ayant pas de diarrhée
sévere. La diarrhée sévere était définie de la facon suivante: patient ayant 7 ou plus de 7 selles par
jour, associées ou non a des signes de gravité hémodynamiques requérant une intervention
thérapeutique urgente '®. Dans la classification NCI-CTCAE cela correspondait aux diarrhées de
grade 3 et 4 ®. Nous avons considéré que la diarrhée post-chimiothérapie devait survenir avant le
15°™ jour de I’hospitalisation pour ne pas étre confondue avec une diarrhée post-antibiothérapie,

faisant suite a la prescription d’une antibiothérapie large spectre dans le cadre de 1’aplasie fébrile.
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y - N

Gastrointestinal d‘orders
Grade

Adverse Event 1 2 3 4 5
Diarrhea Increase of =4 stools per day | Increase of 4 - 6 stools per Increase of ==7 stools per day | Life-threatening Death
over haseline; mild increase in |day over baseline; moderate [ over haseling; incontinence; consagquences; urgent
ostomy output compared to increase in ostomy output hospitalization indicated; intervention indicated
haseline compared to baseline severe increase in ostomy
output compared to baseline;
limiting self care ADL

Definition: A disorder characterized by frequent and watery bowel movements.

Figure 17. Descriptions des différences stades de gravité de la diarrhée selon le NCI-CTCAE

v4.0 1%

3. Extraction de I’ADN bactérien

3.1. Utilisation du kit Qiagen et lyse mécanique par Minibeadbeater-16

La procédure de I’extraction d’ADN bactérien était basée sur le QIAamp® DNA Stool Minikit
(Qiagen®) associé a une lyse mécanique par Minibeadbeater-16 (Bead-beater Biospec Products®).
Tout d’abord, 200 mg de contenu fécal était homogénéisé avec 180 pL du tampon lysozyme et incubé
a 37°C pendant 30 minutes. Une lyse mécanique était ensuite réalisée, en ajoutant 1,4 mL du tampon
ASL, avec le Minibeadbeater-16. L’échantillon homogénéisé était ensuite porté a 95°C pendant 5
minutes and centrifugé pendant 1 minute a 13000 rpm. Le surnageant était ensuite transféré dans un
tube de 2 mL, auquel était ajouté une tablette de matrice InhibitEX. Aprés dissolution, 1’échantillon
était incubé pendant 1 minute a température ambiante puis centrifugé pendant 6 minutes a 13000 rpm.
Le surnageant était ensuite transféré dans un tube de 1,5 mL et centrifugé pendant 3 minutes a 13000
rpm. Ensuite, 200 pL de surnageant était mixé avec 15 pL de protéinase K et 200 uL de tampon AL et
incubé & 70°C pendant 10 minutes. 200 pL d’éthanol était ajouté et la solution était a nouveau
centrifugée. La solution obtenue était déposée dans une colonne QlAamp et centrifugée pendant 2
minutes a 13000 rpm. Apres 2 procédures de lavage, une avec 500 uL de tampon AW1 et une autre
avec 500 pL de tampon AW2, ’ADN était €lué¢ en ajoutant 200 puL de tampon AE. Les produits

d’extraction étaient ensuite mis en aliquots et conservés a -20°C.
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3.2. Controle de ’ADN par dosage spectrophotométrique

Le contrdle des aliquots a été fait par dosage spectrophotométrique avec le nanoDrop® ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific Inc®). Pour chaque échantillon, le ratio 260/280 nm a été vérifié.
Selon le protocole du QlAamp® DNA Stool Minikit (PN 51504), ce ratio ne devait pas étre inférieur a

1,7 afin de garantir la pureté de I’ADN.

4.LadHPLC

4.1. Présentation générale de la technique

La dHPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance Dénaturante) est une technique de
chromatographie en conditions dénaturantes, permettant un criblage qui sépare des produits
d’amplification du géne (amplicons obtenus par PCR) issus d’une ou plusieurs régions hypervariables
de I’ADN ribosomal codant pour I’ARNr 16S. Les différentes étapes de la méthode sont décrites en

Figure 18.

Extraction ADN et dosage de I’ADN
(cf3.1)

|

PCR primaire

v
Controle sur gel

\ 4
PCR de reconditionnement

v
Purification des produits

'

Analyse dHPLC

\4

Collecte et amplification des fractions d’intérét

Figure 18. Les différentes étapes de la technique de dHPLC.
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4.2. La PCR primaire

Son but était I’amplification des régions hypervariables V6 a V8 du géne codant pour I’ARNr
16S. Le mélange réactionnel était composé de 0,4 uM de chaque amorce (amorces dites universelles
F968-30GCT et R1378) (Tableau 1V), 1X de tampon PCR (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCL, pH
8,3), 2,5 mM de MgCI?, 0,2 mM de désoxyribonucléotide triphosphate, 2,5 unités de HotGoldStar

(Eurogentec®) pour un volume final de 25 pl.

L’amplification a été réalisée sur le thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystem®) selon les paramétres suivants : 95°C pendant 10 minutes, suivie de 30 cycles. Chaque
cycle a débuté par une étape de dénaturation a 93°C pendant 30 secondes, puis une étape d’hybridation
a 60°C pendant 1 minute et enfin une étape d’¢longation a 72°C pendant 1 minute. L’amplification

s’est terminée par une élongation finale a 72°C pendant 30 minutes.

L’amplification a ensuite été contrdlée par électrophorése en gel d’agarose 1,5%. 5 pL de
produit PCR ont été déposes avec 1,2 uL de bleu de dépdt. La migration s’est effectuée dans un
tampon TBE 1X (Tris Borate EDTA : 0,1 M de Tris, 0,9 M d’acide borique, 0,01 M d’EDTA a pH=
8,4). Apres 30 minutes de migration a 100 volts, la lecture s’est faite sur table UV. Aucune inhibition

n’a été mise en évidence (Figure 19).

Amorce Séquence 5’ 3’
F-968-30GCT CGCCCGCCGCCGCCCGCLCGLCCCGTCCCGCCAACGCGAAGAACCTTAC
R-1378 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

Tableau IV. Amorces utilisées pour ’amplication du géne codant pour ’ARNr 16S, régions

hypervariables V6 a V8.
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Figure 19. Gel de contrdle des produits d’amplification issus de la PCR primaire (Ladder:

Echelle Superladder-Low 100 bp)

4.3. PCR de reconditionnement

Son but était d’optimiser le mélange d’amplicons pour avoir une meilleure réaction en dHPLC
en augmentant les amplicons d’intérét. Le mélange réactionnel était de méme composition que celui de
la PCR primaire, dans un volume final de 50 pL. 5 pL de la PCR primaire ont été ajoutés au mélange
réactionnel. Les paramétres de température de la PCR ont été les méme que ceux de la PCR primaire,

seul le nombre de cycles a été diminué a 5.

4.4. Purification des produits de PCR
La purification des produits de PCR s’est faite via le kit QIAquick® PCR Purification Kit

(Qiagen®).

4.5. Analyse par dHPLC

Les produits de PCR purifiés ont ensuite été analysés par dHPLC sur le Wave® Microbial
Analysis System (Transgenomic®). 5 pL de produit ont été injectés dans le systéme. Les différents

amplicons ont ensuite été séparés sur colonne DNASep® HT (Transgenomic®).
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Le débit imposé a la colonne a été de 0,9 mL par minute. Deux tampons ont été utilisés pour
créer un gradient de séparation : le tampon A (Wave® Optimized Buffer A ; 0,1 M de TEAA, pH 7) et
le tampon B (Wave® Optimized Buffer B ; 0,1 M de TEAA- 25% acétonitrile, pH 7). Le tampon D
(Wave® Optimized Buffer D; 25% d’eau, 75% d’acétonitrile) a permis de laver la colonne. Les
produits PCR séparés ont ensuite été détectés au niveau du détecteur de fluorescence HSX-3500 en

présence d’un agent intercalant (Wave Optimized® HS Staining Solution I).

Les résultats ont été analysés avec le logiciel Navigator® Software (Transgenomic®). Le

paramétrage de la dHPLC s’est fait suivant la méthode de Goldenberg .

Re N Systeme
ésevoir de solvant d'intégration et
dicateur de d'impression

pression et déhit

Systeme d'injection :
Beétecteun

Détecteur | (1 1 11 e oo
. 3

—

Colonne

Figure 19. Représentation de la dHPLC, Wave® Microbial Analysis System (Transgenomic®)
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La chaine de dHPLC est constituée (Figure 19)
- des solvants
- d’une pompe : elle délivre un débit stable et non pulsé

- d’un injecteur : il permet d'injecter avec précision toujours le méme volume de liquide dans
la chaine de dHPLC.
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- d’une colonne

- d’un détecteur de fluorescence pour détecter les amplicons

Cette technique est réalisée en colonne. Elle contient une phase mobile composée de 2
tampons (tampon A et le tampon B) ainsi qu’une phase stationnaire électriquement neutre et
hydrophobe composée de particules alkylées non poreuses (styréne/divinylbenzene). La phase mobile
joue le role de gradient de séparation. Le TEAA est amphiphile. Il s’adsorbe a la surface de la phase
stationnaire, présentant une charge positive qui attire et fixe ’ADN chargé négativement: Les ions
ammonium chargés positivement interagissent avec I'ADN et les chaines alkyl de la surface

109-112

hydrophobe de la phase solide (Figure 20)

La dénaturation provoquée a la fois par la chaleur et par le gradient permet la séparation des
amplicons d’ARNr 16S. La séparation optimale des produits de PCR par DNASep® HT
(Transgenomic®) est réalisée a une température de 62,2 °C et un gradient dont le débit est fixé a 0,9

mL par minute.

DNA retention in the column
by attraction to the TEAA-beads

Double strande
DNA

Phosphate 3 ko, i
groups B B

DNA retention in the column
by attraction to the TEAA-beads

Double stranded
DNA

Phosphate : o iy
groups - B

Polystyrene beads
of the column

Polystyrene beads
of the column

Figure 20. Schéma du principe de la dHPLC avec la phase mobile (gradient) et la phase

stationnaire. A : rétention de I’ADN sur la colonne. B : élution de ’ADN par le gradient 2

L’augmentation du gradient diminue ’affinit¢é du TEEA et de I’ADN. Les produits de PCR

alors séparés migrent et sont détectés par un détecteur de fluorescence (HSX-3500) (Figure 20).
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http://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/HPLC/colonne.php

La dHPLC produit un chromatogramme, ou profil, qui représente, sous forme de pics, les
intensités de signal détectées par le détecteur de fluorescence. Chaque pic correspond & un produit de
PCR séparé en fonction d’un temps d’¢lution. Chaque partie amplifiée du géne est éluée a un temps

donné en fonction de sa séquence (Figure 21).

DHPLC peak profiles in one patient

Fluorescence (V)
. 8 % 8 8

15

-100- Elution time (minute)

Figure 21. Présentation des résultats de la dHPLC : un chromatogramme, ou profil, qui
représente, sous forme de pics, les intensités de signal détectées par le détecteur de fluorescence
et correspondant aux différents produits de PCR séparés en fonction du temps d’élution.
L’intensité des pics donne une information sur I’abondance relative des parties amplifiées du
géne. S1: prélévement collecté avant chimiothérapie. S2: prélévement collecté aprés

chimiothérapie.

4.6. Le séquencage des pics obtenus

La derniere étape a été le séquencage des pics afin de connaitre les séquences des produits de
PCR séparés par la dHPLC. Les pics ont été collectés via le collecteur de fraction FCX200 au cours
d’un passage en dHPLC. Les pics jugés d’intérét par ’analyse statistique ont ensuite été ré-amplifiés :
5 pL du pic collecté ont été ajoutés aux 20 pL de mélange réactionnel. Les conditions d’amplification

ont été celles décrites précédemment pour la PCR primaire. L’amplification a ensuite été contrdlée par
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¢lectrophorése en gel d’agarose 1,5% : 5 pL de produit PCR ont été déposés avec 1,2 puL de bleu de
dépot. La migration s’est effectuée dans un tampon TBE 1X (Tris Borate EDTA : 0,1 M de Tris, 0,9
M d’acide borique, 0,05 M d’EDTA a pH = 8,4). Apres 30 minutes de migration a 100 volts, la lecture

s’est faite sur une table UV. Pour I’ensemble des pics, une amplification a été observée (Figure 22).

Le séquencage a été effectué a la plateforme de séquengage-génotypage de I’'TFR26. Les

séquences obtenues ont ensuite été introduites et analysées dans la base de données RDPII afin de les

113,114

comparer aux séquences répertoriées et pouvoir les identifier
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Figure 22. Gel de contrdle des produits d’amplification.

5. Le pyroséquencage

5.1. Présentation generale de la technique

Le pyroséquencage permet de caractériser, en temps réel, la synthése d’'un ADN simple brin

30311518 Cette technique est basée sur plusieurs étapes successives *°37115116,

D’abord, sur les amplicons obtenus lors de I’extraction par PCR sont fixés, par ligation, des
adaptateurs. Ensuite, des microbilles, présentant a leur surface des amorces complémentaires a un
adaptateur, s’hybride avec une molécule d°ADN simple brin. Elles sont alors mises en émulsion, en
présence des réactifs de PCR et une amplification clonale du fragment d’ADN lié a la microbille va se
réaliser. Puis les microbilles sont étre transférées sur une plaque contenant 1,6 millions de puits. Le

diametre de chaque puit ne permet le dép6t que d’une seule microbille par puit. La plague est alors
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placée dans une chambre créant un flux de réactifs (ADN polymeérase, ATP sulfurylase, luciférase et

apyrase) au-dessus des puits ou la réaction de pyroséquencage a lieu (Figure 23)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

115,116.

Un dNTP est ajouté dans le mélange (les dNTP sont ajoutés les uns aprés les autres
et non pas ajoutés tous ensemble comme dans une réaction de séquengage Sanger).
Si le ANTP ajouté dans le milieu réactionnel est complémentaire a la base de
I’ADN, il est incorporé par 1°'ADN polymérase a la nouvelle séquence en cours de
synthese. Son incorporation libére un pyrophosphate inorganique (PPi).

Une ATP sulfurylase vient alors transformer le PPi en ATP. Les PPi libérés sont
proportionnels au nombre de dNTP incorporés.

L’ATP couplé a une luciférine est alors utilisé par une luciférase pour produire de
I’oxyluciférine. L’oxyluciférine émet un signal lumineux.

Le signal lumineux est capté par le scanner du séquenceur (caméra CDD). Chaque
pic correspond a I’insertion d’un nucléotide et I’intensité du pic est proportionnelle
au nombre de bases identiques incorporées.

Ces étapes se répetent jusqu’a ce qu’il n’y ait plus d’ADN. La séquence peut alors
étre déduite a partir de I’intensité de chaque pic, représentée sous la forme d’un
pyrogramme. Une séquence obtenue par pyroséquencage est appelée « un read ».
Les surplus en dNTP, c’est-a-dire ceux qui n’ont pas été incorporés, sont dégradés

par une apyrase.
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Figure 23 : Principe du pyroséquencage *°

5.2. PCR primaire

Son but était I’amplification de la partie hypervariable V5-V6 du géne codant pour I’ARNr

16S. Nous avons utilisé 2 amorces : 784F et 1061R ° (Tableau V).
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Amorce Séquence 5’ 3’

784F AGGATTAGATACCC TGGTAC

1061R CRRCACGAGCTGACGAC

Tableau V. Amorces utilisées pour PPamplication du géne codant pour PARNr 16S lors du

pyroséquencage, régions hypervariables V5 et V6.

L’amorce  Forward contenait la  séquence de [I’adaptateur  Titanium A
(5'CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3") et une séquence code-barres. L’amorce
Reverse contenait la séquence de I’adaptateur Titanium B (5'-
CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-3'). Pour chaque échantillon, un mix de PCR de 100
uL a été préparé contenant le tampon PCR, 2 Unités de KAPA HiFi Hotstart polymerase blend,
dNTPs (KAPA biosystems®), 300 nM primer (Eurogentec®), et 60 ng d’ADN. Le cycle thermique
consistait en une phase de dénaturation a 95°C pendant 5 minutes, puis 25 cycles de dénaturation a
98°C pendant 20 secondes, puis une extension a 56°C pendant 40 secondes, puis une extension a 72°C

pendant 20 secondes, et une extension finale a 72°C pendant 5 minutes.

L’amplification a ensuite été controlée par électrophorése en gel d’agarose 1,5%. 5 pL de
produit PCR ont été déposes avec 1,2 uL de bleu de dépdt. La migration s’est effectuée dans un
tampon TEA 1X sous un champ électrique de 100 volts et la lecture s’est faite sur table UV. Aucune
inhibition n’a été mise en évidence. Les amplicons ont été purifiés en utilisant le gel Wizard® SV et

le systeme PCR Clean-up (Promega®) suivant les instructions du fournisseur.

5.3. Quantification des amplicons, assemblage et pyroséquencage

La concentration des amplicons d’ADN a été détermine en utilisant le Quant-iT PicoGreen®
dsDNA Assay Kit (Invitrogen®) sur un ABI Prism 7900HT (Invitrogen®) suivant les instructions du

fournisseur. 10 pL de produits de PCR purifiés ont été mis en réaction pour un volume total de 200 pL
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dans 96 micropipettes. La fluorescence a été mesurée avec le lecteur Perkin-Elmer Victor Plate
utilisant le filtre d’excitation/émission de 485/530 nm couplé a un temps de mesure de 0,1 seconde.
Suite a la quantification, les amplicons purifiés ont été combinés en ratio équimolaires dans un seul
tube. Le pool final d’ADN a été précipité sur glace pendant 45 minutes en y associant 5 M de NaCl
(pour une concentration finale de 0.2 M) et 2 volumes d’éthanol (100% glacé). L’ ADN précipité était
ensuite centrifugé a 7800 rpm pendant 40 minutes a 4°C, et la solution obtenue était alors lavée avec
un mélange équivalent d’éthanol (70% glacé) et encore centrifugé a 7800 rpm pendant 20 minutes a
4°C. Le surnageant était récupéré et la solution laissée a température ambiante pendant 10 minutes et
était suspendu dans 100 pL de nuclease-free water (Ambion®). La concentration finale de I’ADN était
déterminée par spectrophotométre nanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc®). Le
pyroséquencage a pu étre réalisé en utilisant le primer A dans le 454 Life Sciences Genome

Sequencer FLX (454 Life Sciences-Roche®).

6. Analyses statistiques

6.1. Tests statistiques usuels

Les données quantitatives ont été exprimées en moyenne et écart-type (SD) et ont été
comparées a I’aide du test t de Student. Lorsque les conditions n’étaient pas remplies pour faire ce test,
les données ont été exprimées en médiane et interquartiles et comparées a 1’aide du test non
paramétriqgue de Mann-Whitney. Les données qualitatives ont été exprimées en pourcentage et
intervalle de confiance a 95% et comparées a 1’aide du test des rangs de Wilcoxon. Une valeur de p
inférieure a 0,05 était considérée comme statistiquement significative. L’analyse statistique a été faite

a I’aide du logiciel Matlab® R2010b, Mathworks®, Inc et du logiciel GraphPad Prism 5.01®.
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6.2. Analyses des donnees de la dHPLC

6.2.1. Analyse en composantes principales

Une analyse en composantes principales a été effectuée sur les échantillons de selles prélevés
avant et aprés la chimiothérapie. L’analyse en composantes principales est une technique qui permet
de faire la synthése de I’information contenue dans un grand nombre de variables de fagcon non
supervisée et simultanée *". Les composantes principales sont de nouvelles variables, indépendantes,
combinaisons linéaires des variables initiales, construites pour expliquer le maximum de la variance
des variables étudiées. Dans notre étude, ol nous avons un grand nombre de variables, on souhaite
avoir une vue d’ensemble et répondre a la question : «Y a-t-il un ou plusieurs sous-groupes de
patients ? ». Dans une telle situation, ’analyse en composantes principales est une technique de choix,
car elle permet, a partir de la représentation graphique de 2 composantes principales, de résumer
I’essentiel de I’information contenue dans 1’ensemble des variables analysées. Ainsi, I’ensemble des
variables initiales est synthétisé en un point qui caractérise la structure du patient. De plus, a I’aide du
cercle de corrélation, on peut représenter graphiquement les variables initiales afin d’éclaircir leurs
interrelations. Pour ’analyse des profils de dHPLC, I'analyse en composantes principales a été réalisée
sur les profils entre 4 et 11 min. La zone située entre la 4éme et la 11éme minute correspond a la zone
dite d’intérét représentant les pics correspondant aux produits d’amplification. Elle fait suite a la zone
d’injection, correspondant au début du gradient d’élution et au passage des produits non retenus par la

colonne. Elle est suivie par une zone de lavage et une zone d’équilibration.

6.2.2. Analyse en cluster

Une analyse en cluster a aussi été réalisée pour I’interprétation des données issues de la
dHPLC suivant une classification hiérarchique ascendante. Cette analyse en cluster, si elle permet de
dégager des groupes homogenes, ne permet de pas de dire quelques variables initiales sont a 1’origine

ces regroupements, a la différence de I’analyse en composantes principales. Dans notre analyse, les
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distances ont été calculées selon la méthode euclidienne et les regroupements effectués selon la

méthode Ward.

6.3. Analyse des séquences obtenues par pyroséquencage

6.3.1 Analyse de la diversité et analyse taxonomique

L’analyse des séquences obtenues par pyroséquencage a ét¢ faite grace au logiciel en acces
libre QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) version 1.7.0. 2. 1l permet de réaliser, &
’aide de scripts, une analyse de la diversité (alpha et béta-diversité) et une analyse taxonomique. Les
séquences a €té¢ analysées suivant les paramétres par défaut de QIIME, incluant I’identification et

I’exclusion des chiméres.

Les séquences ont été assignées a OTU au seuil de 97% en les comparant a une banque de

données contenant des séquences non redondantes (UCLUSTref) 1912,

Etant donné qu’il y avait un nombre trés variable de séquences par échantillon (de 3033 a
24636 séquences), les données ont été raréfiées a 3030 séquences par échantillon pour réaliser les
analyses de diversité. Les échantillons ont aussi été analysés avec les différents outils disponibles pour

les analyses taxonomiques (LEfSe, MaAsLin) #4421,

6.3.2. Prédiction de la métagénomique fonctionnelle

Nous avons utilisé PICRUSt qui permet de prédire la métagénomique fonctionnelle a partir
d’une analyse du géne codant pour I’ARNr 16S *?. Cet algorithme estime le potentiel fonctionnel des
communautés bactériennes a partir de 1’étude d’un géne marqueur (ici I’ARNr 16S) et une base de
données de références des génomes séquencés courants (Greengenes 13 5 database) avec une

précision de 80% a 90% sur les communautés bactériennes de ’intestin humain **°,
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RESULTATS

1. Caractéristiques cliniques des patients

Nous avons inclus 40 patients dans notre étude. Finalement, les données de 36 patients ont été
analysees, apres avoir écarté les 4 patients qui ont développés une colite a Clostridium difficile. Les
caractéristiques cliniques des patients sont listées dans le Tableau VI. Le sexe ratio homme/femme est
égal a 2 et I’age médian des patients est de 55 ans [45-62]. La majorité des patients a regu une

antibioprophylaxie avant I’hospitalisation dans le service d’hématologie.

Douze (33% [20-50]) patients ont développé une diarrhée post-chimiothérapie sévére, dans un

délai médian de 13 jours [11-14].

Caractéristiques des patients n

Sexe masculin 24 (67% [50-80])

Age 55 [45-62]

Index de masse corporel 24 [23-27]

Antibioprophylaxie regue avant 1’hospitalisation 32 (89% [74-96])
phénoxyméthylpénicilline 36% [22-52]
sulfaméthoxazole, triméthoprime 19% [9-35]
phénoxyméthylpénicilline + sulfaméthoxazole, triméthoprime 33% [20-50]

Diarrhée post-chimiothérapie sévére 12 (33% [20-50])
Délai de survenue de la diarrhée, par rapport a JO 13 [11-14]

Tableau VI. Caractéristiques cliniques des 36 patients ayant un lymphome non-hodgkinien et
recevant une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques dont les données ont été analyses
dans le cadre de I’étude. Médiane [25% Percentile-75% Percentile], n (% [intervalle de

confiance a 95%0o]).
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2. Collection des échantillons de selles

Au total, 59 échantillons de selles ont été collectés durant la période de I’étude. Le 1%
échantillon de selles (S1) a pu étre collecté chez tous les patients mais le 2°™ échantillon de selles (S2)

n’a pu étre obtenu que chez 23 patients.

Ainsi, nous avons collecté :
- 36 échantillons fécaux S1.

- 15 échantillons fécaux S2 chez les patients n’ayant pas développé de diarrhée post-

chimiothérapie sévére. Ces échantillons sont appelés S2_nosCID

- 8 échantillons fécaux S2 chez les patients ayant développé une diarrhée post-chimiothérapie

sévere. Ces échantillons sont appelés S2_sCID.

3. Modifications du microbiote intestinal suite a la chimiothérapie : analyse

par la dHPLC.

3.1. Généralités

Cette analyse en dHPLC s’est effectuée uniquement chez les 8 premiers patients ayant un
échantillon de selles collecté avant et aprés la chimiothérapie, ¢’est-a-dire ayant un prélévement S1 et
un prélevement S2. Le Tableau VII rapporte les caractéristiques cliniques des 8 patients dont les

échantillons fécaux ont été analysés par dHPLC.
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Patient Age (ans) Sexe Antibioprophylaxie

1 65 Femme phénoxyméthylpénicilline + sulfaméthoxazole,
triméthoprime

2 48 Femme phénoxymeéthylpénicilline

3 45 Homme phénoxyméthylpénicilline + sulfaméthoxazole,
triméthoprime

4 40 Homme phénoxyméthylpénicilline + sulfaméthoxazole,
triméthoprime

5 56 Femme sulfaméthoxazole, triméthoprime

6 36 Homme Pas d’antibioprophylaxie

7 35 Homme phénoxyméthylpénicilline + sulfaméthoxazole,
triméthoprime

8 49 Homme phénoxyméthylpénicilline

Tableau VII. Caractéristiques des 8 patients pour qui les échantillons fécaux ont été analysés par

dHPLC.

3.2. Analyse en composantes principales

3.2.1. Repreésentation de /’analyse en composantes principales

Nous avons débuté par une premiére analyse en composantes principales incluant les

échantillons fécaux collectés avant et aprés la chimiothérapie. La meilleure distinction entre les

échantillons collectés avant et aprés la chimiothérapie était obtenue en combinant les composantes

principales 1 et 4, qui représentaient respectivement 46,1 % et 8 % de la variance totale. Ces 2

composantes principales séparaient bien les échantillons de selles avant et apres chimiothérapie avec 2

nuages de points distincts (Figure 24).
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Figure 24. Score plot de I’analyse en composantes principales avec les composantes principales 1
et 4 (53,8% de la variance totale). Chaque point représente un prélevement de selles. On peut
séparer 2 nuages de points, ’'un correspondant aux prélévements avant la chimiothérapie et
I’autre correspondant aux prélévements aprés la chimiothérapie. S1: prélevement avant la

chimiothérapie ; S2 : prélévement apres la chimiothérapie.

3.2.2. Les pics associés aux préléevements avant et apres chimiothérapie

Le cercle de corrélation montre que les temps d’élution suivants : 9,21 ; 9,45 ; 9,71 et 10,16
minutes sont les plus liés au prélévement aprés chimiothérapie (Figure 25). Les pics correspondant a

ces temps d’élution sont augmentés au cours de la chimiothérapie, de fagon significative pour le temps

10,16 minutes (p=0,002) (Figure 26).
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Figure 25. Cercle de corrélation de I’analyse en composantes principales avec les composantes
principales 1 et 4 (53,8% de la variance totale). Il permet de visualiser la relation entre les
variables initiales (c’est a dire les temps d’élution) et le critere « préléevement avant
chimiothérapie-prélévement apreés chimiothérapique », codé respectivement S1 et S2. On voit ici
que les temps d’élution 9,21 ; 9,45 ; 9,71 ; 10,16 minutes sont les plus liés au prélévement aprés la

chimiothérapie.
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Analyse des pics avant et apres chimiothérapie
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Figure 26. Comparaison des intensités des pics des prélévements de selles avant et aprés la
chimiothérapie. Les médianes ont été comparées a I’aide du test de Mann-Whitney. av :

prélévement avant chimiothérapie (S1) ; ap : prélevement aprés chimiothérapie (S2).

Les pics d’intérét, c’est a dire les pics mis en évidence au cours de 1’analyse en composantes
principales, ont été séquencés. Ainsi, pour caractériser les différences du microbiote intestinal
survenant au cours de la chimiothérapie, nous avons séquencés 4 pics correspondant aux temps

d’élution suivants : 9,21 ; 9,45 ; 9,71 ; 10,16 minutes.

Le séquencage du pic présent au temps d’élution 10,16 minutes, présentant une augmentation
statistiquement significative au cours de la chimiothérapie, était associé au phylum Proteobacteria
(Classe Gamma Proteobacteria) *****. Les autres pics, dont la différence n’était pas significative,

étaient associes a la Classe Gamma Proteobacteria (9,21 et 9,71 minutes) et Clostridia (9,45 minutes).
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Cependant, le pourcentage de similarité des séquences par rapport a la base de données RDPII

n’est que de 86% au niveau de la Classe et ne permet pas d’atteindre la famille ni le genre avec un

pourcentage de similarité suffisant ***,

3.3. Classification hiérarchique ascendante

Nous avons aussi réalisé une analyse en cluster suivant une classification hiérarchique

ascendante (Figure 27). Le dendrogramme montre 2 clusters principaux :
- un cluster contenant 5 échantillons post-chimiothérapie
- un cluster contenant tous les échantillons préchimiothérapie et 3 échantillon post-chimiothérapie

Cette analyse en cluster permet, elle aussi, une distinction assez claire entre les échantillons de

selles collectés avant et aprés la chimiothérapie.
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Figure 27. Analyse en clusters, résultat du dendrogramme des prélévements de selles avant et
aprés chimiothérapie des 8 patients. On identifie 2 clusters séparant les patients suivant le
critere « prélevement collecté avant la chimiothérapie (S1)/prélévement collecté apres la

chimiothérapique (S2) ».
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3.4. Conclusions de I’analyse par dHPLC

L’analyse par dHPLC des échantillons de selles de 8 patients a permis une séparation assez
satisfaisante  des  échantillons suivant le critere «prélevement collecté avant la
chimiothérapie/prélevement collecté apres chimiothérapique ». Cependant, 1’information taxonomique
apportée par la dHPLC s’est révélée décevante, car le séquencage des pics d’intérét n’a permis de

fournir qu’une analyse a I’échelon de la classe, ce qui est relativement peu informatif.

Etant donné les limites de la dHPLC, qui ne s’intéresse qu’aux groupes bactériens dominants
et dont I’analyse des pics obtenus n’apporte finalement que peu d’informations taxonomiques, Nous

avons poursuivi I’analyse de la cohorte totale de patients avec la technique de pyroséquencage.

4. Modifications du microbiote intestinal suite a la chimiothérapie : analyse

par pyrosequencing

4.1. Detail des séquences obtenues

Au total, parmi les 59 échantillons collectés, en utilisant le pipeline QIIME, un total de 590883
séquences de haute qualité codant pour I’ARNr 16S ont été identifiées, représentant 9867 OTUs. Le
nombre médian de séquences par échantillon était de 9441 [7379-12514]. Le plus petit nombre de
séquences contenues dans un échantillon était 3033. Ainsi, pour les analyses de la diversité, nous
avons effectué une raréfaction a 3030 séquences. Le Tableau V111 représente pour chaque échantillon
fécal collecté, le nombre de séquences obtenus lors du pyroséquengage et son assignation a un groupe

de patients.

68



Patient Collection de I’échantillon de Nombre de Groupe de

selles séquences I’échantillon
Patient 1 avant chimiothérapie 9215 S1

aprés chimiothérapie 7956 S2 nosCID
Patient 2 avant chimiothérapie 12944 S1

apres chimiothérapie 10637 S2_sCID
Patient 3 avant chimiothérapie 6573 S1
Patient 4 avant chimiothérapie 3033 S1
Patient 5 avant chimiothérapie 13191 S1
Patient 6 avant chimiothérapie 12072 S1

aprés chimiothérapie 13195 S2 sCID
Patient 7 avant chimiothérapie 8281 S1
Patient 8 avant chimiothérapie 11844 S1

apres chimiothérapie 13984 S2_nosCID
Patient 9 avant chimiothérapie 7478 S1
Patient 10 | avant chimiothérapie 8724 S1

apres chimiothérapie 7379 S2_sCID
Patient 11 | avant chimiothérapie 10358 S1
Patient 12 | avant chimiothérapie 5399 S1

apres chimiothérapie 8452 S2_nosCID
Patient 13 | avant chimiothérapie 7139 S1

aprés chimiothérapie 12013 S2 nosCID
Patient 14 | avant chimiothérapie 8318 S1
Patient 15 | avant chimiothérapie 8359 S1

apres chimiothérapie 12516 S2_nosCID
Patient 16 | avant chimiothérapie 12078 S1

apres chimiothérapie 12997 S2 _sCID
Patient 17 | avant chimiothérapie 8823 S1

apres chimiothérapie 11946 S2_nosCID
Patient 18 | avant chimiothérapie 8697 S1

apres chimiothérapie 9309 S2_nosCID
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Patient 19 | avant chimiothérapie 9220 S1

apres chimiothérapie 12005 S2_nosCID
Patient 20 | avant chimiothérapie 13072 S1

aprés chimiothérapie 3423 S2 nosCID
Patient 21 | avant chimiothérapie 7978 S1

aprés chimiothérapie 3939 S2 nosCID
Patient 22 | avant chimiothérapie 10458 S1

apres chimiothérapie 4522 S2_nosCID
Patient 23 | avant chimiothérapie 10702 S1

aprés chimiothérapie 6745 S2 nosCID
Patient 24 | avant chimiothérapie 24636 S1
Patient 25 | avant chimiothérapie 12514 S1

aprés chimiothérapie 12900 S2 sCID
Patient 26 | avant chimiothérapie 10884 S1
Patient 27 | avant chimiothérapie 10934 S1
Patient 28 | avant chimiothérapie 7178 S1

aprés chimiothérapie 6186 S2 nosCID
Patient 29 | avant chimiothérapie 6284 S1
Patient 30 | avant chimiothérapie 12579 S1

aprés chimiothérapie 13224 S2 sCID
Patient 31 | avant chimiothérapie 8524 S1
Patient 32 | avant chimiothérapie 9441 S1

apres chimiothérapie 5385 S2_nosCID
Patient 33 | avant chimiothérapie 11629 S1

apres chimiothérapie 5766 S2 sCID
Patient 34 | avant chimiothérapie 11605 S1

apres chimiothérapie 4910 S2_nosCID
Patient 35 | avant chimiothérapie 13299 S1

apres chimiothérapie 18672 S2 _sCID
Patient 36 | avant chimiothérapie 19359 S1
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Tableau VIII. Séquences obtenues par I’analyse d’échantillons fécaux des différents patients
inclus dans I’étude. S1: échantillon collecté avant chimiothérapie, S2_sCID: échantillon collecté
apreés chimiothérapie chez les patients ayant développé une diarrhée post-chimiothérapie sévere,
S2_nosCID: échantillon collecté apres chimiothérapie chez les patients n’ayant pas développé

une diarrhée post-chimiothérapie sévere.

4.2. Comparaison de la diversité avant et apres chimiothérapie

4.2.1. Alpha-diversité

Nos résultats montrent qu’il y a une diminution drastique de 1’alpha-diversité au cours de la
chimiothérapie, lorsque que I’on analyse les différents paramétres permettant de décrire 1’alpha-
diversité, que ce soit avec des mesures phylogénétiques (arbre phylogénétique complet) ou non
phylogénétiques (nombre d’espéces observées, index Chaol, index de Shannon) (Figure 28). Lorsque
I’on compare les échantillons collectés avant et aprés la chimiothérapie, la différence est

statistiguement significative (Tableau 1X).

Cette analyse montre, pour la premiére fois, qu’il a une perte de la biodiversité au cours de la

chimiothérapie.
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Figure 28. Représentation graphiques des différents paramétres évaluant I’alpha-diversité des
échantillons fécaux collectés avant et aprés la chimiothérapie: le nombre d’espéces observées,

I’arbre phylogénétique total, I’index Chaol, I’index de Shannon.
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Especes Index Index de Arbre phylogénétique
observees Chaol Shannon complet
Prélévements collectés | 327,7+108,1 | 666,1+308,6 | 58+0,8 14,9433
avant chimiothérapie
Prélévements collectés | 2123+74,3 4,5+0,9 11,5£3,0
aprés chimiothérapie 425,1+147,6
p 0,001 0,002 0,001 0,001

Tableau IX. Evaluation des différences observées avec les paramétres évaluant I’alpha-diversité
par test de Student avec permutations Monte-Carlo entre les échantillons fécaux collectés avant

et apres la chimiothérapie (moyennetécart-type)

4.2.2. Beta-diversité

Les résultats de I’analyse en coordonnées principales basée sur la distance métrique UniFrac
(Unweighted et Weighted) mettent en évidence une séparation en 2 nuages de points distincts entre les
échantillons collectés avant la chimiothérapie et les échantillons collectés aprés la chimiothérapie

(Figure 29).

De plus, la méthode ADONIS montre que cette séparation entre les échantillons fécaux
collectés avant la chimiothérapie et les échantillons collectés aprés la chimiothérapie est
statistiguement significative, que ce soient pour la distance métrique UniFrac Unweighted (R = 0,59 ;

p = 0,001) et UniFrac Weighted (R = 0,49 ; p = 0,001).
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Figure 29. Représentation graphique de I’analyse de la béta-diversité par ordination basée sur la

distance métrique UniFrac Unweighted (A) et UniFrac Weighted (B).

4.3. Différences taxonomiques entre les echantillons collectés avant et apres
la chimiothérapie

Afin de voir quels sont les taxa affectés au cours de la chimiothérapie, nous avons réalisé une
analyse discriminante linéaire avec le module LEfSE *“'*!. Cette analyse montre que les phyla
Firmicutes et Actinobacteria sont fortement associés aux échantillons collectés avant la chimiothérapie

et que les phyla Proteobacteria et Bacteroidetes sont fortement associés aux échantillons collectés

aprés la chimiothérapie (Figure 30, Figure 31).

A T’échelon du genre, les genres Blautia, Bifidobacterium, Roseburia, Faecalibacterium,
Ruminococcus, Dorea et Oscillospira sont fortement associés aux prélévements collectés avant la
chimiothérapie. Les genres Escherichia, Parabacteroides et Enterococcus sont eux fortement associés

aux échantillons collectés apreés la chimiothérapie (Figure 31, Figure 32).
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Figure 30. Modifications du microbiote fécal au cours de la chimiothérapie a I’échelon du

phylum. * p : 0,05-0,005 ; ** p= 0,005-0,001 ; *** p<0,001
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Figure 31. Représentation graphique de I’analyse discriminante linéaire permettant de définir
les taxa significativement associées aux échantillons fécaux collectés avant ou aprés la

chimiothérapie **. Un score supérieur en valeur absolue & 2,5 est considéré comme significatif.
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Figure 32. Modifications du microbiote fécal au cours de la chimiothérapie a I’échelon du genre.

*p :0,05-0,005 ; ** p=0,005-0,001 ; *** p<0,001

4.4. Prédiction de la métagénomique fonctionnelle

Nous avons utilisé 1’algorithme PICRUSt qui permet de prédire la composition fonctionnelle
du microbiote fécal chez nos patients a partir de 1’analyse du géne codant pour I’ARNr 16S avec une
précision de 80 & 90% %, Les métagénomes prédits ont ensuite été introduits dans le module
MaAsL.in pour déterminer quelles sont les voies métaboliques qui sont significativement altérées ou au

contraire augmentées au cours de la chimiothérapie (Tableau X) “*°.
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Voies métaboliques (selon la base de données KEGG Pathway'?®) | Coefficient | P- Q-

value | value
1. metabolism
1.1. Carbohydrate metabolism

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Ascorbate and aldarate 0,14 0,001 | 0,001

metabolism

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Butanoate metabolism 0,14 0,001 | 0,001

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;C5-Branched dibasic acid -0,04 0,011 | 0,058

metabolism

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Citrate cycle (TCA cycle) 0,15 0,001 | 0,001

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Galactose metabolism -0,19 0,001 | 0,001

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Glyoxylate and dicarboxylate | 0,10 0,001 | 0,001

metabolism

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Inositol phosphate 0,04 0,007 | 0,040

metabolism

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Pentose phosphate pathway -0,20 0,001 | 0,002

Metabolism;Carbohydrate Metabolism;Propanoate metabolism 0,06 0,001 | 0,001

1.2. Energy metabolism

Metabolism;Energy Metabolism;Carbon fixation in photosynthetic -0,05 0,019 | 0,101

organisms

Metabolism;Energy Metabolism;Nitrogen metabolism 0,09 0,001 | 0,005

Metabolism;Energy Metabolism;Photosynthesis -0,15 0,001 | 0,001

Metabolism;Energy Metabolism;Photosynthesis proteins -0,14 0,001 | 0,001

1.3. Lipid metabolism

Metabolism;Lipid Metabolism;Arachidonic acid metabolism 0,09 0,003 | 0,020

Metabolism;Lipid Metabolism;Biosynthesis of unsaturated fatty 0,11 0,001 | 0,001

acids

Metabolism;Lipid Metabolism;Fatty acid biosynthesis -0,04 0,021 | 0,112

Metabolism;Lipid Metabolism;Fatty acid metabolism 0,14 0,001 | 0,001

Metabolism;Lipid Metabolism;Glycerolipid metabolism -0,09 0,001 | 0,001

Metabolism;Lipid Metabolism;Linoleic acid metabolism -0,22 0,001 | 0,001

Metabolism;Lipid Metabolism;Sphingolipid metabolism -0,08 0,002 | 0,015

1.5. amino acid metabolism

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Cysteine and methionine -0,16 0,005 | 0,028

metabolism

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Glycine, serine and threonine | 0,02 0,043 | 0,207

metabolism

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Histidine metabolism -0,12 0,001 | 0,001

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Lysine biosynthesis -0,33 0,001 | 0,001

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Lysine degradation 0,18 0,001 | 0,001

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Phenylalanine metabolism 0,09 0,001 | 0,002

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Phenylalanine, tyrosine and -0,19 0,001 | 0,001

tryptophan biosynthesis

Metabolism;Amino Acid Metabolism; Tryptophan metabolism 0,18 0,001 | 0,001

Metabolism;Amino Acid Metabolism; Tyrosine metabolism 0,07 0,001 | 0,001

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Valine, leucine and isoleucine | -0,13 0,001 | 0,001

biosynthesis

Metabolism;Amino Acid Metabolism;Valine, leucine and isoleucine | 0,18 0,001 | 0,001

degradation
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1.6. Metabolism of other amino acids

Metabolism;Biosynthesis of Other Secondary Metabolites;Butirosin | -0,20 0,001 | 0,001
and neomycin biosynthesis
Metabolism;Biosynthesis of Other Secondary 0,17 0,001 | 0,001
Metabolites;lsoquinoline alkaloid biosynthesis
Metabolism;Biosynthesis of Other Secondary -0,06 0,007 | 0,040
Metabolites;Phenylpropanoid biosynthesis
1.7. Glycan biosynthesis and metabolism
Metabolism;Glycan Biosynthesis and 0,10 0,032 | 0,156
Metabolism;Glycosaminoglycan degradation
Metabolism;Glycan Biosynthesis and 0,11 0,001 | 0,001
Metabolism;Glycosyltransferases
Metabolism;Glycan Biosynthesis and 0,42 0,001 | 0,001
Metabolism;Lipopolysaccharide biosynthesis
Metabolism;Glycan Biosynthesis and 0,42 0,001 | 0,001
Metabolism;Lipopolysaccharide biosynthesis proteins
Metabolism;Glycan Biosynthesis and Metabolism;Other glycan -0,10 0,002 | 0,013
degradation
1.8. Metabolism of cofactors and vitamins
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins;Lipoic acid 0,22 0,001 | 0,001
metabolism
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins;One carbon pool | -0,09 0,001 | 0,001
by folate
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins;Pantothenate and | -0,10 0,001 | 0,001
CoA biosynthesis
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins;Porphyrin and -0,23 0,002 | 0,011
chlorophyll metabolism
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins;Retinol 0,15 0,001 | 0,003
metabolism
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins;Riboflavin 0,06 0,001 | 0,001
metabolism
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins; Thiamine -0,07 0,001 | 0,001
metabolism
Metabolism;Metabolism of Cofactors and Vitamins;Ubiquinone and | 0,25 0,001 | 0,001
other terpenoid-quinone biosynthesis
1.9. metabolism of terpenoids and polyketides
Metabolism;Metabolism of Terpenoids and Polyketides;Biosynthesis | 0,24 0,001 | 0,001
of siderophore group nonribosomal peptides
Metabolism;Metabolism of Terpenoids and Polyketides;Biosynthesis | -0,15 0,001 | 0,002
of vancomycin group antibiotics
Metabolism;Metabolism of Terpenoids and Polyketides;Geraniol 0,31 0,001 | 0,001
degradation
Metabolism;Metabolism of Terpenoids and Polyketides;Limonene 0,06 0,001 | 0,003
and pinene degradation
Metabolism;Metabolism of Terpenoids and Polyketides;Polyketide -0,07 0,001 | 0,002
sugar unit biosynthesis
Metabolism;Metabolism of Terpenoids and -0,06 0,001 | 0,002
Polyketides;Prenyltransferases
Metabolism;Metabolism of Terpenoids and Polyketides; Terpenoid -0,13 0,001 | 0,001
backbone biosynthesis
1.11. Xenobiotics biodegradation and metabolism
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and 0,07 0,001 | 0,001

Metabolism; Aminobenzoate degradation
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Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and Metabolism;Bisphenol | -0,18 0,001 | 0,001
degradation
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and 0,22 0,001 | 0,001
Metabolism;Caprolactam degradation
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and -0,06 0,001 | 0,001
Metabolism;Chloroalkane and chloroalkene degradation
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and Metabolism;Drug 0,19 0,001 | 0,001
metabolism - cytochrome P450
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and Metabolism;Drug -0,04 0,004 | 0,021
metabolism - other enzymes
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and 0,18 0,001 | 0,001
Metabolism;Ethylbenzene degradation
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and 0,19 0,001 | 0,001
Metabolism;Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450
Metabolism;Xenobiotics Biodegradation and Metabolism;Toluene 0,07 0,001 | 0,001
degradation
2. Genetic information processing

2.1. Transcription
Genetic Information Processing; Transcription;RNA polymerase -0,08 0,001 | 0,001
Genetic Information Processing; Transcription;Transcription -0,36 0,001 | 0,001
machinery

2.2. Translation
Genetic Information Processing; Translation;RNA transport -0,07 0,002 | 0,015
Genetic Information Processing; Translation; Translation factors -0,05 0,001 | 0,001

2.3. Folding, sorting and degradation
Genetic Information Processing;Folding, Sorting and 0,18 0,001 | 0,001
Degradation;Chaperones and folding catalysts
Genetic Information Processing;Folding, Sorting and -0,08 0,001 | 0,001
Degradation;Protein export
2.4. Replication and repair
Genetic Information Processing;Replication and Repair;Base -0,02 0,033 | 0,163
excision repair
Genetic Information Processing;Replication and Repair;DNA -0,11 0,001 | 0,001
replication
Genetic Information Processing;Replication and Repair;Homologous | -0,19 0,001 | 0,001
recombination
Genetic Information Processing;Replication and Repair;Mismatch -0,17 0,001 | 0,001
repair
Genetic Information Processing;Replication and Repair;Nucleotide -0,13 0,001 | 0,001
excision repair
3. Environmental Information Processing
3.1. Membrane Transport
Environmental Information Processing;Membrane 0,18 0,001 | 0,001
Transport;Bacterial secretion system
Environmental Information Processing;Membrane 0,22 0,006 | 0,037
Transport;Phosphotransferase system (PTS)
4. Cellular processes

4.2. Cell motility
Cellular Processes;Cell Motility;Cytoskeleton proteins -0,21 0,001 | 0,001
Cellular Processes;Cell Motility;Flagellar assembly -0,15 0,010 | 0,055
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Tableau X. Classification des différentes voies métaboliques qui sont modifiées au cours de la
chimiothérapie, comparaison entre les échantillons fécaux collectés avant ou aprés la
chimiothérapie, selon la base de données KEGG Pathway 2. Un coefficient positif signifie une
association aux échantillons fécaux collectés aprés la chimiothérapie, un coefficient négatif
signifie une association aux échantillons fécaux collectés avant la chimiothérapie. La

significativité statistique est retenue lorsque p<0,05 et g<0,25.

Au total, soixante-dix-huit fonctions prédites portées par le microbiote intestinal étaient
significativement modifiées au cours de la chimiothérapie. Ces modifications touchaient les différentes
voies métaboliques décrites dans la base de données KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) 2. Les changements les plus significatifs incluaient une perte dans la biosynthése des
acides aminés (lysine, tyrosine, tryptophane, leucine, isoleucine), une perte de la biosynthese des
acides gras, une diminution des voies métaboliques responsables de la mobilité des cellules et une

perte de la réplication et de la réparation de I’ADN.

Des voies métaboliques étaient significativement augmentées au cours de la chimiothérapie.
Les augmentations les plus significatives étaient en rapport avec la biodégradation des xénobiotiques
(aminobenzoate, caprolactam, éthylbenzéne et toluene), avec le métabolisme du carbohydrate

(ascorbate et aldarate) et avec la dégradation du glycane.

Les intermédiaires du métabolisme du benzoate sont connus pour influencer la dysbiose en
réponse a un stress et ont la possibilité de promouvoir la croissance des Enterobacteriaceae et leur
virulence '?*!°_ Cependant, seule une analyse métagénomique permettrait de relier précisément les

espéces bactériennes aux fonctions KEGG.

81



5. Modifications du microbiote intestinal prédictives de la survenue d’une

diarrhée post-chimiothérapie sévere

Le deuxiéme objectif de notre travail était d’analyser le 2°™ échantillon de selles, c’est-a-dire

celui collecté au 7°™ jour, afin de voir il présentait des caractéristiques permettant de différencier les

patients qui vont développer ensuite une diarrhée post-chimiothérapie sévere des patients ne

développant pas de diarrhée post-chimiothérapie sévére.

5.1. Diversité réduite dans I’échantillon post-chimiothérapie chez les
patients développant une diarrhée post-chimiothérapie severe

5.1.1. Alpha-diversité

Nos résultats montrent qu’il y a une diminution de I’alpha-diversité au cours de la
chimiothérapie et que cette diminution est encore plus marquée chez les patients développant une

diarrhée post-chimiothérapie séveére (Figure 33, Tableau XI).
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Figure 33. Représentation graphiques des différents parametres évaluant ’alpha-diversité des

échantillons fécaux collectés.
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Especes observées

Groupel | Groupe2 Groupel Groupe?2 t stat p-value
moyennexSD moyennexSD
Sl S2_sCID 328,1+108,2 194,8+31,2 3,4 0,003
Sl S2_nosCID | 328,1+108,2 220,6+87,4 2,5 0,03
Index Chaol
S1 S2_sCID 671,8+318,8 383,3+£79,9 2,5 0,033
S1 S2_nosCID | 671,8+318,8 441,1+169,3 2,9 0,048

Index Shannon

Sl S2_sCID 5,8+0,8 4,2+0,3 5,2 0,003

Sl S2_nosCID | 5,8+0,8 4,6+1,1 2,6 0,03

Arbre phylogénétique complet

S1 S2_sCID 14,8433 10,3£1,5 3,7 0,003

S1 S2_nosCID | 14,8+3,3 12,1432 2,7 0,021

Tableau XI. Comparaisons des différents paramétres évaluant I’alpha-diversité entre les
échantillons collectés avant la chimiothérapie (S1), les échantillons collectés apres la
chimiothérapie des patients ne développant pas de diarrhée sévére (S2_nosCID) et les
échantillons collectés aprées la chimiothérapie des patients développant une diarrhée sévere

(S2_sCID). Test de Student avec permutations de Monte-Carlo.

5.1.2. Beta-diversité

L’analyse en coordonnées principales basée la distance métrique UniFrac (Unweighted et
Weighted) permet de séparer, en 3 groupes distincts, les échantillons collectés avant la chimiothérapie,
les échantillons collectés apres la chimiothérapie des patients ne développant pas de diarrhée sévére et
les échantillons collectés aprés la chimiothérapie des patients développant une diarrhée sévere (Figure

34).
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Figure 34. Représentation graphique de I’analyse de la béta-diversité par ordination basée la

distance métrique UniFrac Unweighted (A) et Weighted (B).

L’application de la méthode ADONIS montre que cette séparation en 3 clusters (échantillon
collecté avant la chimiothérapie, échantillon collecté aprés la chimiothérapie/pas de diarrhée sévere et
échantillons collectés apreés la chimiothérapie/diarrhée sévere) est statistiquement significative

(Tableau XII).
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Unweighted Unifrac

Df | SumsOfSqgs MeanSqgs F.Model R2 | Pr(>F)
QIIME data 2 |21 1,1 338 0,1 | 0,001
Residuals 56 | 15,5 0,3 0,9
Total 58 | 17,6 1,0

Weighted Unifrac

QIIME data 2 109 0,5 13,5 0,3 | 0,001
Residuals 56 | 2,1 0,1 0,7
Total 58 | 3,1 1,0

Tableau XII. Résultats de la méthode ADONIS qui détermine si les différences observées en
termes de béta-diversité sont statistiquement significatives entre les 3 groupes (échantillons
collectés avant la chimiothérapie, échantillons collectés aprés la chimiothérapie chez les patients
développant une diarrhée sévere, échantillons collectés aprés la chimiothérapie chez les patients

ne développant pas de diarrhée sévere).

5.1.3. Classification Random Forrest

Pour déterminer le degré de différenciation entre les échantillons collectés avant la
chimiothérapie, les échantillons collectés aprés la chimiothérapie chez les patients développant une
diarrhée sévere et les échantillons collectés apres la chimiothérapie chez les patients ne développant

pas de diarrhée sévére, nous avons réalisé une classification Random Forrest de nos échantillons *%.

Ce modéle permet de classer les échantillons d’origine inconnue avec un taux d’erreur de
10,2+0,1%, ce qui est 4 fois supérieur au taux d’erreur de base. Les auteurs ont décrit que le taux
d’erreur de classification est significatif si le ratio avec le taux d’erreur de base est supérieur a 2 %,

Ainsi, ce résultat indique que les différents échantillons ont des caractéristiques hautement

significatives qui permettent de différencier les échantillons collectés avant la chimiothérapie,
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échantillons collectés aprés la chimiothérapie des patients développant une diarrhée sévére et

échantillons collectés apres la chimiothérapie des patients ne développant pas une diarrhée sévere.

5.2. Taxa difféerenciant les patients développant une diarrhée post-
chimiothérapie sévere

Afin de rechercher des facteurs de risque de développer une diarrhée post-chimiothérapie
sévere dans le microbiote fécal, nous avons réalisé une analyse discriminante linéaire au niveau des
taxa retrouvés dans le 2°™ échantillon de selles. Nous avons comparé les échantillons fécaux des

patients développant une diarrhée post-chimiothérapie sévére et les échantillons fécaux des patients ne

développant pas de diarrhée sévere.

Cette analyse rapporte que le genre Bacteroides est significativement associé a la survenue
d’une diarrhée post-chimiothérapie sévére alors que les genres Escherichia, Atobopium, Oribacterium,
Anaerococcus, Blautia, Mogibacterium, Bifidobacterium sont significativement associés a 1’absence

de survenue d’une diarrhée (Figure 35, Figure 36).

Ainsi, il est possible de décrire, sur 1’échantillon collecté aprés la chimiothérapie, ¢’est-a-dire
en médiane 6 jours avant la survenue de la diarrhée post-chimiothérapie, des modifications au sein du

microbiote fécal qui sont prédictives de la survenue ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie.
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Figure 35. Analyse discriminante linéaire des échantillons fécaux collectés aprés la
chimiothérapie. Les taxa en vert sont significativement associés a 1’absence de diarrhée post-
chimiothérapie sévere (nosCID) tandis que les taxa en rouge sont significativement associés a la
survenue ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie sévere (sCID). Un score supérieur en

valeur absolue a 2,5 est considéré comme significatif.
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Figure 36. Cladogramme représentant les taxa significativement associés a la diarrhée post-
chimiothérapie sévére et les taxa qui sont associés a I’absence de survenue d’une diarrhée sévere.
Les taxa en vert sont significativement associés a 1’absence de diarrhée post-chimiothérapie
sévere (nosCID) tandis que les taxa en rouge sont significativement associés a la survenue

ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie sévere (CID).

6. Evaluation de nos échantillons de selles par rapport a difféerentes études
déja publiées

Enfin, nous avons cherché & comparer les résultats obtenus avec les échantillons fécaux que
nous avons collecté a ceux d’analyses effectuées avec la méme technologie (454 Life Sciences-

Roche®) et séquencant les mémes régions hypervariables (V5 et V6 du géne codant pour I’ARNr

16S).
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Nous avons retrouvé 2 études dont les séquences sont a disposition sur QIIME *#': 1) une
étude de ’effet a court terme de 1’antibiothérapie sur le microbiote fécal et 2) une étude de I’impact du

régime alimentaire en comparant des individus européens et des individus d’ Afrique rurale 60,128

L’utilisation d’une analyse en coordonnées principales basée sur la distance métrique UniFrac
(Unweighted et Weighted), montre que les échantillons collectés avant la chimiothérapie forment un
cluster avec les individus européens sains et les sujets controles ne recevant pas d’antibiothérapie
(Figure 37). De plus, la méthode ADONIS montre qu’il n’y a pas de différence significative entre les
3 groupes, que ce soient pour la distance métrique UniFrac Unweighted (p = 0,45) et UniFrac

Weighted (p = 0,49).
Ainsi, les patients inclus dans notre étude ont un microbiote fécal avant chimiothérapie qui
partage des caractéristiques avec les sujets sains en termes de diversité.
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Figure 37. Comparaison de nos échantillons fécaux collectés avant chimiothérapie avec les
patients sains de 2 autres études effectuant un séquencage des parties hypervariables V5-V6 du

géne codant pour PARNr 16S avec le 454 FLX instrument (454 Life Sciences-Roche®).
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DISCUSSION

1. Modifications du microbiote fécal au cours de la chimiothérapie

Notre étude a permis, pour la premiére fois a notre connaissance, de faire un inventaire des
modifications du microbiote fécal survenant au cours de la chimiothérapie, en termes de diversité et de
taxonomie. Notre projet a aussi permis de mettre en évidence des modifications du microbiote fécal

qui sont significativement associées a la survenue ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie.

Cet inventaire a été rendu possible grace a I’utilisation d’une technique de séquengage haut-
débit, le pyroséquengage, alors que la dHPLC, technique de biologie moléculaire bas-débit a montré

ses limites dans 1’identification taxonomique.

Nous rapportons ici les modifications remarquables du microbiote fécal au cours de la

chimiothérapie et celles spécifiquement associées a la survenue d’une diarrhée post-chimiothérapie.

1.1. Déplétion du phylum Firmicutes au cours de la chimiothérapie :

Facteur de risque de diarrhée post-chimiothérapie sévere

Nous avons montré dans notre travail que le phylum Firmicutes diminuait au cours de la
chimiothérapie. De plus, de nombreux membres du phylum Firmicutes (Oribacterium, Anaerococcus,
Blautia, Streptococcus, Atopobium, Coprococcus, Mogibacterium et Dorea) étaient significativement

associés a la protection contre la survenue ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie sévere.

La diminution du phylum Firmicutes a déja été rapportée dans une étude chez la souris suite a
une antibiothérapie large spectre . De plus, la plupart des espéces bactériennes appartenant au
phylum Firmicutes qui sont modifiées au cours de la chimiothérapie sont des bactéries productrices de
butyrate. Le butyrate est un acide gras a chaine courte qui a des effets anti-inflammatoires bien
documentés et qui est la source d’énergie préférentielle pour la synthése de I’ATP au niveau des

130,131

colonocytes De nombreux acides gras & chaine courte préviennent la diminution de la
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perméabilité de I’épithélium intestinal en augmentant 1’expression des protéines des jonctions serrées.
De plus, il a été rapporté que le butyrate pourrait renforcer les barriéres de défense de I’intestin en
augmentant les taux de peptides antimicrobiens et la production de mucines ****'. De plus, une autre
étude a rapporté que plusieurs bactéries productrices de butyrate sont absentes ou diminuées chez les
patients ayant une diarrhée a Clostridium difficile et chez les patients ayant une diarrhée nosocomiale
non due a Clostridium difficile. Cette étude suggére que la diminution des bactéries productrices de

132 Nous faisons donc ici

butyrate pourrait rendre 1’hote susceptible a la diarrhée nosocomiale
I’hypothéese que la déplétion des bactéries productrices de butyrate induirait un dysfonctionnement de
I’épithélium et augmenterait la charge osmotique dans la lumiére intestinale, conduisant a la survenue

de la diarrhée post-chimiothérapie.

Par ailleurs, ce phylum est largement plus abondant chez les patients obéses que chez les
sujets maigres : le microbiote de souris obéses se montre trés efficace en termes de récupération
d’énergie & partir des résidus alimentaires *****. Ainsi, la diminution marquée du phylum Firmicutes
au cours de la chimiothérapie a des conséquences importantes chez les patients cancéreux, ayant
souvent une altération de 1’état général, car elle entraine une chute de la capacité a extraire de 1’énergie

de I’alimentation.

De plus, nous avons observé une diminution au cours de la chimiothérapie du genre
Faecalibacterium, dont le constituant principal est Faecalibacterium prausnitzii. Cette diminution de
F. prausnitzii avait déja été mis en évidence par van Vliet et al., dans leur étude chez 9 enfants ayant
une leucémie aigué myéloide, ou ils retrouvaient une diminution de F. prausnitzii d’un facteur 3000
dans les échantillons fécaux collectés au cours du traitement par rapport aux sujets sains **. Il a aussi
été mis en évidence qu'il existe une diminution de la diversité du microbiote intestinal dans la maladie
de Crohn spécialement associée a une diminution de F. prausnitzii. En effet, il a été rapporté que les
patients atteints de maladie de Crohn, présentant moins de F. prausnitzii au niveau de la muqueuse
iléale au moment d'une chirurgie avec iléocolectomie droite et du contréle endoscopique a 6 mois ont
plus de récidive post-opératoire de leur maladie. F. prausnitzii serait donc un facteur protecteur contre

I'inflammation intestinale. Cette constatation chez I'nomme est appuyée par des études paralleles in
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vitro et chez la souris montrant une action anti-inflammatoire de cette bactérie avec diminution de la
sécrétion des médiateurs de linflammation **. Ainsi, ces données suggérent que les altérations du
microbiote intestinal au cours de la chimiothérapie pourraient étre impliquées dans la physiopathologie
de la mucite, indiquant 1’impossibilité de maintenir un microbiote intestinal ayant des propriétés anti-

inflammatoires lorsqu’il est soumis a la chimiothérapie.

1.2. Augmentation du phylum Bacteroidetes au cours de la chimiothérapie :

Facteur de risque de diarrhée post-chimiothérapie sévere

Associée a cette décroissance du phylum Firmicutes, on retrouve une augmentation du phylum
Bacteroidetes au cours de la chimiothérapie. De plus, le genre Bacteroides dans le 2°™ échantillon

fécal est significativement associé avec la survenue ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie.

Cette augmentation du genre Bacteroides au cours de la chimiothérapie avait déja été
rapportée par Zwielehner et al. dans une population adulte ayant plusieurs types de cancer (avant
chimiothérapie : 26+£11% ; aprés chimiothérapie : 28+14%) ainsi que par van Vliet et al. dans une
population pédiatrique porteur d’une leucémie aigué myéloide (de 10" au début du traitement & 10° par

gramme de contenu a la fin du traitement) **'%,

Une autre étude a montré que la famille Bacteroidaceae était augmentée dans un modele
murin d’inflammation intestinale aigué induite par le DSS “®. De méme, une étude a rapporté que
Bacteroides serait impliqué dans I’induction de I’inflammation dans un modéle de colite

expérimentale induite par le TNBS ™.

Cette augmentation de Bacteroides au cours de la chimiothérapie est aussi similaire a ce que
I’on peut retrouver chez la souris soumise a une antibiothérapie large spectre “*°. Par ailleurs, le
microbiote d'un homme adulte non obése est caractérisé par un ratio entre les phyla Firmicutes et
Bacteroidetes de I'ordre de 10 pour 1. Ce ratio diminue au cours de certaines affections comme les

MICI (rapport de 1/1 & 3/1) ™. Ces données suggérent, la-aussi, que les altérations du microbiote
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intestinal au cours de la chimiothérapie pourraient étre impliquées dans la physiopathologie de la

mucite.

Les especes du genre Bacteroides sont des bacilles Gram-négatif encapsulés anaérobies stricts
non sporulés. Le genre Bacteroides est un constituant majeur du microbiote intestinal et il participe
activement a ’homéostasie intestinale **’. Cependant, avec une banque génomique trés large & sa
disposition, Bacteroides peut aisément devenir un micro-organisme pathogénique. Ainsi, Bacteroides
peut agir comme pathogeéne opportuniste quand ’intégrité de la paroi colique est interrompue, avec

une morbi-mortalité significative ****%,

Les principaux facteurs de virulence de Bacteroides sont: les proprié¢tés d’adhérence a la
muqueuse, la capsule polysaccharidique, I’équipement enzymatique (héparinase, collagénase, DNAse,
neuraminidase, fibrinolysine, hyaluronidase, chondroitine sulfatase, protéases), 1’aéro-tolérance, le
lipopolysaccharide, la résistance aux mécanismes de défense de 1’hote grace a I’activité anti-
chimiotactique du peptidoglycane, et la sécrétion d’une entérotoxine par certaines souches de B.

fragilis (Enterotoxigenic Bacteroides fragilis : ETBF) *381%°,

Par ailleurs, une étude a d’ailleurs rapporté qu’ETBF, peut a lui seul, stimuler I’inflammation
colique et significativement augmenter 1’inflammation colique dans un modele de colite induite par le
DSS. Ainsi, I’acquisition d’une colonisation par ETBF est un facteur potentiel de I’initiation et de
I’exacerbation de la colite et ce mécanisme pourrait intervenir dans la mucite post-chimiothérapie .
De plus, plusieurs études ont rapporté qu’ETBF était associé a la diarrhée chez des enfants et chez des
adultes **°. Sears et al. ont rapporté qu’ETBF était retrouvé chez 17,5% des patients ayant une
diarrhée, aussi bien chez I’enfant que chez 1’adulte. Les isolats ETBF étaient confirmés par PCR pour
le gene bft. Ils montraient aussi que les leucocytes fécaux, la lactoferrine et les cytokines pro-
inflammatoires (Interleukine 8, Tumor Necrosis factor o) augmentaient rapidement chez les patients
infectés par PETBF, traduisant une inflammation colique associée a 'ETBF ¥ Cohen et al. ont
analysé les échantillons fécaux de 152 patients hospitalisés et ayant une diarrhée nosocomiale avec
une recherche d’ETBF par une qPCR spécifique. La détection des séquences du gene ETBF était

significativement supérieure par rapport aux sujets controles (9,2% vs 2,3% ; p = 0,04). Les auteurs
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concluaient qu’ETBF pouvait jouer un role dans la diarrhée acquise a 1’hopital ***. Nous faisons donc

ici I’hypothése que ’ETBF est impliqué dans la physiopathologie de la diarrhée post-chimiothérapie.

1.3. Augmentation du phyla Proteobacteria au cours de la chimiothérapie

Notre étude montre que durant la chimiothérapie, les patients ont une augmentation du phylum
Proteobacteria. A 1’échelon du genre, on observe une augmentation d’Escherichia et de Klebsiella.

Ces résultats confirment des données obtenues par des études utilisant des modéles animaux %%+,

De plus, I’analyse de métagénomique fonctionnelle prédictive rapporte une augmentation du
métabolisme du benzoate au cours de la chimiothérapie. Des études ont montré qu’une augmentation

des dérivés du benzoate pouvait promouvoir la croissance des Enterobacteriaceae et leur virulence

124,125

1.3.1. Les bactériémie a bactérie & Gram-négatif

Cette augmentation d’Escherichia a des conséquences cliniques car chez les patients
cancéreux, Escherichia coli est I’'une des bactéries les plus fréqguemment isolées dans les hémocultures
% Elle est particuli¢rement fréquente chez les patients d’oncohématologie en raison de Iutilisation de
régime de chimiothérapie intensifs de conditionnement a [1’allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques qui sont responsables d’une aplasie post-chimiothérapie *4>'%.

Dans une revue, nous avons compilé les données les plus récentes de la littérature avec pour
objectif d’inventorier les derniéres tendances en termes d’épidémiologie des bactériémies des patients

cancéreux ¥, Les différentes études retrouvées dans la littérature sont rapportées dans le tableau XI11.
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Irfan et al, | Cattaneo et al., | Kjellander et | Chong et al, | Kang et al., | Gudiol et al,
2008 7 2012 8 al., 2012 ** 2011 % 2012 2012 %2
Période de I’étude 2001-2006 2004-2010 2002-2008 2006-2009 2006-2007, 2006-2010
2008-2008
Pays Pakistan Italie Suede Japon Corée du Sud Espagne
Antibioprophylaxie Non reportée Non reportée Non Non Non Non
Bactérie a Gram- | 41% 57,3% 46,9% 48,1% 55,6% 49%
négatif
P. aeruginosa 9.7% 15% 5,3% 14,7% 7,1% 23%
E. Coli 36,6% NS 17,8% 18,6% 25% 51%
Stenotrophomonas 2% NS 0.8% NS NS 1%
maltophilia
Acinetobacter spp. 14,8% NS 0,1% NS 2,6% 1%
Klebsiella spp. 11,6% NS 9,8% 9% 16,2% 22%
Enterobacter spp. 8,5% NS 5,4% 3,5% 4,7% 9%
Citrobacter spp. 1,7% NS 1,3% NS NS NS
Bactérie a Gram- | 54% 33,6% 53,1% 45,5% 32,7% 41%
positif
Staphylococcus spp. 55,2% NS NS 33% NS NS
Staphylococcus aureus 9,5% NS 6,9% 1,3% 9,8% 12%
Staphylococcus a| NS NS 14,7% 23,1% 8,3% 43%
coagulase négative
Enterococcus spp. 51% NS 9,5% 5,8% 9,2% 23%
Streptococcus spp. 5,5% NS NS 6,4% 3,4% NS
S. pneumoniae 3,5% NS 2,3% NS 2% 6%
S. viridans NS NS 14% 5,8% NS 23%

Tableau XIII. Distribution des micro-organismes isolés dans les bactériémies chez les patients

cancéreux. Etudes publiées depuis ’année 2008.
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Cette revue montre, qu’a ce jour, les bactéries a Gram-négatif sont les micro-organismes les

plus fréquemment isolés dans les hémocultures des patients recevant une chimiothérapie.

Plusieurs causes sont impliquées dans cette situation. La plus significative est la moindre

145,153-156 L’

utilisation de quinolone en antibioprophylaxie que ce qui a été fait par le passé utilisation

de quinolone est I’un des moyens pour réduire I’incidence des bactériémies a bactérie & Gram-négatif
7 L’incidence des bactéries & Gram-négatifs était ainsi significativement plus élevée dans les études
regroupant des patients n’ayant pas d’antibioprophylaxie par quinolone. D’ailleurs, 1’arrét de
I’antibioprophylaxie par quinolone dans plusieurs institutions était associé a la réémergence de
bactériémies a bactérie a Gram-négatif, en comparaison aux données épidémiologiques des années

1990 01531%8 - Ainsi, I'utilisation décroissante de 1’antibioprophylaxie par quinolone est I'un des

ressorts de I’augmentation des bactériémies a bactérie a Gram-négatif ces dernieres années.

En outre, cette utilisation de quinolone en antibioprophylaxie est associée a la détection
croissante de bactéries & Gram-négatif résistantes aux quinolones. Dans les études les plus récentes,
plus de la moitié des bactéries a Gram-négatif sont résistantes aux quinolones, la proportion étant de
plus de 2/3 pour E. coli 8130152199 T »ytilisation de quinolone en antibioprophylaxie semble jouer un
r6le crucial dans cette augmentation car, dans plusieurs études rapportant une utilisation minimale de
I’antibioprophylaxie, on y note un taux de résistance aux quinolones relativement plus faible. Ainsi,
’utilisation d’une antibioprophylaxie reposant sur les quinolones contribue a sélectionner des souches
résistantes dans le microbiote intestinal et est associée, non seulement a I’émergence d'E. coli résistant
a la quinolone, mais aussi aux entérobactéries produisant une bétalactamase a spectre élargi (BLSE) ou

aux staphylocoques résistants a la méticilline 148149.152160-165

D’autres facteurs expliquant la modification du spectre des micro-organismes isolés dans les
hémocultures chez les patients cancéreux sont aussi rapportés dans les études comme le type de
chimiothérapie utilisée (chimiothérapie myéloablative ou non-myéloablative), des changements dans
la prise en charge des patients (utilisation de cathéter intraveineux qui facilite la colonisation et
I’infection par la flore cutanée) ou les conditions environnementales (par exemple le type de climat)

%9 Ainsi, utilisation d’agents moins cytotoxiques, responsable de mucite moins sévére et de
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neutropénie moins profonde est associée a une diminution des bactériémies aux streptocoques

viridans, entérocoques et Gram-négatifs ****

. De plus, la réduction de I’utilisation de cathéters
intraveineux est associée a une diminution des bactériémies associées a la flore cutanée, le plus
souvent a Gram-positif, qui prédominaient ces dernieres années (staphylocoque a coagulase-négative)
145,152-154,166 H 5: . ISR Y S H A 4

. Enfin, I’incidence de bactériémie a Pseudomonas aeruginosa semble étre plus fréquente

dans les climats chauds %,

1.3.2. Relation entre le microbiote intestinal et la bactériemie a Gram-négatif

Dans le modele de mucite post-chimiothérapie développé par Sonis, il est décrit une phase
d’ulcération conduisant a une destruction de la barriére épithéliale, favorisant la translocation
bactérienne . C’est donc dans ce contexte que les bactériémies & bactérie & Gram-négatif peuvent
survenir chez les patients cancéreux . Une équipe a étudié le microbiote fécal de 94 patients
recevant une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Une partie des patients avait un
microbiote fécal dominé par I’Enterococcus résistant & la vancomycine (ERV), ¢’est-a-dire que plus de
30% des séquences analysées dans le microbiote fécal correspondait a ’ERV. Cette dominance par
I’ERV au niveau du microbiote fécal était associée chez 8 patients sur 9 a la survenue ultérieure d’une
bactériémie a ERV (risque relatif : 9,3 ; intervalle de confiance a 95% : 2,4-45,4 ; p = 0,001). De
méme, une dominance par Proteobacteria était retrouvée chez 2 des 10 patients ayant une bactériémie
a Gram-négatif (risque relatif : 5,46 ; intervalle de confiance a 95% : 1,0-19,9 ; p=0,47). Au total, 11
des 22 patients qui développaient une bactériémie avaient une dominance du microbiote intestinal par

le micro-organisme correspondant %,

De plus, dans une autre étude, cette méme équipe a montré que la présence de Barnesiella
dans les échantillons fécaux était associée & une protection contre 1’émergence d’une domination du
microbiote fécal par I’ERV. Ces résultats suggérent qu’un microbiote intestinal ayant une quantité
suffisance de Barnesiella peut conférer une protection contre la colonisation par I’ERV, et qu’il existe

bien un microbiote associé a la colonisation par PERV '®.
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Ainsi donc, des modifications du microbiote intestinal au cours de la chimiothérapie peuvent
faciliter 1’établissement de micro-organismes potentiellement pathogeénes. En  sachant
qu’approximativement 80% des infections chez les patients neutropéniques sont rapportées comme
étant causées par la flore endogéne, il semble important de maintenir a 1’équilibre le microbiote

intestinal et la barriére intestinale %6817,

1.4. Diminution des Bifidobacteria

Dans notre étude, nous rapportons une diminution des Bifidobacteria dans les échantillons de
selles collectés aprés la chimiothérapie par rapport aux échantillons de selles collectés avant la

chimiothérapie.

Une diminution de ’abondance de Bifidobacterium a déja été mise en évidence par van Vliet
et al., dans leur étude sur une population pédiatrique (de 10° au début du traitement & 10° par gramme

de contenu & la fin du traitement)

. De plus, une diminution de I’abondance relative de
Bifidobacterium a aussi été rapportée dans les maladies inflammatoires du tube digestif *"*. Une autre
étude, utilisant la qPCR a rapporté que les Bifidobacteria étaient significativement diminuées dans un
modele murin d’inflammation intestinale aigué ’" Cette diminution des Bifidobacteria a un impact sur
I’homéostasie car elles sont impliquées dans la stimulation du systeme immunitaire et dans certains

processus métaboliques **7#17,

Une autre étude a démontré que 1’inflammation intestinale aigué est corrigée chez les souris
qui ont consommé un lait fermenté contenant Bifidobacterium lactis . Par ailleurs, une étude
randomisée contre placebo, incluant 42 enfants traités par chimiothérapie a montré que la
supplémentation avec Yakult® (souche Bifidobacterium breve) a entrainé une diminution de
I’incidence de la fiévre, associée a une utilisation moindre de 1’antibiothérapie intraveineuse, et a
permis de prévenir des modifications du microbiote intestinal, en particulier elle a permis de limiter

1’augmentation des Enterobacteriaceae *”. Prévenir la diminution des bifidobacteria semble donc une
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des clés pour limiter les complications en rapport avec une inflammation intestinale aigué pouvant

faire suite a la chimiothérapie par exemple.

De surcroit, nous montrons dans notre étude qu’une diminution de Bifidobacterium sur
I’échantillon fécal collecté aprés la chimiothérapie est associée a la survenue ultérieure d’une diarrhée
post-chimiothérapie sévére. Dans une étude randomisée en double aveugle, étudiant I’incidence et la
sévérité de la diarrhée suite a une irradiation pelvienne et une chimiothérapie par Cisplatine,
Chitapanarux et al. ont montré que I’association de 2 probiotiques (Lactobacillus acidophilus et
Bifidobacterium bifidum) réduisait la survenue de la diarrhée grade 2 et 3 dans le groupe expérimental

comparativement au groupe placebo (45 contre 9%, P = 0,002) *.

Au total, ces données suggérent qu’il serait possible de limiter les complications de la mucite
post-chimiothérapie ou post-radiothérapie chez les patients cancéreux, par des modulations du
microbiote intestinal limitant 1’altération du microbiote intestinal, et en particulier en limitant la

déplétion en Bifidobacteria.

2. Limites de I’étude

Notre projet de recherche a plusieurs limites. Tout d’abord, nous n’avons utilis¢é que des
échantillons fécaux pour analyser les modifications du microbiote intestinal au cours de la
chimiothérapie. Bien que plusieurs études aient démontré que le microbiote fécal est, en partie,
différent du microbiote adhérent a la muqueuse colique, la collection d’échantillons biopsiques a été

impossible car elle faisait courir un risque aux patients immunodéprimés de notre étude >>*°.

Ensuite, la majorité des patients recevaient une antibioprophylaxie au cours de notre étude.
Cette antibioprophylaxie pouvait avoir un impact sur le microbiote intestinal. En outre, nous n’avions
pas d’échantillons fécaux provenant de patients sains pouvant représenter les sujets contrdles.
Cependant, la méta-analyse que nous avons faite montre que les échantillons fécaux des patients
collectés avant la chimiothérapie forment un méme cluster avec les patients contréles des 2 autres

études %1%,
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Enfin notre étude était limitée a I’étude d’un seul géne marqueur phylogénétique : I’ARNr
16S. Cependant a 1’aide de PICRUSt, nous avons pu prédire les fonctions portées par le microbiote

intestinal ce qui a permis d’obtenir des informations métagénomiques %

3. Perspectives

3.1. Médecine preédictive

Notre étude montre qu’il est possible de prédire la survenue ultérieure d’une diarrhée post-
chimiothérapie sévére par une analyse du microbiote fécal une semaine avant la survenue de la
diarrhée. Ces résultats permettent d’envisager la possibilité d’une modulation du microbiote intestinal
en vue de prévenir la survenue de cet effet indésirable potentiellement grave. Ces modulations

pourraient reposer sur 1’utilisation de probiotiques, de prébiotiques ou de la transplantation fécale.

3.2. Probiotiques et prébiotiques

Des stratégies thérapeutiques, basées sur la consommation de probiotiques ou de prébiotiques,
ont déja été testées dans plusieurs essais cliniques avec pour objectif de prévenir les complications

81 Les probiotiques sont des micro-

liées a la mucite, que nous avons rapporté dans une revue
organismes vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la
santé, au-dela des effets nutritionnels traditionnels *”’. Les prébiotiques sont des oligosaccharides ou

des polysaccharides a courte chaine qui échappent a la digestion. Ils sont des substrats potentiels pour

les bactéries *'®,

Certains probiotiques ont montré des résultats prometteurs, notamment dans le syndrome de
I’intestinal irritable *"**®. En ce qui concerne la mucite post-chimiothérapie ou post-radiothérapie, les

180 Les mécanismes potentiels

preuves fondées sur des essais clinique randomisés sont limitées
impliqués dans les effets bénéfiques des probiotiques sur la muqueuse intestinale incluent un effet sur

la régulation du systeme immunitaire, la suppression de la croissance des micro-organismes
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pathogénes par compétition et des modifications de la fonction de la barriére intestinale ****!. Des
études récentes, in vitro et in vivo, ont permis de mieux appréhender ces mécanismes. Dans ces
modeéles murins de colite aigué, les probiotiques prévenaient une augmentation de la perméabilité
intestinale, une diminution de I’expression des protéines des jonctions serrées et une augmentation de

182-184
1 .

I’apoptose des cellules de I’épithélium intestina L’effet protecteur sur la barriére intestinale

pourrait étre médié par 1’activation de p38 et ERK, qui participent a la régulation des jonctions serrées

via I’activation du récepteur de 1’Epidermal Growth Factor 1831818

. De plus, les probiotiques peuvent
réguler la réponse immunitaire en augmentant le nombre de lymphocytes T régulateurs (CD4+
FoxP3+) et en diminuant 1’expression des cytokines pro-inflammatoires (Tumor Necrosis Factor a,

Interferon y et Interleukine 10) *'.

Les probiotiques ont été évalués dans la prévention de la diarrhée post-chimiothérapie. Dans
des modeles précliniques, des résultats prometteurs ont été rapportés. Par exemple chez le rat traités
par une dose intrapéritonéale d’Irinotecan, VSL#3 prévenait de fagon significative la survenue d’une

188 Cependant les résultats obtenus dans les

diarrhée modérée a sévére et une perte de poids
différentes études précliniques dépendent du modeéle, des souches de probiotiques utilisées, du dosage
et du plan de traitement. Par exemple, les ingestions orales de Streptococcus thermophilus
entrainaient une atténuation des dommages intestinaux chez le rat recevant une cure de méthotrexate
189 Cependant, une autre étude avec le méme probiotique et avec la méme chimiothérapie mais avec
un dessin expérimental différent ne démontrait aucun effet bénéfique '*°. Dans un modéle de rat

recevant une chimiothérapie par 5-FU, Lactobacillus fermentum seul ou en association avec le

prébiotique fructo-oligosaccharide, réduisait Iinflammation jéjunale sans autre effet bénéfique ***.

En pratique clinique, plusieurs essais randomisés ont été publiés a ce jour et sont rapportés
dans le Tableau XIV. Ainsi, dans une large étude de phase Ill, incluant 150 patients traités par 5-FU,
une supplémentation par Lactobacillus rhamnosus a diminué I’incidence de la diarrhée grade 3 ou 4 et

la nécessité de réduire les doses de chimiothérapie comparativement au groupe placebo ',

Cependant, I’utilisation de ces produits doit étre prudente chez les patients cancéreux qui ont

une immunodépression secondaire a la pathologie ou au traitement. Une revue systématique a rapporté
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des complications septigques suite a la consommation de probiotiques en regroupant des cas cliniques
de bactériémie (n=5) ou de fongémie (n=27). Les facteurs de risque associés a la survenue de ces
complications étaient : prescription d’une antibiothérapie, présence d’une voie veineuse centrale,
mucite, immunodépression '**. Cependant, les essais cliniques rapportés dans notre revue n’ont pas fait

8 Il a méme été observé que la réduction de

¢tat d’effets indésirables graves d’origine septique
I’intensité de la mucite par la consommation de probiotiques diminuait le risque de complications

septiques chez les patients cancéreux.

Ainsi, il reste a évaluer, pour chaque souche de probiotiques, les risques septiques et la
balance bénéfice/risque dans des essais de bonne qualité chez les patients recevant une chimiothérapie

intensive dans le cadre d’une greffe de cellules souches hématopoiétiques pour une hémopathie.
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Etude Patients | Critére de | Population et | Probiotique testé Commentaires sur les
(N) jugement principal | traitement résultats
Salminen et al., | 24 Incidence de la | Femmes traitées par | Lactobacillus Moins de diarrhée mais plus de
1988 1% diarrhée radiothérapie acidophilus flatulence
pelvienne interne et
EBRT
Urbancsek et | 205 Utilisation de | Patients traités par | Antibiophilus Pas de différence statistique sur
al., 2001 ** traitements  anti- | EBFT  en  région le critére de jugement principal
diarrhéiques abdominale
Delia et al, | 490 Incidence et sévérité | EBRT pour cancer | VSL#3 Moins de diarrhée de tout stade
2007 % de la diarrhée post- | abdominal ou pelvien (58% vs 38%, p<0,001), moins
radiothérapie de diarrhée Grade3/4 (29% vs
6%, p<0,001)
Giralt et al, | 85 Incidence et sévérité | EBRT pour cancer | Lactobacillus  casei | Pas de différence statistique sur
2008 7 de la diarrhée post- | cervical ou  de | DN-114001 le critére de jugement principal
radiothérapie I’endométre
Chitapanarux et | 63 Incidence et sévérité | Radiothérapie Lactobacillus Réduction de la diarrhée grade
al., 2010 ' de la diarrhée pelvienne et Cisplatine | acidophilus et | 2/3 (45 vs 9%, p=0,002)
Bifidobacterium
bifidum
Wada et al, | 42 Survenue de | Enfants recevant une | Bifidobacterium breve | Réduction de la survenue
20101 complications chimiothérapie (Yakult) d’épisodes fébriles, du recours &
infectieuses ’antibiothérapie
Osterlund et al., | 150 Incidence de la | Cancer colorectal, 5- | Lactobacillus Moins de diarrhée grade 3/4 (37

2007 **

diarrhée sévere

FU

rhamnosus

% vs 22%, p=0,027)

Tableau XIV. Essais cliniques évaluant des probiotiques chez des patients cancéreux.

3.3. Transplantation fécale

3.3.1. Application dans la colite a Clostridium difficile

A ce jour, la transplantation fécale a été utilisée dans le cadre des récurrences de Clostridium

difficile. Plusieurs études qui ont employé la transplantation fécale dans la prise en charge de
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récurrences d’infections a Clostridium difficile ont obtenu des taux de succes de 86 a 100% %9-2%,

van
Nood et al. ont récemment publié le premier essai clinique comparant la transplantation fécale avec de
la vancomycine seule ou de la vancomycine associée a un lavage intestinal pour le traitement de la
récurrence de ’infection a Clostridium difficile. Ils ont montré que la transplantation fécale résout 81%

des cas comparé a un taux de succes de 31% pour la vancomycine seule et de 23% pour la

vancomycine associée au lavage intestinal 2,

De plus, I’analyse du microbiote fécal aprés la transplantation fécale, par une méthode basée
sur I’analyse du géne codant pour I’ARNr 16S, rapportait une augmentation de la diversité bactérienne
dans les échantillons fécaux, qui devenait similaire a celle observée chez les patients sains, associée a
une augmentation des Bacteroidetes et des Clostridium cluster IV et XIVa et une diminution des

Proteobacteria *%.

Par ailleurs, une étude par pyroséquencage de prélévements de selles a montré que les patients
ayant une récidive d’infection a Clostridium difficile avait une diminution de la richesse et de diversité
bactérienne, une diminution des familles Lachnospiraceae et Ruminococcaceae (bactéries productrices
de butyrate) ainsi qu’une augmentation des familles Streptococcaceae, Enterococcaceae,
Enterobacteriaceae comparativement a des sujets sains et aux échantillons post-transplantation fécale
des mémes patients. La perte de certaines familles (Lachnospiraceae et Ruminococcaceae), connues
pour leur réle dans I’homéostasie intestinale, est associée au risque de développer une infection a
Clostridium difficile, comme nous 1’avons rapporté pour la diarrhée post-chimiothérapie. De plus, la
restauration de ces mémes familles par la transplantation fécale est associée au retour a I’homéostasie,
c’est-a-dire au retour a 1’équilibre du microbiote intestinal chez les patients ayant une colite a
Clostridium difficile. Un microbiote altéré est restauré par la transplantation fécale : le microbiote fécal
des patients ayant une récurrence d’infection a Clostridium difficile est restauré par la transplantation

204

fécale pour devenir proche de celui des individus sains <. Il est donc possible de moduler un

microbiote associé a une situation pathologique pour réorienter 1’écosystéme vers un état d’équilibre.
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3.3.2. Applications a la bactériémie a ERV

Les bactériémies a ERV sous particulierement fréquentes chez les patients cancéreux et

% Une équipe a étudié le

représentent un probléme de santé publique dans de nombreux pays
microbiote fécal associé a la colonisation par ERV. Dans un premier temps, des souris ont été traitées
par ampicilline puis les souris recevaient un gavage par ERV pour devenir colonisée a ERV. Puis, les
souris ont recu, soit des transplants fécaux provenant de souris non traitées, soit des cultures aérobies
provenant de transplants fécaux, soit des cultures anaérobies provenant de transplants fécaux. Il a alors
été observé une disparition de I’ERV tant chez les souris ayant recu des transplants fécaux que chez les
souris ayant regu des cultures anaérobies. En revanche, rien de tel ne s’est produit chez celles qui ont
recu des cultures aérobies. Ensuite, il a été montré que les souris qui avaient éliminé ’ERV
possedaient une bactérie anaérobie nommée Barnesiella, contrairement a celles qui n’avaient pas pu
éliminer ’ERV '®. Ainsi, la restauration d’un microbiote intestinal par la transplantation fécale

pourrait limiter les conséquences clinique de la chimiothérapie, de la radiothérapie ou de

’antibiothérapie large spectre, elle aussi largement prescrite chez les patients cancéreux.

3.3.3. Applications en cancérologie clinique

Ces résultats trés prometteurs permettraient donc d’envisager 1’application de la
transplantation fécale chez les patients cancéreux pour prévenir la survenue de la diarrhée post-
chimiothérapie. Ainsi, un nouveau champ d’investigation s’ouvre avec d’une part, 1’utilisation du
séquencage haut-débit, qui permet de définir quels sont les patients a risque de développer une
complication au cours de la chimiothérapie, et d’autre part, 1’utilisation de la transplantation fécale,
pour corriger 1’altération dépistée du microbiote intestinal et empécher la survenue de complications

potentiellement graves.

A ce jour, I’équipe d’Eric Pamer (Sloan Keterin Institute, New York) a débuté un essai
clinique appliquant le séquencage haut-débit du microbiote fécal et la transplantation fécale chez les

patients recevant une allogreffe de cellules souche hématopoiétiques dans le cadre d’une hémopathie
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dont le protocole a été présenté au cours du Cell Symposia on Intestinal Health (Lisbon, 2013). Les

résultats sont attendus pour I’année 2015.
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CONCLUSION

Al total, notre étude a permis de montrer qu’il existe des modifications du microbiote fécal au
cours de la chimiothérapie et que des modifications spécifiques sont significativement associées a la
survenue ultérieure d’une diarrhée post-chimiothérapie. Ainsi, il est possible de prédire la survenue
d’une diarrhée, complication potentiellement grave de la chimiothérapie, par une analyse du

microbiote fécal une semaine avant la survenue de la diarrhée.

Ces résultats permettent d’envisager la possibilité d’une modulation du microbiote intestinal

en vue de prévenir la survenue de cet effet indésirable potentiellement grave.

Dans un contexte de développement exponentiel des plateformes de séquencage haut-débit, on
peut s’attendre a ce que des analyses du microbiote intestinal « en temps réel » voient le jour dans les
années a venir afin de guider la prise en charge des patients cancéreux dans le but de limiter les

complications graves pouvant survenir au cours du traitement.
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RESUME

La diarrhée post-chimiothérapie est un effet secondaire fréquent en cancérologie. Elle peut
mettre en jeu le pronostic vital. Cependant, la physiopathologie de la diarrhée post-chimiothérapie est
a ce jour mal connue et I’impact du microbiote intestinal dans la survenue de la diarrhée n’est pas
rapporté & ce jour. L’objectif de notre travail était de décrire les modifications du microbiote fécal
survenant au cours de la chimiothérapie et de rechercher des caractéristiques du microbiote fécal
prédisposant a la survenue d’une diarrhée. Nous avons inclus 36 patients ayant un lymphome non-
hodgkinien et recevant une méme chimiothérapie de conditionnement. La flore fécale a été analysée
par pyroséquencage. Les séquences ont été analysées avec QIIME. Douze (33%) patients ont
développé une diarrhée sévere, dans un délai médian de 13 jours. Nos résultats montrent qu’il y a une
diminution de I’alpha-diversité au cours de la chimiothérapie, et que cette diminution est encore plus
marquée chez les patients ayant une diarrhée sévere. L’analyse de la béta-diversité sépare en 3 groupes
distincts les échantillons collectés avant la chimiothérapie, les échantillons collectés aprés la
chimiothérapie des patients n’ayant pas de diarrhée sévere et les échantillons collectés apres la
chimiothérapie des patients ayant une diarrhée sévére (p<0,001). L’analyse discriminante linéaire
rapporte que le genre Bacteroides est significativement associé¢ a la survenue d’une diarrhée post-
chimiothérapie sévere alors que les genres Escherichia, Atobopium, Oribacterium, Anaerococcus,
Blautia, Mogibacterium, Bifidobacterium sont significativement associés a 1’absence de survenue
d’une diarrhée. Notre étude a permis de faire un inventaire complet des modifications du microbiote
fécal survenant au cours de la chimiothérapie et a montré qu’il est possible de prédire la survenue

d’une diarrhée sévere par I’analyse d’un prélevement de selles collecté en médiane 6 jours plus tot.
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