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INTRODUCTION

Méconnus du grand public il y a encore cing ans, les probiotiques ont connu un essor rapide
notamment grace a I’énorme investissement dans ce domaine des industriels de I’agro-
alimentaire. A I’heure actuelle, les probiotiques font partie (avec les omega 3) des ingrédients
« a lamode » dans le domaine des aliments et des compléments alimentaires. Les allégations
santé qu’ils affichent sont de plus en plus fortes. Ainsi, on a pu entendre qu’ils « participent a
renforcer les défenses naturelles de I’organisme. » En effet, les fabricants jouent désormais la
carte de la caution médicale pour faire valoir leurs produits aupres des consommateurs. Le
marché semble juteux puisque les principaux acteurs en pharmacie ont suivi le mouvement.
Ainsi, 600000 boites de Bion3® (probiotique commercialisé par Merck Medication

Familiale) ont été vendues en 2004.

Pourquoi cet intérét croissant pour ces microorganismes ?

L’idée phare est d’en apporter au niveau du tube digestif pour maintenir la flore intestinale
dans un état d’équilibre physiologique. Rappelons que la flore intestinale exerce des fonctions
essentielles, telles que la protection contre les agents pathogenes mais aussi la stimulation du
systeme immunitaire local et genéral. On comprend donc pourquoi I’équilibre de la flore
intestinale est un facteur de bonne santé. A I’heure actuelle, la plupart des souches
bactériennes utilisées appartiennent aux genres Lactobacillus ou Bifidobacterium, sans oublier
le recours & la levure Saccharomyces boulardii qui constitue le principe actif d’un

médicament hien connu, I’Ultra-Levure®.

L’objectif de cette thése a été d’analyser les nombreuses données bibliographiques concernant
I’efficacité des probiotiques face aux perturbations digestives induites par les antibiotiques, et
donc leur rdle dans la prévention et le traitement des diarrhées liées a I’antibiothérapie. En
effet, les troubles digestifs conduisent souvent a un arrét prématuré de I’antibiothérapie, avec
les conséquences que I’on connait en terme de résistance bactérienne aux antibiotiques. Si
I’on tient compte de la consommation actuelle d’antibiotiques en France, il apparait important
de s’intéresser aux possibilités de prévenir ces effets secondaires majeurs. Dans ce contexte,
le concept des probiotiques apparait prometteur puisqu’ils semblent en mesure de contrecarrer

les effets déléteres des antibiotiques sur la flore intestinale.



PARTIE | : LA FLORE BACTERIENNE DU TUBE DIGESTIF

I/ GENERALITES

Le tube digestif humain est le lieu de prédilection pour la croissance de nombreuses bactéries.
La flore bactérienne digestive est estimée & 10 bactéries vivantes, soit dix fois le nombre de
cellules eucaryotes de I’organisme (1). Ces bactéries appartiennent a de nombreuses espéces
dont prés de 500 ont été identifiées et rattachées a plus de 90 genres. Toutefois, ces
estimations sont probablement fausses, les techniques actuelles ne permettant pas d’isoler et
de cultiver toutes les especes pour les identifier. Si I’on prend en compte le fait qu’une
mutation sur 10° divisions bactériennes est une mutation viable, les 10** bactéries du tube
digestif vont théoriquement produire 10° bactéries mutantes viables & chaque cycle de
division. Les bactéries présentes dans le tube digestif se divisent toutes les vingt minutes. La
géneération d’un aussi grand nombre de bactéries mutantes viables a chaque cycle de division
permet a la flore digestive de s’adapter aux changements environnementaux susceptibles de

survenir.

Le tube digestif de I’homme, initialement stérile, est colonisé en quelques heures aprés la
naissance. La maturation de la flore est compléte a I’a4ge de 1 ou 2 ans et sa composition reste
stable pendant toute la vie de I’individu. La flore digestive réalise un écosysteme complexe,
susceptible d’interférer avec I’héte dans un sens bénéfique ou néfaste. Dans cet écosysteme,
les communautés bactériennes cohabitent en équilibre. La flore dominante, non pathogene et
majoritaire, exprime des activités métaboliques décelables. La flore sous-dominante,
minoritaire et réprimée, contient des espéces potentiellement pathogénes, notamment en cas
de rupture de I’intégrité de la barriere intestinale. La répartition de la flore le long du tube
digestif dépend de la capacité des bactéries a survivre dans chaque milieu (acidité gastrique,
bile, sécrétions pancréatiques...). Dans chaque compartiment du tube digestif, ces bactéries
s’organisent en niches a I’intérieur desquelles des états d’équilibre s’installent. Les variations
de la composition de la flore digestive tant au niveau quantitatif que qualitatif peuvent étre a
I’origine de troubles intestinaux, tels que des diarrhées ou des maladies inflammatoires
chroniques (maladie de Crohn, rectocolite hémorragique...). C’est pourquoi il est nécessaire
de s’intéresser aux fonctions exercées par la flore digestive, parfois considérée comme un

organe a part entiere.



I/ ETABLISSEMENT DE LA FLORE
A/ Définitions

* La colonisation de I’écosystéeme digestif par un genre, une espece ou une souche
bactérienne se caractérise par la présence d’une population microbienne de niveau constant au
cours du temps et n’exigeant pas de ré-inoculation périodique. Cela suppose que les bactéries
ayant colonisé une niche donnée s’y multiplient a un taux égal au taux d’élimination pour
cette niche. D’une facon géneérale, un microorganisme dit autochtone ou indigéne colonise
naturellement un habitat du tube digestif. Autochtone pour un habitat donné, le micro-
organisme peut étre allochtone pour d’autres habitats par lesquels il transite aprés élimination
de son habitat d’origine.

* L’implantation est un terme synonyme de colonisation et les auteurs utilisent
indifféremment I’un ou I"autre terme. Il est quelquefois utiliseé dans un sens plus spécifique
pour désigner la multiplication bactérienne qui précéde la colonisation.

* La prolifération bactérienne correspond a une forte multiplication dans la niche écologique
considérée. Si elle concerne des bactéries pathogénes (salmonelles, shigelles), elle conduit le
plus souvent a une pathologie. Pour les bactéries autochtones, la prolifération permet la
colonisation. Pour les bactéries en transit qui ne colonisent pas, deux situations sont possibles:
la survie ou la mort.

» La survie est exprimée en pourcentage du nombre de microorganismes ingérés, ou en
concentrations atteintes en différents sites intestinaux. Durant le transit, le microorganisme
qui survit peut étre inactif (cas des spores ne germant pas) ou développer une activité en
fonction de I’environnement digestif (cas des probiotiques). Enfin, méme en I’absence de
survie, la lyse bactérienne dans la lumiére intestinale peut libérer des composés

biologiquement actifs.

B/ Etablissement de la flore

1/ in utero

In utero, I’intestin du foetus est stérile. Il est protégé par le liquide amniotique, lui-méme

stérile.



2/ Aprés I’accouchement par voie basse

L’intestin est rapidement colonisé par une communauté bactérienne provenant des muqueuses
de la mere (flores vaginale, fécale, buccale) et de I’environnement (bactéries véhiculées par le
personnel soignant, I’entourage...). Les circonstances et le mode d’accouchement influencent
donc le développement de la flore intestinale du nouveau-né. Un accouchement de duree
prolongée favorise la présence de bactéries viables dans I’estomac et la cavité buccale du

nouveau-ne.

3/ Accouchement par césarienne

Une naissance par césarienne favorise I’exposition a des germes de I’environnement et de
I’entourage. Dans ce cas, la flore du nouveau-né est caractérisée par I’absence de bactéries
anaérobies. En effet, par définition, ces bactéries ne survivent pas au contact de I’air. Seuls les
microorganismes microaérophiles, anaérobies facultatifs, et les bactéries sporulées comme

celles appartenant au genre Clostridium colonisent les nouveaux-nés issus d’une césarienne.

4/ Les premiers jours de la vie

La colonisation des surfaces corporelles exposées, incluant la peau, I’appareil respiratoire, le
systéme génito-urinaire et le tube digestif commence dés la naissance. Au début, quand
I’espace et les éléments nutritifs ne sont pas limités, les bactéries avec un fort taux de
multiplication dominent. Comme le nombre de bactéries augmente, la quantité d’eléments
nutritifs diminue et les différentes régions du tube digestif se peuplent d’especes bactériennes
plus spécifiques. La complexité de la flore augmente. Les principales populations cultivables
de la flore fécale du nouveau-né entre 0 et 3 jours incluent des entérobactéries (dont
Escherichia coli), des streptocoques ainsi que des staphylocoques transitoirement dominants,
et quelquefois, mais pas systématiquement, des bifidobactéries et des lactobacilles (2,3). La
flore intestinale du nouveau-né, composée de seulement quelques genres bactériens pendant
les premiers jours, évolue rapidement jusqu’a la diversification alimentaire en fonction de
I’environnement, de [I’alimentation et d’une eventuelle antibiothérapie. Aprés la
diversification alimentaire, le profil de la flore dominante se diversifie puis se stabilise. Deux

périodes apparaissent donc critiques dans la colonisation de I’intestin : la période allant de la



naissance a la diversification alimentaire et la période se situant autour de la diversification

alimentaire (4).

5/ De la naissance a la diversification alimentaire

Le nourrisson peut étre allaité ou alimenté exclusivement avec des préparations lactées, une
troisieme possibilité étant une alimentation mixte dans laquelle une préparation lactée
remplace progressivement le lait maternel. La composition de la flore fécale des nourrissons a
été analysée dans les deux premiéres situations (Figure 1, page 11). Les conséquences de la
troisieme situation sur le profil bactérien de la flore sont inconnues. Plusieurs études utilisant
des techniques de culture conventionnelles ont montré que la flore des enfants allaités était
dominée par des bifidobactéries, alors que celle des enfants recevant des préparations lactées
contenait plus de Bacteroides, de bactéries du genre Clostridium et d’entérobactéries (2,5,6).
Toutefois, d’autres études n’ont pas confirmé cette différence (7).

Une analyse de Tannock (1994) a montré que les populations de clostridies étaient toujours
plus faibles chez les enfants allaités que chez ceux recevant une préparation lactée.
Cependant, la présence de ce groupe bactérien n’entraine pas de risque pathologique.
L’ analyse de la flore intestinale du nourrisson avec les méthodes moléculaires a confirmé les
données ci-dessus (8). Harmsen et al ont analysé la composition de la flore de douze
nourrissons, nés a terme, entre le premier et le vingtieme jour. Six enfants étaient allaités et
les six autres recevaient une préparation lactée. La composition initiale de la flore était
comparable dans les deux groupes avec 40% de bifidobactéries, jusqu’a 80% de Bacteroides
et 30% d’E. coli. Les autres genres occupent une position sous-dominante. En revanche,
I’évolution de la composition de la flore est différente en fonction des groupes. En effet, a
partir du quatrieme jour, on observe une majorité de bifidobactéries (60 a 91%) chez les
enfants allaités. Les bifidobactéries ne dominent pas chez les enfants recevant des
préparations lactées et ne sont méme pas détectables chez certains enfants de ce groupe. Chez
la majorité des enfants, les Bacteroides diminuent a partir du quatrieme jour, mais augmentent
a nouveau vers le vingtiéme jour, atteignant un niveau compris entre 35 et 61% de la flore
totale (8).

10
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Figure 1 : Comparaison des flores intestinales de nourrissons allaités et de nourrissons

recevant exclusivement des préparations lactées durant les sept premiers jours de vie (5)

D’autres études ont mis I’accent sur la diversité des especes de bifidobacteries dans la flore
intestinale des enfants allaités ou recevant des préparations lactées. Trois espéces sont
fréqguemment retrouvées dans la flore des nourrissons allaités: B. breve, B. infantum et B.
longum (9). Cependant, les résultats restent contradictoires puisqu’une étude récente n’a pas
observé de différence dans la distribution des espéces de bifidobactéries et de lactobacilles
entre les flores d’enfants allaités et celles d’enfants recevant une préparation lactée, a I’age de
1 mois et & I’&ge de 7 mois c’est-a-dire avant et apres la diversification alimentaire (10). Dans
cette étude, les représentants les plus fréeqguemment mesurés étaient B. infantis, pour les
bifidobactéries et les espéces appartenant au groupe Lactobacillus acidophilus (L.

acidophilus, L. johnsonii, L. gasseri) pour les lactobacilles. Les populations dominantes de

11



ces deux genres étaient composées de seulement une ou deux espéces chez la majorité des
enfants. Un autre résultat intéressant de cette etude était la similitude de composition des
populations bactériennes dominantes de la flore intestinale établie a un mois entre les

nourrissons allaités et ceux recevant exclusivement des préparations lactées.

6/ La diversification alimentaire vers 4 mois

La seconde période critique pour le développement de la flore intestinale est la diversification
alimentaire, pendant laquelle des aliments non lactés vont étre ajoutés progressivement au
régime de I’enfant. Ces aliments vont exposer la flore des enfants a différents glucides
complexes. Par ailleurs, I’intestin continue a se développer pendant la premiere année de vie.
Il est donc important de préciser si les changements de composition de la flore observés a
cette période sont causés par I’introduction d’aliments nouveaux ou s’ils lui sont simplement
associés dans le temps. En effet, ces changements pourraient étre la conséquence d’autres
phénomeénes (genétiques, immunitaires...). Les resultats préliminaires d’une étude
longitudinale suggerent que la flore bactérienne se diversifie avec une plus grande dominance
de Bacteroides et de Clostridium avant méme I’introduction d’aliments non lactés , tant chez
les enfants allaités que chez ceux recevant une préparation lactée (11). Une autre étude
indique que les communautés de bifidobactéries restent stables pendant la période de
diversification alimentaire et que la transition vers les espéces de bifidobactéries trouvées
chez I’adulte n’apparait pas directement en réponse a I’introduction d’aliments solides dans le
régime (10). Cette étude montre également que les changements du profil bactérien observés a
la période de la diversification alimentaire sont comparables chez les enfants allaités et chez

ceux recevant une préparation lactée.

111/ REPARTITION DE LA FLORE DANS LE TUBE DIGESTIF

A/ Répartition verticale

Les bactéries constitutives de la flore ne sont pas réparties au hasard le long du tube digestif.
On retrouve des niveaux de population caractéristiques dans des régions particulieres du tube
digestif. Cette répartition dépend de la capacité des bactéries a survivre et a proliférer dans les

différents milieux (1).
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1/ Les flores buccale et oropharyngée

La cavité orale contient une microflore d’environ 200 espéces bactériennes (1). La salive
contient des bactéries en transit (10% mL) issues des surfaces muqueuses tapissant la langue et
I’intérieur des joues. Les fentes gingivales et la plaque dentaire fournissent un environnement
anaérobie avec de treés faibles potentiels d’oxydoréduction, autorisant I’établissement d’une
flore anaérobie diverse. La plaque dentaire contient une population bactérienne trés dense
(10™ bactéries /g).

2/ La flore gastrique

Au niveau de I’estomac, la plupart des bactéries ingérées sont detruites par I’acidification due
a la sécrétion de suc gastrique (le pH descend a 2.5-3.5 et peut méme étre inférieur a 2). Il
n’est donc pas étonnant que leur nombre ne soit que de 10%g de contenu. Ce sont
principalement des bactéries Gram-positives, anaérobies facultatives, appartenant aux genres
Lactobacillus ou Streptococcus qui, contrairement a la majorité des microorganismes
retrouvés dans la nourriture, sont des microorganismes résistants a I’acidité (12). La plupart
des bactéries retrouvées au niveau gastrique sont considérées comme des microorganismes en
transit plutét que comme des commensaux (1). Helicobacter pylori, bactérie spiralée tres
mobile responsable de I’apparition d’ulcéres gastriques, est présente dans la flore gastrique
d’environ 50% de la population mondiale. D’autres especes appartenant au genre
Helicobacter peuvent également étre retrouvées. Il a été suggeré qu’H. pylori pouvait étre
considéré comme un microorganisme appartenant a la flore indigéne de I’estomac (1). La

colonisation de I’estomac par H. pylori est asymptomatique dans la plupart des cas.

3/ L’intestin gréle

Dans I’intestin gréle, les principaux facteurs limitant la population bactérienne sont :
- larapidité du transit

- le caractere agressif des sécrétions pancréatique et biliaire.

Les bactéries du jéjunum (10%g) sont principalement des Lactobacillus, des Bifidobacterium
et des Streptococcus, tous Gram-positifs. L’iléon est considéré comme une zone de transition
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entre la microflore relativement faible de la partie supérieure de I’intestin et la microflore
coligue qui est plus importante (1). Comparée avec la partie supérieure de I’intestin, la partie
distale de I’intestin, dont le péristaltisme est diminué et les potentiels d’oxydoréduction
inférieurs, maintient une microflore plus diversifiée et des populations bactériennes plus
importantes. Les bactéries de I’iléon (10° & 10°/g) comprennent non seulement les mémes
bactéries que le jéjunum, avec un plus fort pourcentage de Bifidobacterium, mais aussi des
Clostridium (Gram-positif, anaérobies strictes) et les bactéries Gram-négatives que sont les
Enterobacteriaceae (anaérobies facultatives), les Bacteroides et les Fusobacterium
(anaérobies strictes).

4/ L e gros intestin (c6lon)

Le cOlon est le principal site de colonisation microbienne du tube digestif humain,
probablement du fait que la motilité intestinale est lente a ce niveau (temps de transit pouvant
atteindre 60 heures) et que les potentiels d’oxydoréduction y sont minimes. Par conséquent, le
colon arbore une flore microbienne trés importante (10™° & 10%%/g) composée de bactéries
strictement anaérobies (pour plus de 99.9% de la flore colique), dont les plus importantes
sont :

- des Gram-négatives telles que les Bacteroides et les Fusobacterium

- des Gram-positives telles que les Bifidobacterium, Eubacterium, Ruminococcus,

Peptostreptococcus, Peptococcus, Clostridium.

On y trouve également, mais a des concentrations plus faibles, des bactéries anaérobies
facultatives, Gram-négatives (Enterobacteriaceae) ou Gram-positives (Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus). Le cdlon contient d’autres bactéries en quantité notable, par
exemple des germes méthanogénes, acétogénes, réducteurs de sulfates, des
Propionibacterium, des Staphylococcus, des Veillonella (Gram-négative et anaérobie stricte).

5/ La flore fécale

Dans les feces, dont la composition microbienne est prise pour modele de celle du célon, on
distingue la flore dominante et la flore sous-dominante (1) La flore dominante chez I’lhomme
adulte correspond a des populations bactériennes représentant plus de 1% de la microflore
totale. En termes de bactéries cultivables, une population dominante comprend de 10%° & 10*
Unités Formant Colonies (UFC) par gramme de selles.
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La flore dominante comprend (Figure 2):
- les Bacteroides, les plus abondants, avec 30% du total ; a ce genre appartiennent les
especes B. fragilis (la plus nombreuse), B. ovatus, B. thetaiotaomicron.
- Ensuite, les Eubacterium, les Bifidobacterium, (B. bifidum, B. infantis, B. breve, B.
longum), les Ruminococcus, les Peptostreptococcus, les Peptococcus.
A 10° et en dessous, on parle de flore sous-dominante. Il faut cependant distinguer 2 niveaux
de population. Les populations représentant entre 1 et 0,1% de la microflore totale sont sous-
dominantes mais de légéres fluctuations de I’alimentation ou de la physiologie de I’héte
peuvent les conduire a devenir dominantes. De plus elles représentent une masse bactérienne
non négligeable pouvant avoir un effet sur I’h6te. Le niveau de population a partir duguel une
bactérie (non pathogene) peut influencer la physiologie de I’hdte dépend de la bactérie et de
I’effet. C’est pourquoi les points de vue divergent sur I’estimation de ce niveau. Il semblerait
néanmoins qu’en dessous de 10 UFC/g les effets métaboliques soient minimes. Les bactéries
dont les niveaux de population sont inférieurs & 10° UFC/g sont réprimées par la microflore et
ne pourront jouer un réle que si leurs niveaux de population augmentent au moins de 1000 fois.
La flore sous-dominante est constituée d’Enterobacteriaceae (surtout E. coli, a un moindre
degré Proteus et Klebsiella), de Clostridium (C. perfringens, C. bifermentens), de
Lactobacillus (L. acidophilus, L. reuteri, L. fermentum, L. casei), de Streptococcus (S.

salivarius), de Fusobacterium (1).

Bouche 105 3 107 germes

polymorphes
B e——
Duodermm Estomarc: 102 4103
<104 4105 Sheptocoeeus
Ctreptococous
Jepurmm
Flore colique dorminante 105 3 106
10531011 Streptococous
Bacteroides
Bifidobacternim PR
Clnstridim non Iléon:103 3 107
toxinogines Steptocrj\-:cus
Fubactermm ff Bacternides
Fouminococcus Flore cobigue e framsit: 105 & 10
H- — Citrobacter
Flore colique sous-dormnante llcgﬁn: 1024 EHTE?D?D&C}&I’
(108 4108) Esche.nr:lua
Escheviohia non pathogénes -Klehsiella
Lartobacills Proteus
Streptococcous Pseudomonas
Staphylorooous

15



Figure 2: Répartition verticale des bactéries le long du tube digestif (13)

B/ Répartition horizontale

En addition a cette distribution verticale caractéristique des especes bactériennes indigénes de
la cavité orale au cdlon, il existe une distribution horizontale caractéristique des espéces
bactériennes indigénes entre la lumiére intestinale et I’épithélium de la muqueuse digestive
(14).Quatre habitats bactériens majeurs ont ainsi été suggérés (15) : la lumiére intestinale, la
muqueuse qui recouvre I’intégralité de I’épithélium digestif, les couches profondes de la
muqueuse dans les cryptes intestinales, la surface des cellules épithéliales. Certains
microorganismes vivent librement dans la lumiére digestive, certains colonisent les cryptes
intestinales de Lieberkuhn et d’autres interagissent avec la surface des cellules épithéliales.
Les anaérobies stricts, qui sont prédominants dans les bactéries indigéenes intestinales,

s’associent avec la paroi digestive pour former différentes couches dans I’épithélium.

I\V/ COMPOSITION DE LA FLORE A L’AGE ADULTE.

Le milieu intestinal du nouveau-né présente un potentiel d’oxydoréduction positif, d’ou la
premiére colonisation par des espéces anaérobies facultatives. Ces anaérobies facultatifs
abaissent ce potentiel d’oxydoréduction et permettent la croissance d’anaérobies stricts que
I’on retrouve ensuite dans la flore de I’adulte (Tableau I). Les principales espéces anaérobies
facultatives isolées sont Staphylococcus (dont 4% de S. aureus et 20% de S. epidermidis),

Streptococcus (dont 30% de S. faecalis, 10% de S. faecium et 10% de Streptocoques non

hémolytiques), des Enterobactéries (Escherichia coli (20%), Klebsiella aerogenes (5%),

Proteus mirabilis (2%), Enterobacter cloacae (1%), Serratia spp (1%)) et Pseudomonas
aeruginosa (0.5%) (16). Les anaérobies stricts rencontrés sont essentiellement des bactéries
appartenant au genre Bifidobacterium. Les plus fréquentes sont B. bifidum, B. infantis, B.
longum, B. adolescentis et B. breve. La présence de Clostridium perfringens a également été
démontrée. D’autres especes appartenant au genre Clostridium sont fréquemment isolées
comme C. paraputrificum, C. tertium, C. cochlearum, C. difficile, C. acetobutylicum, C.
butyricum. Toutes les espéces appartenant au genre Bacteroides isolées appartiennent au
groupe fragilis. Il s’agit plus particulierement de B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. fragilis
et B. distasonis (16). D’autres anaérobies préférentielles ont été mises en évidence : des
espéces d’Eubacterium (E. lentum, E. aerofaciens, E. limosum, E. rectale, E. contortum ), de
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Propionibacterium (P. acnes), de Lactobacillus ( L. acidophilus, L. salivarius, L. fermentum),
de Peptostreptococcus (P. intermedius, P. productus), de Peptococcus (P. asaccharolyticus),
de Veillonella ( V. parvula, V. alcalescens), de Fusobacterium (F. novum, F. varium,

F. prausnitzii, F. mortiferum) (16).

Tableau I : Flore normale d’un adulte sain (17)

Genres Culture FISH

Bactéries par gramme de feces

Anaeérobies non sporulées

Bacteroides spp 10%%-10™ Prevotella inclue 4.10°-2.10%

Bifidobacterium spp 10%°-10* <10"-4.10°

Atopobium grp ND 8.10%-1.10%

Eubacterium spp 10°-10% E.cylindroides grp 1.10"-2.10°
E.rectale-C.coccoides grp  3.10°-1.10%°

Propionibacterium spp 10°-10* ND

Veillonella spp 10°-108 <10"-1.10°

Ruminococcus grp ND 2.10%-1.10%

Phascolarctobacterium grp ND <107-7.10°

Anaérobies sporulées

Clostridium spp 10°-10° C.histolyticum grp <107-2.108
C.lituseburense grp <10"-4.10’

Aérobies sporulées

Bacillus spp 10*-10° ND

Microaérophiles

Lactobacillus spp 10’-10° Lactobacilli-enterococci grp  <107-3.10°

Streptococcus spp 10°-10° <10’-5.107

Enterococci 10°-10’ ND

Organismes facultatifs

Coliformes 10°-10°

Autres Entérobactéries 10°-10° Enterobacteriaceae <10"-5.10°

Grp : groupe, spp : sous-especes

ND : Non Déterminé ; FISH : Hybridation in situ Fluorescente

V/ ROLES DE LA FLORE BACTERIENNE

A/ La flore résidante et I’intégrité de la muqueuse

Des études comparatives (18) réalisées sur des animaux élevés dans des conditions stériles ont
illustré I’influence de la flore bactérienne normale sur la structure et les fonctions de la
muqueuse digestive. En I’absence de bactérie dans la lumiére intestinale, on a observe la

réduction de différents parametres (1,19) comme le renouvellement épithélial, la fonction et la
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motilité du muscle lisse, les fonctions endocrines locales et la vascularisation de la muqueuse.
De plus, il a été mis en évidence une diminution du développement anatomique et fonctionnel
du tissu lymphoide associé a la muqueuse digestive et des réponses immunitaires muqueuses.
Les effets de la flore sur la tolérance orale peuvent étre déduits de la diminution de la
tolérance orale a I’ingestion d’antigeénes chez des animaux stériles et I’amélioration de cette
méme tolérance orale aprés contact avec des lipopolysaccharides bactériens (20). La flore
intestinale échange donc des signaux réguliers avec les composants de I’épithélium intestinal.
(21, 22) Les bases moléculaires de ces échanges ne sont actuellement pas parfaitement
connues mais de nombreuses études sont en cours sur des peptides bactériens, des nucléotides
bactériens, le lipopolysaccharide (LPS) les peptidoglycanes et quelques autres constituants

bactériens.

B/ Réle de protection, effet barriére

L adaptation structurale de la muqueuse intestinale a I’absorption des nutriments, avec une
seule couche d’entérocytes entourant une surface muqueuse de taille équivalente a celle d’un
court de tennis, crée une vulnérabilité qui impose plusieurs lignes de défense, parmi lesquelles
on retrouve la flore bactérienne. Les microorganismes de la flore colique sont responsables de
« I’effet de barriere » colique (23,24). Aussi appelé « résistance a la colonisation », cet
effet représente le pouvoir des bactéries commensales d’empécher I’installation ou la
prolifération de bactéries exogénes ou de bactéries endogénes potentiellement nocives (Figure
3).

Schéma de la barriére intestinale

Bactérie Barrieres physiques
- non pathogéne Microflore
pathogeie 1
- L N
-, i N P MtiCLIS -
- - - ] P -
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7B R ) e Gl o
= Immunité mucosale
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Figure 3 : Schéma de la barriére intestinale (25)

1/ Espéces bactériennes constituant la flore de barriére.

La flore de barriéere se compose de différentes especes bactériennes, réparties en flore
dominante et en flore sous-dominante, la premiére contrélant étroitement la croissance de la
seconde (effet de barriere permissif). Par exemple, les bactéries anaérobies strictes limitent la
prolifération des bactéries anaérobies facultatives. Ces bactéries, par leur simple présence
mais aussi par leurs interactions avec la muqueuse intestinale, permettent d’éliminer les
bactéries potentiellement dangereuses pour I’équilibre de I’ensemble (effet de barriére
drastique). Cette barriere s’exerce contre la flore en transit, constituée d’espéces étrangeres a
la flore colique, mais aussi contre des souches différentes d’espéces présentes dans cette flore.
Il semble que seules certaines espéces bactériennes, qui font toujours partie de la flore
dominante, soient impliquées dans la fonction de barriere. Chez I’homme, il s’agirait

notamment de souches de Bacteroides, de Peptostreptococcus et de Clostridium.

2/ Action par effets directs

La protection de la muqueuse par la flore met en jeu différents mécanismes, notamment des
interactions compétitives entre les bactéries (compétition au niveau des substrats nutritifs ou
pour des sites de liaison sur les parois de cellules de I’épithélium colique) et la production par
ces bactéries de substances antimicrobiennes, les bactériocines. La capacité a synthétiser des
bactériocines est largement distribuée a la plupart des communautés bactériennes colonisant le
systeme digestif. L’héte peut contrbler la production de ces substances puisque la plupart
d’entre elles sont des composés protéiques dégradables par les protéases digestives. Le role
des bactériocines est principalement réduit a des niches localisées du tube digestif.

3/ Action par effets indirects

La flore a également des effets indirects sur la défense de I’h6te, en amorcant la réponse
immunitaire de la muqueuse et en maintenant cette reponse a un stade de réactivité modéree,
toujours en alerte face a une éventuelle menace d’agression bactérienne. Ceci se refléte au

niveau morphologique avec la présence d’un infiltrat diffus de cellules immunes effectrices a

19



I’intérieur de la muqueuse normale, qui compte pour la plus importante masse lymphoide du
corps humain et représente un état d’inflammation contrdlée physiologique.

4/ Immunité intestinale

Le tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale représente le plus large tissu lymphoide
du corps humain (26). Il représente un élément majeur de la capacité immunologique totale de
I’héte. Différents événements de régulation de la réponse immunitaire se mettent en place
dans les compartiments physiologiques du tube digestif : agrégation dans les follicules et les
plaques de Peyer (Figure 4), distribution dans le mucus, I’épithélium intestinal et les sites de

sécrétion (27).
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Figure 4 : Schéma d’une plaque de Peyer (28)

L’intestin est confronté a la présence d’antigénes alimentaires ou microbiens ainsi qu’a de
nombreux changements de composition de la masse antigénique. La plupart de ces antigéenes
sont exclus par la barriere muqueuse intestinale (29). Une exclusion immune s’ajoute a cette
premiere ligne de défense: des mécanismes spécialisés de transport des antigenes dans les
villosités épithéliales (Figure 5 page 21). Les antigénes sont transportés a travers les couches
épithéliales par transcytose. A ce niveau, les antigenes sont le plus souvent degradés par les
enzymes lysosomales. La seconde ligne de defense, I’élimination immune, est dirigée contre
le renouvellement des antigénes ayant pénétré la muqueuse. En général, le transport des
antigenes a travers cet épithélium est caractérisé par une capture rapide et un processus de
dégradation. Les antigénes sont presentés aux cellules T sous-jacentes. Celles-ci se
différencient en cellules effectrices, médiateurs actifs de la suppression immune (30). Apres

absorption, les antigenes sont transformes en une forme tolérée par le systéme immunitaire.
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La diminution de la réponse immunitaire aux antigenes alimentaires est donc I’empreinte du

systéme immunitaire intestinal.
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Figure 5 : Schéma : les défenses intestinales (31)

5/ Tolérance orale

Le type d’antigéne, la voie d’entrée et la dose sont cruciaux dans I’induction de la réponse par
les cellules T. L’établissement de la tolérance aux antigénes administrés par voie orale est
dépendant de I’age de I’héte et de la période d’administration. Au moment de I’exposition aux
antigenes, les cellules répondent par la libération de cytokines, induisant la réponse
immunitaire. Chez un individu sain il existe un équilibre entre le maintien d’une immunité
muqueuse de protection, incluant une réponse immunitaire efficace contre les antigénes
potentiellement pathogenes et une diminution de la réponse immunitaire systémique vis-a-vis
d’antigénes spécifiques comme ceux de I’alimentation. La tolérance orale est la diminution de

la réponse immunitaire contre les antigenes rencontrés sur la voie entérique (30, 32).

C/ Fonctions métaboligues de la flore intestinale.

La plus grande partie des aliments ingérés est digérée dans I’estomac et le petit intestin, du
fait des nombreuses enzymes digestives présentes a ces niveaux. Cependant, certains
composés échappent a la digestion et sont métabolisés au niveau colique (17). L’efficacité de

la digestion dans le petit intestin est influencée par plusieurs facteurs tels que le pH du
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contenu luminal ou la présence de substrats competitifs ou d’inhibiteurs enzymatiques. La
motilité également, qui affecte le temps d’interaction entre substrats, enzymes et transporteurs

est variable et influencée par différents facteurs tels que le stress et I’activité physique.

1/ Fermentation colique.

Une des principales fonctions métaboliques de la flore colique est la fermentation des résidus
nutritifs non digérés. La diversité de la communauté bactérienne fait que la fermentation
colique fait intervenir diverses enzymes et procédés biochimiques qui se distinguent des
ressources constitutives de I’héte. Les produits de cette activité métabolique complexe sont
reconvertis en énergie métabolique et substrats disponibles pour I’hote, le supplément étant
utilisé pour la croissance et la prolifération bactérienne (17).

2/ Quantité d’aliments fermentés au niveau coligue.

La quantité de substrats disponibles au niveau colique chez I’adulte est d’environ 20 a 60g de
glucides et de 5 & 20g de protéines par jour. Normalement, les lipides sont digérés a 90-95%
avant d’arriver au niveau colique, ce qui signifie que sur une quantité ingerée de 70g par jour,
3.5g entrent dans le c6lon. Dans le caecum et le c6lon droit, la fermentation par les bactéries
est intense avec une forte production d’acides gras a chaine courte, un pH acide (5-6), et une
croissance bactérienne rapide. Au contraire, dans le cdlon gauche ou cblon distal, le pH est
quasiment neutre, les processus de putréfaction deviennent quantitativement moins importants

et la croissance bactérienne beaucoup plus lente.

3/ Produits finaux de la fermentation colique.

Les microorganismes coliques jouent un r6le dans la synthése de certaines vitamines,
I’absorption du calcium et du magnésium. L’absorption des ions dans le caecum est
augmentée par la fermentation des glucides et la production d’acides gras a chaine courte, en
particulier I’acétate, le propionate et le butyrate. Tous ces acides gras ont un role
physiologique (33). Le butyrate est la premiére source d’énergie pour les cellules coliques. On
retrouve I’acétate et le propionate au niveau du sang portal, le propionate est métabolisé au
niveau hépatique tandis que I’acétate est utilise par les tissus périphériques, en particulier les

muscles. L’acétate et le propionate modulent le métabolisme du glucose : I’absorption de ces
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acides gras a chaine courte entraine une diminution des réponses glycémiques apres

I’administration de glucose par voie orale avec une amélioration de la sensibilité a I’insuline.

4/ Les effets du métabolisme colique sur la santé et les désordres

intestinaux.

Le tableau Il donne un apercu des processus metaboliques resultant des interactions entre la

population bactérienne et les substrats présents au niveau colique. Ces processus peuvent

avoir un effet bénéfique ou néfaste sur la santé de I’hote.

Tableau Il : Les effets du métabolisme colique sur la santé (17).

Processus métaboliques

Effets néfastes

Effets bénéfiques

Production de métabolites
toxiques

Induction d’une diarrhée

Production de substances
osmotiquement actives

Induction d’une diarrhée

Formation de sulfites

Induction d’une colite

Formation d’agents toxiques

Induction d’un cancer colique

Formation d’acides biliaires
secondaires

Induction d’un cancer colique

Formation d’acides gras
hydroxylés et de
diacylglycerol

Induction d’un cancer colique

Formation de nitrites

Induction d’un cancer colique

Formation d’acides gras a
chaine courte

Prévention du cancer colique
Prolifération de colonocytes
Contribution au métabolisme
énergétique

Production de vitamines
(B, K)

Amélioration de I’état
vitaminique

Incorporation de I’azote et
excrétion fécale

Traitement de
I’encéphalopathie hépatique

Incorporation des phosphates
et excrétion fecale

Traitement des troubles
rénaux

Production de substances
osmotiqguement actives

Traitement de la constipation

Dégradation des oxalates

Prévention du développement
des calculs rénaux

Conversion des acides
biliaires en stérols neutres

Réduction des facteurs de
risques cardiovasculaires

Conversion et résorption des
phyto-oestrogénes

Réle dans le cancer du sein et
la fertilité
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D/ Fonctions trophiques : croissance et différenciation des cellules

épithéliales

Le principal role des Acides Gras a Chaine Courte issus du métabolisme des glucides et des

protéines par les bacteries constituant la flore colique est leur effet trophique sur I’épithélium

intestinal. Le taux de production de cellules des cryptes est diminué dans le c6lon de rats

nourris dans des conditions stériles et les villosités contiennent moins de cellules que celles de

rats colonisés par une flore conventionnelle, suggérant que les bactéries intestinales affectent

la prolifération cellulaire dans le colon. On a démontré in vivo que les Acides Gras a Chaine

Courte majeurs stimulent la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales dans le

petit et dans le gros intestin. Cependant, in vitro, dans des études sur les lignées cellulaires

épithéliales d’origine néoplasique, le butyrate inhibe la prolifération cellulaire et stimule la

différenciation cellulaire (Tableau IlI).

Tableau Il : Principales fonctions physiologiques des bactéries indigenes de I’intestin

humain (34).

Modifications du contenu de I’intestin

- pH, accroissement du potentiel redox

- production de métabolites (vitamines,
enzymes digestives...)

- réduction des métabolites (urée, cholestérol,
triglycérides...)

Modifications anatomiques du tube digestif

- réduction du volume caecal

- accroissement du taux de renouvellement
des entérocytes

- réduction de la morphométrie des villosités

Modification du fonctionnement digestif

- accélération du transit gastrique et intestinal
- accroissement de I’absorption des
composants abiotiques

Amélioration de la résistance aux infections
gastrointestinales

- effet de barriere
- modulation de la sécrétion des toxines dans
I’intestin

Stimulation des fonctions immunitaires
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VI/ METHODES DE CARACTERISATION (35)
A/ Méthodes utilisées

Les connaissances actuelles des microflores digestives sont basées sur des methodes en
pleine mutation, qui combinent la microscopie, la culture sur milieux spécifiques et les
analyses moléculaires directes. La culture sur milieux spécifiques a plusieurs limites. De
nombreuses especes bactériennes de la flore intestinale ou fécale ne sont pas cultivables dans
les conditions habituelles. Des méthodes alternatives, indépendantes de la culture, ont donc
été mises au point pour améliorer la détection et I’identification des micro-organismes. Elles
sont basées sur la détection moléculaire du géne codant pour I’ARNr 16S. L’amplification
par la réaction en chaine de la polymérase (PCR) du géne de I’ARNr 16S directement a partir
des colonies, suivie d’une analyse de la séquence, permet une caractérisation phylogénétique
précise de la souche correspondante. L’application d’une telle méthode, mais directement a
un ADN fécal total, a permis, apres clonage, d’inventorier la diversité d’especes dominantes
d’un échantillon intestinal sans passer par aucune étape de culture. De plus, la variabilité des
séquences d’ADNr ainsi obtenues a été mise a profit pour développer des sondes spécifiques
pour détecter différents groupes de bactéries (grands assemblages, genres, especes)
directement dans les échantillons fécaux par PCR quantitative ou par hybridation quantitative
soit sur des acides nucléiques, soit sur des cellules bactériennes fixées par hybridation in situ
fluorescente (FISH). Ces méthodes ne nécessitant pas de culture, ont été validées pour de
nombreux groupes bactériens, genres et espéces. Néanmoins, les méthodes moléculaires ont

leurs limites :

* Elles sont peu sensibles : si elles permettent d’avoir une vision plus exacte des bactéries
présentes, elles ne s’appliquent qu’aux populations les plus représentées dans les échantillons
étudiés. Par exemple dans les selles ou les bactéries atteignent des niveaux de populations de
10" bactéries par gramme, les techniques d’hybridation renseignent sur la composition des
populations présentes & 10° bactéries par gramme ou plus et les techniques basées sur des
PCR spécifiques peuvent renseigner sur des espéces présentes a 10° bactéries par gramme ou
plus.

* Elles sont sujettes a des biais : les étapes d’extraction d’acides nucléiques, d’amplification
de génes par PCR ou de fixation des cellules pour I’hybridation sont autant d’étapes qui

peuvent biaiser les populations.
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» Les mesures sont le plus souvent exprimées en valeur relative (pourcentage d’ARN ou
pourcentage de bactéries totales) alors que les techniques classiques donnent une mesure
absolue du nombre de micro-organismes ou d’unités formant colonies par gramme.

* Elles n’informent pas sur le rOle des micro-organismes in situ. L’utilisation de I’ARNr
comme cible moléculaire informe sur I’identité phylogénétique des micro-organismes mais
pas sur leur physiologie probable dans le contexte digestif. Il en découle que les méthodes
moléculaires ne remplacent pas I’approche classique basée sur la culture pour I’identification
des micro-organismes et la description formelle d’especes nouvelles. Cela souligne I’intérét
de coupler les approches moléculaire et classique. Enfin la quantification des populations
microbiennes totales passe idéalement par un dénombrement en microscopie des bactéries
que I’on peut marquer par hybridation fluorescente a I’aide d’une sonde universelle ciblant
I’ARNT.

Les principaux groupes a analyser sont les groupes typiquement dominants dans la
microflore fécale de I’homme sain adulte (Bacteroides et genres apparentés, Clostridium
leptum et espéces apparentées, Clostridium coccoides et especes apparentées) ainsi que des
groupes que I’on retrouvera fréquemment et en proportions potentiellement plus élevées chez
le nouveau-né mais moins prévalents chez I’adulte (bifidobactéries, Atopobium et apparentés,
entérobactéries, lactobacilles, streptocoques et entérocoques). Les sondes d’hybridation sont
disponibles pour tous ces groupes tandis que les milieux sélectifs ne sont pas toujours

disponibles ou satisfaisants.

B/ Modeles d’études expérimentaux

Les rongeurs élevés en conditions stériles et sans flore intestinale possédent des
caractéristiques différentes de celles des rongeurs conventionnels (1). Au niveau
morphologique, on note une diminution de la taille du caecum, du poids de la paroi
intestinale, de la surface de la muqueuse intestinale, des villosités intestinales, de la lamina
propria, de la taille du foie et du cceur ainsi qu’une diminution du volume sanguin. En ce qui
concerne les caracteristiques physiologiques et biochimiques, on observe une diminution de
la motilité intestinale ( augmentation du temps de transit), une diminution du temps de
renouvellement des cellules épithéliales composant les villosités, une altération des enzymes

du mucus (augmentation de la trypsine, diminution de la B-glucuronidase), une diminution du
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pH du contenu intestinal, une augmentation des taux d’oxygene (potentiels oxydoréducteurs
plus forts), une diminution du métabolisme basal, une diminution du rendement cardiaque,
une diminution de la perfusion sanguine de certains organes (intestin, foie), une diminution
de la synthése de vitamines K et B, pas de transformation des acides biliaires au niveau
intestinal, un manque d’acide gras a chaine courte et de coprostanol. D’un point de vue
immunologique, on note une diminution de la taille de la rate, de la taille des plaques de
Peyer, des taux de gamma-globulines sériques, une diminution du nombre de lymphocytes
producteurs d’IgA dans la lamina propria, une diminution du nombre de cellules T intra-
épithéliales, une diminution de la réponse inflammatoire et un retard de la réponse

immunitaire apres présentation antigénique (1).

Il est difficile d’imaginer des modeles expérimentaux significatifs pour représenter les
interactions complexes existant entre les bactéries composant la flore commensale et I’hote.
Les animaux élevés en conditions stériles représentent un «tube digestif test vivant »,
pouvant étre colonisé par une ou plusieurs especes bactériennes, permettant ainsi I’étude des
interactions entre I’h6te et cette flore simplifiée. Les animaux élevés en conditions stériles
sont des animaux mis au monde par césarienne dans des isolateurs en film plastique stériles,
et maintenus a I’écart de tout microorganisme, bactéries, champignons, protozoaires, virus ou
toute autre forme de vie. L’inoculation de microorganismes a ces animaux est appelée
colonisation ou association, alors que la contamination est I’introduction accidentelle de
microorganismes non désirés. Les animaux peuvent étre « monoassociés », avec une seule
bactérie, ou « polyassociés », avec plusieurs microorganismes. L’association ou colonisation
implique que les microorganismes vont pouvoir survivre dans le tube digestif de I’animal
sans nécessité de ré-inoculation ultérieure. Les animaux initialement stériles colonisés par
des espéces prédeterminées de microorganismes connus sont appelés « gnobiotiques », ce qui

signifie « la vie connue ».

Un animal initialement stérile colonisé avec plusieurs microorganismes, ou méme avec la
flore intestinale complete, ne peut plus étre considéré comme un animal conventionnel. En
effet, le manque d’influence de la flore intestinale indigéne (immunologique, biochimique,
physiologique...) pendant la période precédant I’introduction de la flore a I’animal ne pourra
pas étre « rattrapé ». Un animal gnobiotique colonisé avec seulement quelques especes de
bactéries indigenes est donc un modele artificiel. Cependant, les comparaisons effectuées

entre les animaux non colonisés et les animaux conventionnels ont révélé d’importants effets
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de la flore sur I’héte. Ces modeles gnobiotiques ont donc déterminé certaines bases

écologiques du milieu intestinal.

Dans le but d’obtenir un modéle plus facile a manipuler que les animaux conventionnels ou
gnobiotiques, les études sur les relations entre la flore et I’hdte ont également fait intervenir
des « cultures anaérobies continues in vitro » inoculées avec la totalité de la flore cécale de la
souris. Effet étonnant, ces cultures reproduisent les nombreuses relations répertoriées in vivo
dans la flore gastro-intestinale de I’homme. Par exemple, différents types de bactéries
indigenes atteignent des zones du caecum ou du cblon présentant les mémes propriétés que
leur milieu de culture (1). Ces études démontrent que les niveaux de population des bactéries
indigénes sont principalement contr6lés par les compétitions métaboliques existant entre

elles.

VII/VARIATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES

A/l Généralités, stabilité apparente de la flore

La flore permanente varie peu chez un individu adulte en bonne santé, notamment en raison
des phénoménes de compétition et d’antagonisme qui s’opposent a I’établissement de
nouveaux venus (pathogénes ou non). Sa composition est toutefois modifiée par les infections
et par la prise d’antibiotiques. D’autres causes peuvent la déstabiliser, notamment une
modification du régime alimentaire ou le vieillissement (diminution de la concentration des
Bifidobacterium chez les personnes agées). Ces perturbations entrainent d’ordinaire un
accroissement de la population des anaérobies strictes et des E. coli dans I’intestin gréle, des

Enterobacteriaceae et des Streptococcus dans le colon.

B/ Modifications de la composition de la flore avec I’age

Il a été rapporté des variations dans la répartition de la flore bactérienne avec I’age. Chez les
enfants, on retrouve le plus fréquemment les souches appartenant aux genres Enterobacter et
Klebsiella, de méme que B. longum, alors que des espéces appartenant aux genres Proteus ou
Providencia aussi bien que B. adolescentis se retrouvent le plus souvent chez les personnes
agées. On possede actuellement peu de connaissances sur I’influence de I’age sur la

composition de la population bactérienne du tube digestif. 1l a été rapporté une diminution des
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Bifidobacteria et Bacteroides, ainsi qu’une augmentation des Clostridia, Lactobacilli,
Streptococci et Enterobacteriaceae (36,37). De plus, certaines méthodes d’analyse
moléculaire ont mis en évidence une augmentation de la diversité de la flore bactérienne avec
I’age. A I’heure actuelle, on a étudié 50% de la flore bactérienne des sujets agés contre 80%
de celle des adultes sains. Les résultats obtenus avec les différentes méthodes moléculaires
actuellement disponibles ont révelé que le nombre d’espéces composant la flore dominante
fécale augmente avec I’age, de 15 especes pour les enfants a plus de 150 pour les seniors. Plus
que la diversification de la flore avec I’age, il faut souligner la présence dans la flore des
personnes agées de souches bactériennes non encore identifiées, du fait de I’impossibilité de
les cultiver par les méthodes actuelles. Les causes des variations de la flore avec I’age ne sont
pour I’instant pas claires. Des changements physiologiques et immunologiques sont observés
chez la personne agée. Il a été suggéré que certaines souches bactériennes profitaient de
nouvelles niches écologiques pour proliférer, induisant ainsi une modification de la
composition de la flore. Une diminution de I’adhésion a la muqueuse peut également étre une

hypothése de la diminution de la colonisation par Bifidobacteria chez certains sujets agés.

C/ Roles joués par la flore dans les maladies inflammatoires chroniques de

I”intestin

La flore intestinale est indispensable mais peut également étre un responsable potentiel de
troubles, dépendants d’une susceptibilité génétique et d’autres facteurs liés a I’h6te. Que la
composition de la flore digestive soit sous influence génétique explique la complexité des
interactions entre la flore et I’h6te (38). En outre, distinguer une souche pathogene d’une
souche commensale non pathogene devient difficile quand il s’agit d’expliquer la
susceptibilité de [I’hdte aux troubles gastro-intestinaux et aux circonstances
environnementales. H. pylori, associé a I’acidité gastrique et a d’autres facteurs liés a I’hote
est un exemple du rdle des bactéries commensales dans la pathogénie des états inflammatoires
des muqueuses et des néoplasies. Les relations complexes entre la flore bactérienne
intestinale, la susceptibilité génétique et la réponse de I’hdte étayent les concepts actuels sur la
pathogénie de la maladie de Crohn et de la colite ulcéreuse (39,40). Bien que les progrés sur
les maladies inflammatoires intestinales aient été retardés par le manque de connaissances sur
la composition et les fonctions de la flore intestinale, il y a eu de réelles avancées ces dix

derniéres années. Les mécanismes et les médiateurs intervenant dans les Iésions tissulaires
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associées a ces maladies sont actuellement partiellement élucidés. M. paratuberculosis,
préalablement mis en cause dans la pathogénie de la maladie de Crohn a été ensuite écarte.
Bien que des changements de type qualitatif aient été décrits chez des patients souffrant de
maladies inflammatoires intestinales, les différents résultats obtenus sont inconsistants ou
contradictoires. Plusieurs souches d’E. coli ont été retrouvées dans la muqueuse iléale de
patients souffrant de maladie de Crohn par un groupe d’investigateurs (41) mais pas par un
autre (42). Récemment, une nouvelle séquence bactérienne a associée aux lésions observées
chez les patients souffrant de maladie de Crohn (43). Ceci requiert une confirmation. D’aprés
la plupart des résultats expérimentaux, il parait plus probable que les Iésions tissulaires
résultent d’une réaction immunitaire anormale par rapport a la flore normale chez un individu
ayant une susceptibilité génétique plutdt que d’une réaction immunitaire dirigée contre un
pathogene spécifique. Cependant, cette derniere hypothese ne peut pas étre écartée (39).
Plusieurs arguments permettent d’impliquer la flore intestinale dans les maladies
inflammatoires intestinales :

- Les lésions apparaissent dans les régions de [I’intestin ou les concentrations

bactériennes sont les plus importantes.
- La déviation du trajet d’émission des feces chez les patients atteints de maladie de
Crohn a un effet bénéfique sur les troubles distaux.
- Ces troubles réapparaissent apres restauration de la continuité de I’émission (44,45).
- Larelation entre la récurrence des troubles et le contact direct avec le contenu luminal

a été montré directement (46,47).

Par ailleurs, les études sur les réponses lymphocytaires vis-a-vis des bactéries autologues ou
hétérologues ont indiqué une diminution de la tolérance immunologique a la flore entérique
chez des patients souffrant de maladies inflammatoires intestinales et sur des modeles
expérimentaux d’entérocolites (48,49). De plus, les modéles animaux ont montré que les
genes, les bactéries et les cellules T sont des parametres essentiels a la pathogénie des
maladies inflammatoires intestinales. Sans tenir compte d’une éventuelle déficience génétique
sous-jacente, la colonisation par les bactéries intestinales est essentielle pour I’expression de
I’inflammation intestinale, médiée par les cellules T (50,51). Les especes présentes dans la
flore de I’hGte possedent une capacité variable d’induction de maladie inflammatoire
intestinale. Certaines d’entre elles, comme celles appartenant aux genres Lactobacillus et

Bifidobacterium, n’ont apparemment pas de capacité pro-inflammatoire.
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D/ Impact de I’hospitalisation sur la flore intestinale

L’hospitalisation est incriminée dans le changement de la flore microbienne normale (16).
L’hospitalisation, méme sans traitement antibiotique préalable, produit des changements dans
la microflore bactérienne intestinale normale (51). Chez des nouveaux-nés hospitalises, la
colonisation par Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, aussi bien que par E. coli apparait plus
fréqguemment que chez des nouveaux-nés non hospitalisés. Un délai dans la colonisation par
Bifidobacterium, la prédominance de Bacteroides, et une augmentation de I’incidence des

espéces de Clostridium, notamment de C. perfringens ont été observés.

E/ La prise d’antibiotiques

La rupture de I’équilibre écologique du tube digestif apparait souvent quand les patients
recoivent des antibiotiques par voie orale, du fait que le traitement antibiotique élimine
habituellement seulement une portion de la totalité des bactéries indigénes du tube digestif.
Les bactéries survivantes peuvent alors proliférer et coloniser I’intestin provoquant le plus
souvent des diarrhées. Ces bactéries peuvent quelquefois traverser la barriére épithéliale
intestinale et causer des infections dans des sites extra-intestinaux ou des septicémies létales.
La rupture de I’équilibre de la microflore bactérienne intestinale diminue également la
capacité intestinale de résistance a la colonisation, autorisant I’établissement de bactéries

exogenes plus pathogénes.
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PARTIE 1l1: LES EFFETS DES ANTIBIOTIQUES SUR LA
FLORE INTESTINALE

I/ GENERALITES SUR LES DIARRHEES ASSOCIEES AUX
ANTIBIOTIQUES

A/ Evolution de la consommation d’antibiotiques en France.

Actuellement, la consommation d’antibiotiques en France est d’environ un traitement par
personne et par an hors hépital (52). Si I’on considere que chaque cure représente
approximativement 10g de produit, on peut donc estimer la consommation medicale a 500
tonnes d’antibiotiques par an en France. Une étude publiée en 1998 (53) montre que dans
notre pays l’augmentation de la consommation annuelle d’antibiotiques au cours de la
décennie 1980 a été de 3.7% par an (Tableau 1V). La progression des bétalactamines a atteint
9.3% par an. Cette surconsommation d’antibiotiques pose trois problémes :

- le colt pour la collectivité

- le développement de résistances

- les effets secondaires attribués aux antibiotiques (allergies, troubles digestifs...)

Tableau 1V : Evolution de la consommation d’antibiotiques dans la population générale

en France (en pourcentage de sujets)

Période Nombre de sujets Toutes familles Bétalactamines
confondues (%) (% de I’ensemble)
1980-1981 20072 17.1 5.9
1991-1992 21441 25.4 16.0
Augmentation
(% par an) 3.7 9.3
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B/ Effet secondaire majeur : la diarrhée associée aux antibiotiques.

La diarrhée post-antibiothérapie est un phénomene fréquent (54). Le plus souvent cette
diarrhée est bénigne, de mécanisme présumé fonctionnel et peut étre considérée comme un
effet secondaire du traitement. Plus rarement, la diarrhée révele une infection intestinale
favorisée par I’antibiothérapie (55). Dans ce contexte, la colite pseudomembraneuse
représente le tableau clinique le plus évocateur mais il existe cependant des formes cliniques

moins graves.

C/ Etioloqgie des diarrhées associées aux antibiotigues.

La pathogenie des diarrhées associées aux antibiotiques n’est pas parfaitement connue.
Certaines souches bactériennes peuvent étre responsables de diarrhée par leur simple
prolifération (Clostridium difficile, Klebsiella oxytoca). Dans certains cas, on évoque la
toxicité de produits pour la muqueuse intestinale (amoxicilline/acide clavulanique,
clindamycine). Le role de germes opportunistes comme Candida albicans a été lui aussi mis

en avant.

D/ Définition de la diarrhée associée aux antibiotigues.

Au plan anatomo-clinique, on considere la diarrhée banale, caractérisée par trois a cing selles
quotidiennes survenant quelques jours apres le début du traitement, qui correspond a de
simples perturbations fonctionnelles digestives ou encore a des infections mineures a
Clostridium difficile, sans lésion de colite associée. Au contraire, les colites
pseudomembraneuses sont des formes séveres de diarrhée, compliquées d’une atteinte colique
organique liée a I’action conjuguée de deux toxines pathogénes (A et B) produites par cette
bactérie. Chez les patients hospitalisés, la diarrhée associée aux antibiotiques est a I’origine
d’une augmentation de la mortalité, de la durée d’hospitalisation et du codt de la prise en
charge médicale (53).
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E/ Facteurs de risques de la diarrhée associée aux antibiotiques

Les facteurs de risque des diarrhées associées aux antibiotiques peuvent étre regroupés en deux

catégories : ceux liés a I’antibiothérapie et ceux liés a I’héte (56,57). Ils sont résumés dans le

Tableau V.

Tableau V : Facteurs de risques des diarrhées associées aux antibiotiques (58).

Facteurs liés a I’antibiothérapie

Facteurs liés a I’hote

Antibiotiques a large spectre

Ages extrémes de la vie

- amoxicilline - <6ans
- amoxicilline /acide clavulanique - >65ans
- céphalosporines de 2° et 3° génération
- clindamycine

Durée de I’antibiothérapie Terrain :

antécédents de diarrhées associées
aux antibiotiques

- maladie sous-jacente sévere

- affections digestives chroniques

- comorbidité

- immunodépression

- traitements longs -
- traitements répétés

Utilisation de plusieurs antibiotiques Hospitalisation
- durée du séjour
- chirurgie
- interventions gastrointestinales
- alimentation par sonde nasogastrique

Antibiotiques d’excrétion biliaire

1/ Liés a I’hote.

L’age est un facteur de risque significatif de diarrhée associée aux antibiotiques, puisque leur
fréquence varie selon une courbe en « U », avec un taux plus élevé chez les enfants de moins
de six ans et chez les personnes agées de plus de 65 ans (59). Les diarrhées semblent plus

fréquentes avec I’ampicilline chez les enfants (60) et avec les céphalosporines chez les sujets

34



agés (61). Les études réalisées a ce jour n’ont pas montré de différence significative entre

hommes et femmes dans la survenue de diarrhée associée aux antibiotiques.

Les affections digestives chroniques sont également mises en cause. Le role favorisant des
maladies inflammatoires de I’intestin et du célon n’a pas été formellement démontré mais une

diarrhée post-antibiotique est fréiquemment observée chez ces patients (58).

Le statut immunitaire peut jouer un réle dans la survenue d’une diarrhée post-antibiotique ou
d’une colite pseudomembraneuse mais cela reste a préciser. Une diarrhée a Candida albicans
est observée chez les patients immunodéprimés. L’efficacité d’un traitement par
immunoglobulines dans les colites pseudomembraneuses pouvant plaider en faveur du réle

joué par le systeme immunitaire, n’a pas été prouvée (59).

La durée d’hospitalisation constitue un facteur de risque significatif. Dans les études
controlées, la durée d’hospitalisation est habituellement plus longue chez les patients
présentant une diarrhée post-antibiotique. Une contamination nosocomiale, les antibiothérapies
multiples et répétées, les gestes médicaux et chirurgicaux sont généralement en cause. La
fréquence des diarrhées associées aux antibiotiques varie également en fonction des disciplines

médicales et des services de chaque hopital.

Le role causal de I’alimentation par sonde digestive est sujet a caution dans la mesure ou la
fréquence des diarrhées suite a I’utilisation de cette technique varie selon les études de 2 a 68%
(58).

La rupture de I’intégrité du tube digestif et les perturbations de la flore colique liees a la
chirurgie sont fréquemment citées comme facteurs de risque de diarrhée post-antibiothérapie
(62). Néanmoins, le réle causal de la chirurgie doit étre envisagé avec prudence dans la

mesure ou une antibiothérapie est fréqguemment associée a la chirurgie.

2/ Liés a I’antibiothérapie.

L’incidence des diarrhées associées aux antibiotiques varie en fonction de I’antibiotique
prescrit. Les traitements par des céphalosporines, la clindamycine ou les pénicillines a large
spectre sont associés a une augmentation de la fréquence d’apparition des diarrhées associées
aux antibiotiques : 5 & 10% pour I’ampicilline, 10 & 25% pour I’association amoxicilline-acide
3éme

clavulanique, 15 a 20% pour les céphalosporines de génération, 2 a 5% pour les
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fluoroquinolones, les macrolides et les tétracyclines (58). Si les diarrhées associées aux
antibiotiques sont le plus souvent observees aprés des traitements par lincosamides et
bétalactamines, elles peuvent compliquer la prise de tout antibiotique. La dose totale et la voie
d’administration n’ont pas d’influence significative sur la fréquence des diarrhées associées
aux antibiotiques, mais le nombre d’antibiotiques prescrits et la durée de I’antibiothérapie
augmentent nettement le risque de survenue de diarrhée (63). Logiquement, plus le spectre de

I’antibiotique est large, plus la flore sera détruite.

F/ Les différentes formes cliniques.

1/ Les diarrhées simples.

Elles sont de loin les plus fréquentes, surviennent quelques jours apres le début du traitement
par amino-pénicillines ou céphalosporines, mais parfois aprés I’arrét des antibiotiques. La
symptomatologie se résume a une diarrhée modérée, parfois accompagnée de douleurs
abdominales voire de fievre. L’endoscopie n’est pas indiquée. Si elle était réalisée, elle
montrerait une muqueuse habituellement normale ou une muqueuse simplement congestive,
fragile, voire pétéchiale ou ecchymotique. Les études épidémiologiques ont montré que
Clostridium difficile était I’agent le plus fréquemment identifié, et aurait une responsabilité
probable dans 20 a 30% des diarrhées post-antibiotiques sans pseudomembrane (55, 64). Par
ailleurs, C. difficile a été retrouvé dans les selles de patients recevant des antibiotiques et ne

présentant pas de diarrhée (65).

2/ La colite aiqué hémorragique.

Elle est plus rare et survient entre deux et sept jours aprés le début du traitement par
bétalactamines ou pristinamycine (66). Le tableau est bruyant, associant diarrhée sanglante,
douleurs abdominales sans fievre avec une évolution rapidement favorable en quelques jours a
I’arrét du traitement. L endoscopie montre une atteinte continue segmentaire, prédominant sur
le cblon droit, épargnant en régle générale le cdlon gauche et toujours le rectum. La muqueuse
est hémorragique, parfois ulcérée, mais il n’y a pas de fausse membrane. Klebsiella oxytoca est

souvent retrouvée sur les coprocultures (67).
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3/ La colite pseudomembraneuse.

Elle est la forme la plus sévére des diarrhées post-antibiotiques, due a la prolifération in situ de
C. difficile (68,69). La diarrhée débute habituellement entre le quatrieme et le neuvieme jour
apres le début du traitement, mais peut survenir jusque dans les six semaines suivant son
interruption. Tous les antibiotiques a I’exception des aminosides par voie injectable peuvent
étre en cause, avec un risque variable selon les antibiotiques. Elle est typiquement faite de trois
a huit selles liquides par jour, une fievre modérée présente dans % des cas étant un bon élément
clinique d’orientation. A I’examen histologique des biopsies coliques, il existe une nécrose de

I’épithélium superficiel, associée a un exsudat fibrinoleucocytaire discret.

G/ Meécanismes physiopathologigues des diarrhées associées aux

antibiotiques.

Les antibiotiques modifient la flore dominante normale, ce qui a pour effet (54) :
- de détruire I’effet barriére
- d’altérer I’activité métabolique normale de la flore colique
- de permettre I’émergence et le développement de bactéries endogenes ou exogenes
naturellement résistantes a I’antibiotique prescrit.

Les mécanismes des diarrhées sont multiples, parfois associes.

1/ Diarrhée par destruction de I’effet barriére.

Par leur action sur la flore intestinale, les antibiotiques entrainent la destruction des effets de
barriére. Une étude (70) montre I’évolution du nombre de Pseudomonas par gramme de feces
aprés I’introduction d’une décontamination intestinale par I’association de bacitracine, de
néomycine et de streptomycine. Relativement faible avant le début de la décontamination (de
I’ordre de 10°/g), le nombre de Pseudomonas est multiplié par 10* & 10° dés le dixiéme jour
du traitement. Le retour a I’état antérieur intervient en une dizaine de jours apres I’arrét du
traitement. Cette augmentation considérable des bactéries intestinales potentiellement
pathogenes a Gram négatif peut avoir des consequences individuelles tres graves chez les
sujets immunodéprimés ou neutropéniques, du fait du risque élevé de translocation et de

bactériémie. De plus, elle augmente le risque de dissémination a d’autres malades.
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2/ Diarrhées métaboliques par modification de la flore digestive.

Les DAA sont le plus souvent la consequence d’un déséquilibre de la flore digestive
entrainant une réduction du métabolisme des glucides et des sels biliaires par les bactéries
anaérobies digestives. La réduction de la fermentation des glucides non digérés par la flore
colique conduit a une diminution de la synthése des acides gras a chaine courte (AGCC).
Comme ces AGCC favorisent I’absorption hydroélectrolytique par la mugueuse colique, la
réduction de leur production entraine la survenue de diarrhées hydrosodées. En outre,
I’accumulation de glucides dans le c6lon s’accompagne de diarrhées osmotiques. Les sels
biliaires, qui ne sont plus deconjugueés, ni déhydroxylés par les bactéries anaérobies de la flore
digestive, peuvent stimuler la sécrétion colique et provoquer des diarrhées sécrétoires. Ces
diarrhées métaboliques par modification de la flore digestive sont le plus souvent bénignes et
régressent a I’arrét de I’antibiothérapie. Ce sont les antibiotiques a large spectre, actifs sur les

bactéries anaérobies, qui sont les principaux pourvoyeurs de DAA.

3/ Diarrhées infectieuses par prolifération d’agents bactériens, cause des

diarrhées post-antibiothérapie.

Deux mécanismes sont a I’origine de la prolifération d’agents bactériens :

- La multiplication bactérienne : les Iésions intestinales résultent de I’envahissement
bactérien de la paroi colique. Deux germes saprophytes fréquents de la flore fécale
sont le plus souvent rencontrés. Klebsiella oxytoca est souvent isolé dans la muqueuse
coliqgue et/ou les selles des patients recevant des bétalactamines ou de la
pristinamycine et présentant une colite hémorragique. K. oxytoca est un germe
naturellement résistant a certaines bétalactamines et peut donc proliférer sous
traitement. Candida albicans peut étre impliqué dans les diarrhées séveres, chez des
sujets hospitalisés sous antibiotiques.

- La production de toxine : le germe lui-méme n’est pas invasif, les Iésions intestinales
sont liées a I’action d’entérotoxines. C. difficile est la cause de la quasi totalité des
colites pseudomembraneuses associées au traitement antibiotique. Son role pathogene
est d0 a I’action de deux toxines (toxines A et B). Chez un malade ayant une diarrhée,
la mise en évidence du germe est insuffisante pour affirmer la responsabilité de C.
difficile. Celle-ci repose sur la détection de la toxine dans les selles.
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I/ DIARRHEES LIEES A LA TOXICITE DES PRODUITS
POUR LA MUQUEUSE INTESTINALE

A/ Erythromycine et motilité intestinale

L’ erythromycine et d’autres macrolides reproduisent les effets de la motiline sur I’activité
contractile gastro-intestinale. La motiline, peptide linéaire de 22 acides aminés, est présent
tout le long du tube digestif, mais surtout au niveau de la muqueuse antro-duodénale. Les
effets secondaires de [I’érythromycine (nausées, diarrhées, douleurs abdominales,
vomissements) avaient déja été constatés chez I’homme, mais faussement rapportés a une
éventuelle action sur la flore microbienne digestive. Ils sont en réalité provoqués par I’action
de I’érythromycine sur les centres bulbaires et paraissent étre dose-dépendants. lls sont
retrouvés chez environ 50% des patients traités par voie orale a forte dose. Il n’y a pas de
parenté structurale entre les dérivés de I’érythromycine et la motiline mais des ressemblances
existent dans I’organisation spatiale au niveau du site actif et peuvent expliquer des
interactions avec des récepteurs identiques. La motiline et I’érythromycine semblent agir a
deux niveaux différents mais probablement complémentaires. La premiére voie, neurogéne
indirecte, passe par la libération d’acétylcholine au niveau des fibres post-ganglionnaires
cholinergiques en faisant intervenir des récepteurs 5HT3. La deuxiéme est une voie myogéne
directe avec fixation sur des récepteurs spécifiques au niveau de la cellule musculaire lisse et
activation d’une protéine G stimulant elle-méme une phospholipase C qui aboutit a la
formation d’inositol triphosphate. Ce dernier entraine I’ouverture des canaux calciques au
niveau du reticulum endoplasmique, la libération de calcium intracellulaire et par la, une

contraction musculaire.

B/ Majoration du péristaltisme de I’intestin gréle par I’association

amoxicilline-acide clavulanique

L’association amoxicilline-acide clavulanique ( AUGMENTIN®), I’un des antibiotiques les
plus fréquemment utilisé, induit fréquemment des troubles gastro-intestinaux tels que des
nausees, des vomissements ou des crampes abdominales (prévalence de 3 a 6%) ou des
diarrhées (prévalence de 4 a 15%). Ces taux de prévalence sont supérieurs a ceux relevés
avec les autres B-lactamines administrées par voie orale. Comme pour les autres antibiotiques

a large spectre, la perturbation de la flore intestinale a été incriminée. Il semble cependant
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que cette perturbation ne soit pas la seule en cause dans les effets secondaires observés avec
I’association amoxicilline-acide clavulanique. C’est pourquoi une étude a testé la motilité
intestinale chez des volontaires sains recevant de I’ AUGMENTIN® & la dose de 1g/250mg
deux fois par jour pendant trois jours (71). Les résultats de cette étude indiquent que
I’association amoxicilline-acide clavulanique administrée par voie orale aux doses
thérapeutiques modifie de facon significative la motilité duodeno-jejunale chez tous les sujets
traités. Le mécanisme pathogénique de cette augmentation de la motilité intestinale au niveau

duodeno-jejunal reste incertain a I’heure actuelle. Deux hypothéses sont émises :

- La perturbation de la motilité intestinale pourrait étre due a la libération d’un
médiateur intestinal tel que la motiline, comme pour les macrolides

- Par ailleurs, les B-lactamines interagissent directement avec les récepteurs au GABA
post-synaptiques du systeme nerveux central. Un effet direct similaire de I’association
amoxicilline-acide clavulanique au niveau du tube digestif pourrait étre évoque,
puisque la présence de récepteurs au GABA a été décrite au niveau du plexus

mésentérique.

Cependant, a I’heure actuelle, il n’a pas été démontré de corrélation individuelle entre les
changements de motilité intestinale et I’apparition d’effets secondaires a la prise
d’AUGMENTIN®,

111/ DIARRHEES LIEES A L'IMPLANTATION DE SOUCHES
EXOGENES

A/ Staphylococcus aureus

La responsabilité de Staphylococcus aureus (Figure 6) en tant qu’agent étiologique des
diarrhées associées aux antibiotiques et des colites pseudomembraneuses a été évoquée des
1950 car la bactérie a été isolée de facon prédominante dans les selles des patients présentant
des diarrhées survenues apres une antibiothérapie (57). Par la suite, son rble a été contesté,
notamment en I’absence de modele animal. A partir de 1990, la responsabilité de S. aureus
dans certaines diarrhées post-chirurgicales et post-antibiotiques a été évoquée a nouveau ; ces
souches de S. aureus sont presque toujours méticilline-résistantes et produisent une

entérotoxine A et une leucotoxine LUKE-LukD qui expérimentalement dégrade I’épithélium
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intestinal. Les diarrhées a S. aureus surviennent essentiellement aprés la prescription de
fluoroquinolones associées ou non a d’autres molécules anti-infectieuses. Elles entrainent un
désequilibre de la flore digestive et permettent la sélection de S. aureus résistants a la

méticilline, retrouvés dans la majorité des diarrhées a S. aureus post-antibiotiques.

|

Figure 6 : Photo de Staphylococcus aureus en microscopie électronique (73)

B/ Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca provoque des colites hémorragiques chez des patients traités par
pénicillines. Les symptdmes, a type de crampes abdominales et de diarrhées hémorragiques,
apparaissent quelques jours apres le traitement antibiotique, souvent par une pénicilline du
groupe A. L’endoscopie digestive ne retrouve pas de fausse membrane, mais visualise des
hémorragies muqueuses, parfois des érosions et des ulcérations coliques droites. Des taux de
K. oxytoca supérieurs a 10’ CFU/g ont été mis en évidence dans les selles des malades. Ces

souches de K. oxytoca sont responsables de lésions iléales chez le lapin.
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C/ Candida spp

Le r6le de Candida (Figure 7) dans la survenue de diarrhées associées aux antibiotiques
(DAA) est controversé. Il a été rapporté, pour 24 malades 4gés en moyenne de 74 ans, ayant
présenté des DAA que sept patients avaient dans leurs selles des concentrations de Candida
supérieures & 10° CFU/mL, alors qu’aucune personne du groupe témoin traité par
antibiotiques n’avait dans ses selles des levures a de telles concentrations (75). Un traitement
par nystatine, instauré par voie orale chez cinq patients ayant des diarrhées persistantes et
chez lesquels I’antibiothérapie a été poursuivie a permis la régression des diarrhées et la
diminution des colonies de Candida & une concentration inférieure & 10° CFU/mL ; chez les
deux autres malades ayant plus de 10°CFU/mL de Candida les diarrhées ont disparu
spontanément et la concentration de levures a diminue a I’arrét du traitement antibiotique.
Chez les 17 autres patients n’ayant pas de concentration élevée de Candida dans leurs selles,

les diarrhées persistaient jusqu’a I’arrét de I’antibiothérapie.

Figure 7 : Photo de Candida albicans (74)

Pour preciser le role de Candida dans les DAA, Krause a comparé la présence et le nombre
de colonies de Candida dans les selles de 98 malades ayant des diarrhées associées aux
antibiotiques (A+D+), de 93 patients prenant des antibiotiques mais n’ayant pas de diarrhées
(A+D-), de 97 personnes ne prenant pas d’antibiotique mais ayant des diarrhées (A-D+) et de
107 sujets témoins ne prenant pas d’antibiotique et n’ayant pas de diarrhée (76). Dans le
groupe témoin (A-D-), la présence de Candida était significativement plus faible que dans les
trois autres groupes. La présence et le nombre de colonies de Candida étaient comparables
dans les groupes (A+D+) et (A+D-). Ces résultats suggerent que la présence de Candida dans
les selles serait plutét la conséquence de I’antibiothérapie que la cause des diarrhees

associées aux antibiotiques.
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I\V/ PROLIFERATION DE BACTERIES COMMENSALES :
COLITE PSEUDOMEMBRANEUSE A CLOSTRIDIUM
DIFFICILE

Certaines bactéries commensales de la flore colique peuvent devenir potentiellement
dangereuses. L’exemple type en est la colite pseudo-membraneuse a Clostridium difficile. C.
difficile est un bacille anaérobie Gram positif sporulé responsable de diarrhées et de colites
associées a l'antibiothérapie (Figure 8). Il existe différentes souches présentant des

caractéristiques de virulence et des capacités de toxinogénese tres variables.

Figure 8 : Photo de Clostridium difficile (77)

A/ Les différentes formes clinique de la colite a Clostridium difficile.

Le spectre clinique des infections a C. difficile s'étend de I'état de porteur asymptomatique a la
colite fulminante (Tableau VII, page 44). Chez l'adulte en bonne santé, la prévalence du
portage varie entre 0 et 3 % (Tableau VI, page 44). En revanche, jusqu'a 50 % des nourrissons
en milieu hospitalier peuvent excréter C. difficile et ses toxines dans leurs feces, mais sont

asymptomatiques (79).
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Tableau VI : Prévalence de Clostridium difficile et de ses toxines dans les selles de

différentes populations (78)

Population étudiée Taux d’isolement de Présence de
C. difficile (%0) toxine (%)
Patients atteints de CPM post-antibiotiques 95-100 95-100
Patients atteints de diarrhées post-antibiotiques 15-25 10-25
Patients asymptomatiques sous antibiotiques 10-25 5-10
Patients hospitalisés 10-25 2-8
Adultes sains <3 <1
Nouveaux-neés sains 5-70 5-63
Tableau VII : Les formes clinigues de I’infection & Clostridium difficile (80).
Forme clinique Diarrhee Signes et Endoscopie
symptémes

Asymptomatique Absente Normal Normal
Diarrhée sans colite | Légére a modéree Légere douleur Normal

Crampes

abdominales
Colite sans Profuse Distension Erytheme non
pseudomembrane abdominale avec spécifique

nausées, anorexie,

fievre,

déshydratation
Colite avec Profuse Distension Pseudomembranes
pseudomembrane abdominale avec

nausees, anorexie,

fievre,

déshydratation
Colite fulminante Modérée a profuse Distension, Pseudomembranes

péritonisme,

Iéthargie, fievre avec | (dangereux)

ou sans iléus
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La plupart des infections a C. difficile font suite a une antibiothérapie (Figure 9). Bien que la
clindamycine et la lincomycine soient historiqguement les principaux antibiotiques
responsables de ce type d'infection, des études plus récentes indiquent que la quasi-totalité des
antibiotiques peuvent entrainer une diarrhée ou une colite a C. difficile (Tableau VIII, page
46).

Antibiothérapie

Rupture des effets de barriere de |a flare digestive

Cantamination
endogene

\ /_ Contamination
exagens

Colonisation par C. difficile

Production des toxines

Figure 9 : Mécanisme de la colonisation par Clostridium difficile (78).

Les symptdmes surviennent trois a dix jours aprés le début du traitement ; dans un tiers des
cas, ils apparaissent apres l'arrét de I'antibiothérapie, rendant le diagnostic plus difficile. La
relation entre la diarrhée associée aux antibiotiques et l'infection a C. difficile n'est pas
clairement établie. Une diarrhée bénigne survenant pendant ou aprés un traitement

antibiotique est associée dans 20 % des cas seulement a I'identification de C. difficile.
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Tableau VIII : Fréguence de

diarrhées/colites a Clostridium difficile

et familles

d'antibiotiques (28)

dérivés

Céphalosporines

Clindamycine

Tétracyclines

Macrolides

Fréquent Peu fréquent Rare
Ampicillines Quinolones
Amoxicillines et . Aminoglycosides
Sulfamides

Metronidazole

Vancomycine

La sigmoidoscopie révele le plus souvent une muqueuse colique normale dans les diarrhees

associées aux antibiotiques. Dans la plupart des cas, la diarrhée s'arréte avec l'interruption des

antibiotiques. En revanche, la colite pseudo-membraneuse (vérifiée endoscopiquement, Figure

10) est associée presque systématiquement avec Clostridium difficile.

Figure 10 : Mugueuse colique d’un patient atteint de colite & Clostridium difficile (78)

La colite fulminante a C. difficile affecte le plus souvent les patients agés, présentant de

nombreuses co-morbidités. Elle peut se compliquer d'une perforation colique ou d'un

mégacdlon toxique.
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B/ Physiopathologie de la colite a Clostridium difficile.

Le mécanisme de survenue des diarrhées et colites dues a C. difficile est complexe et non
complétement élucidé ; il est cependant admis que celles-ci ne sont pas liées au germe lui-
méme mais a la production de toxines. C. difficile libére deux exotoxines puissantes. La
toxine A, en plus de son activité d'entérotoxine, posséde, comme la toxine B, une activité
cytotoxique (Figure 11). Des récepteurs spécifiques pour la toxine A ont été mis en évidence

sur les membranes entérocytaires.

Toxine A (liaisen a un récepteur Toxine B (recepteur 77)
de la bordure en brosse)

Activité cytotoxique (Rho)
Dépolymeérisation des filaments
d’actine
Auamentation de la perméabilité
e

Recrutement de PNN,
cytokines,
inflamm ation ++

Alteration de la muqueuse
Nécrose, Diarrhée, CPM

Figure 11 : Mécanismes d’action des toxines produites par Clostridium difficile (78)

Les deux toxines A et B se lient aux cellules épithéliales de I’intestin, pénetrent dans les
cellules et provoquent le réarrangement du cytosquelette d’actine. Ceci entraine une
désorganisation des microfilaments cytosquelettiques, suivie d'une destruction cellulaire. 1l
s'ensuit une altération de la perméabilité des jonctions intercellulaires provoquant une
augmentation de la perméabilité de la muqgueuse intestinale, suivie d'une infiltration de la

lamina propria par des neutrophiles.
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La thermorésistance de la spore du C. difficile (ce qui lui permet de persister dans
I’environnement) et la production de toxines sont deux caractéristiques essentielles de cette
bactérie (81). La toxine A peut intoxiquer les neurones et favoriser une libération aberrante de
calcium. Enfin, la toxine A exerce son effet sur les leucocytes en altérant le chimiotactisme
des neutrophiles, I’activation des macrophages et des mastocytes ainsi que I’induction de la
libération des médiateurs inflammatoires. La sécrétion liquidienne, les dommages muqueux et

I’inflammation interstitielle résultent de I’activité des toxines dans I’intestin.

C/ Facteurs de risque de la colite a Clostridium difficile.

Le seul facteur de risque connu pour la colite a C. difficile est la perturbation de la flore. Il
n’est pas prouvé a I’heure actuelle que le fait d’étre porteur de C. difficile soit un facteur de

risque pour la colite.

D / Epidémiologie de la colite a Clostridium difficile

C. difficile est une bactérie ubiquitaire, que I’on retrouve a I’état naturel dans le sol, les
milieux hospitaliers, les centres de la petite enfance et les foyers pour personnes agées. C’est
un bacille sporulé Gram positif qui peut se propager par voie orofécale. La transmission entre
patients est d’ailleurs bien documentée en milieu hospitalier. La période d’incubation des
maladies associées au C. difficile est difficile a établir avec précision. Une pléthore
d’antibiotiques oraux (pénicillines, clindamycine, céphalosporines...) et de produits
chimiothérapeutiques (fluorouracil, méthotrexate) peut modifier la flore gastrointestinale et
favoriser I’émergence de C. difficile. Cependant, on ne sait pas si la durée du traitement et le
nombre d’utilisations d’antibiotiques et de produits chimiothérapeutiques accroissent la
possibilité d’observer le C. difficile dans les selles. Les patients hypogammaglobulinémiques
ou souffrant d’autres types d’immunosuppression semblent présenter un risque plus élevé de
porter C. difficile dans leurs selles, mais on ne peut pas préciser si ce phénomene est causé
par le recours accru a I’antibiothérapie au sein de cette population vulnérable. Les nourrissons
et les enfants sont plus susceptibles que les adultes d’étre des porteurs asymptomatiques du C.
difficile dans le tractus gastrointestinal. Ainsi, on estime que de 15 % a 63 % des nouveau-nés,
de 3% a 33 % des nourrissons et des tout-petits de moins de deux ans et jusqu’a 8,3 % des
enfants de plus de deux ans sont des porteurs asymptomatiques (82). Puisque le taux de
portage symptomatique (accompagné de diarrhée) ressemble a celui du portage
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asymptomatique, il est souvent difficile d’établir le r6le précis du C. difficile dans I’apparition

d’une maladie gastrointestinale bénigne chez les enfants.

E/ Diagnostic de la colite a Clostridium difficile

Le diagnostic de laboratoire des infections provoquées par C. difficile (ICD) est basé sur les

résultats de la culture et de la détection de toxines dans les matieres fécales du patient.

1/ Recherche de Clostridium difficile par culture

La culture est réalisée dans des conditions d'anaérobiose stricte (sachet individuel, jarre) par
ensemencement direct des selles sur milieux sélectifs comme le CCFA (cycloserin cefoxitin
fructose agar) ou le milieu TCCA (gélose cceur cervelle + 5% de sang de cheval, 0,1% de
taurocholate, 250 mg/l de cyclosérine et 10 mg/l de céfoxitine) (Figure 12). La culture est trés
sensible mais, lorsqu'elle est utilisée seule sans test de toxigénicité, son manque de spécificité

peut mener a de faux diagnostics de ICD lorsqu'il y a portage de souches non toxinogenes.

Figure 12 : Isolement de Clostridium difficile par culture (78)
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Les subcultures peuvent étre effectuées sur gélose au sang ou milieu de Wilkins-Chalgren.
Apres 48 h d'incubation en anaérobiose a 37°C, les colonies sont faciles a repérer, elles

présentent les caractéristiques suivantes:

- colonies circulaires a bords irréguliers (3-5 mm), non hémolytiques, (Figure 13).
- colonies présentant un aspect de verre fritté a la loupe binoculaire,
- odeur caractéristique de crottin de cheval (libération de crésol);

- colonies fluorescentes sous UV (mais dépend du milieu utilisé), (Figure 14).

Figure 13 : Subculture de Clostridium difficile sur gélose au sang (78)

Figure 14: Colonies de Clostridium difficile fluorescentes sous UV (78)

2/ Détection des toxines par des méthodes immunoenzymatiques

La détection de toxine sur culture cellulaire par mise en évidence d'un effet cytopathogéne,
neutralisable par un antisérum spécifique est considérée comme un «gold standard ».
Cependant, cette technique manque de sensibilité et ne permet de diagnostiquer que de 70%

des ICD. Des nombreux tests immunoenzymatiques permettent la détection de la toxine A ou
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des deux toxines A et B (Figure 15). Ces examens rapides donnent des résultats en quelques
minutes ou quelques heures : les immunoessais enzymatiques, la polymérisation en chaine
(PCR), I’'agglutination au latex et I’lmmunocard (Meridian Diagnostics, USA). Ces examens
sont hautement spécifiques mais manquent de sensibilité (jusqu’a 20 % de faux négatifs). Des
études comparatives ont montré que la sensibilité et la spécificité de ces tests étaient

legérement inférieures a celles des tests de cytotoxicité sur cultures cellulaires.

)

- eTOx A m..l g A - =TOKA
[ 0T CTHLS "ﬂl
"'T""‘I - DT g o CTRIS} o= escoOnF
= TOA
I'I.'.HI i TOOLA n::r_:_:i “"‘TI - T
HONES -=C.IMPY [ T LIS R~
NEG t
8- il |- =1 8-
C. DIFFICILE C. DIFFICILE C. DIFFICILE
PANEL PANEL PaneL
TO34 Tl S0

Figure 15 : Exemples d'un test rapide (Triage®) détectant la toxine A (+ a droite) et un
antigéne bactérien (glutamate déshydrogénase) (+ au milieu et a droite) (78).

Le test de 'culture toxigénique' enfin consiste a tester la toxigénicité in vitro des colonies
isolées sur milieu de culture par un test immunoenzymatique ou par un test de
cytotoxigénicité. L’effet cytopathogene correspond a une ballonisation des cellules
(arrondissement du noyau et effondrement du cytoplasme, Figure 16, page 52). Il est observé
aprés dépo6t d’un filtrat de selles sur les cellules. C'est le test qui permet d'obtenir les

meilleures sensibilité et spécificité mais il requiert un délai supplémentaire.
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Figure 16 : Recherche de I’effet cytopathogéne de la toxine B de Clostridium difficile.

A gauche : culture cellulaire normale. A droite: ballonisation des cellules (78)

En procédure de routine, la culture et la recherche de toxine (par cytotoxicité sur culture
cellulaire ou par un test immunoenzymatique) devraient étre pratiquées sur tous les
échantillons de selles. Pour les cas ou la culture est positive et la recherche de toxine négative,
un test de ‘culture toxigénique' devrait étre réalisé. Dans certains cas, il peut étre souhaitable
de confirmer le diagnostic au moyen d’une coloscopie. La coloscopie permettra en effet de
caractériser les lésions coliques. La mise en évidence de fausses membranes (Figure 17)
confirmera le diagnostic de colite a C. difficile. Cependant, la majorité des colites a C.

difficile correspondent & des formes non pseudomembraneuses.

Figure 17 : Fausses membranes caractéristiques observées sur une piéce de colectomie

(83)

52



F/ Traitement de la colite a Clostridium difficile

Le traitement a trois objectifs : corriger et/ou prévenir les complications liées aux pertes

hydroélectrolytiques, limiter I’évolution de I’infection et prévenir le risque de récidive.

1/ La diarrhée profuse.

La fréquence élevée de C. difficile et de ses toxines dans le tube digestif d’enfants en bonne
santé complique le diagnostic de maladie secondaire due a C. difficile chez un enfant souffrant
de diarrhée profuse bénigne a modérée lorsqu’une toxine se trouve dans les selles. La décision
thérapeutique devrait dépendre de plusieurs facteurs, dont la gravité de la diarrhée, la présence
d’un autre pathogéne présumeé et la coexistence d’un trouble d’immunodéficience (inné ou
acquis). Dans tous les cas de diarrhée associée aux antibiotiques, I’agent déclenchant doit étre
immédiatement supprimé, dans la mesure du possible. Si la diarrhée s’aggrave ou ne s’atténue
pas dans les 48 heures et qu’on décide de traiter un C. difficile, I’agent de choix demeure le
métronidazole par voie orale. Il faut souligner que de nombreux cas de diarrhées sécrétoires,
dans lesquelles on a repéré le C. difficile ou ses toxines, ont probablement d’autres étiologies
(81).

2/ La diarrhée sanglante

Si un patient souffre de colite et qu’une toxine du C. difficile est décelée, un traitement
spécifique est indiqué. Tout comme dans le cas de la diarrhée sécrétoire, I’agent déclenchant
devrait étre immédiatement supprimé. Plusieurs antibiotiques oraux sont efficaces dans le
traitement de la colite associée au C. difficile, mais le métronidazole représente le traitement
de choix en raison de son excellent rendement démontré et de son co(t minime. Trés peu
d’études ont porté sur les enfants, mais chez les adultes, le métronidazole, la vancomycine, la
bacitracine, la téicoplanine et I’acide fusidique par voie orale sont tres efficaces (93 %) pour
résoudre les symptdémes de la maladie. Cependant, chaque antibiotique s’accompagne d’un
taux de récurrence élevé (16 % pour le métronidazole et la vancomycine, 7 % pour la
téicoplanine et 28 % pour I’acide fusidique (72)). De plus, le recours a la vancomycine par
voie orale peut favoriser I’émergence d’entérocoques résistant a la vancomycine. Dans le cas
de patients incapables de tolérer les médicaments par voie orale, le métronidazole par voie
intraveineuse (35 mg/kg/jour a 50 mg/kg/jour) représente le médicament de choix parce qu’il

est excrété dans I’intestin.
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G/ Pronostic de la colite a Clostridium difficile

Le pronostic de rétablissement complet est excellent chez les enfants auparavant en bonne
santé et souffrant de diarrhée profuse secondaire au Clostridium difficile. En regle générale,
I’arrét de I’antibiotique déclenchant suffit a faire disparaitre les symptomes. Chez les patients
souffrant d’une colite pseudomembraneuse secondaire au Clostridium difficile, le pronostic
d’une maladie non traitée est beaucoup plus grave. La maladie peut rapidement progresser en
un mégacolon toxique associé a une morbidité importante, surtout chez les adultes. Le
traitement de ces patients devrait étre institué sur-le-champ, et I’agent déclenchant, supprimé.
La diarrhée chronique ou récurrente représente une complication de la véritable maladie
secondaire due & Clostridium difficile. Cependant, la plupart des cas se résolvent entierement

grace a des traitements répétés (Tableau 1X).

Tableau IX: Le traitement des récidives de colite & Clostridium difficile (80)

Premiére récidive

- confirmer le diagnostic
- reprendre le traitement initial

Deuxiéme récidive

- confirmer le diagnostic
- administration de vancomycine en dose décroissante :

125 mg, 4 fois par jour pendant 7 jours
125 mg, 2 fois par jour pendant 7 jours
125 mg, 1 fois par jour pendant 7 jours
125 mg, 1 jour sur 2 pendant 7 jours
125 mg, 1 jour sur 3 pendant 14 jours

YVVYYVYYVY

Autres récidives

- Saccharomyces boulardii (500 mg, 2 fois par jour pendant 14 jours) plus
vancomycine ou métronidazole

- Vancomycine a doses décroissantes et cholestyramine (4 mg 2 fois par jour)

- Vancomycine (125 mg 4 fois par jour) et rifampicine (600 mg 2 fois par jour pendant
7 jours)

- Immunoglobulines
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V/ CONDUITE A TENIR DEVANT UNE DIARRHEE ASSOCIEE AUX
ANTIBIOTIQUES

La symptomatologie des diarrhées associées aux antibiotiques est variable, allant des
diarrhées simples a des colites infectieuses avec colectasie. L’arrét de I’antibiothérapie
permet le plus souvent une régression spontanée en quelques jours des diarrhées bénignes
non compliquées, par reconstitution de la flore digestive habituelle. Comme la majorité des
diarrhées associées aux antibiotiques de cause infectieuses sont dues a Clostridium difficile,
I’arbre décisionnel proposé par Hogenauer (Figure 18) mérite d’étre retenu et de servir de
base a toute démarche diagnostique devant une diarrhée associée aux antibiotiques. Aux
criteres de sévérité que sont fievre, crampes abdominales, rectorragies, déshydratation,
hyperleucocytose et hypoalbuminémie, il faudrait ajouter la fragilité du terrain que propose
Beaugerie (72).Toute la difficulté de la démarche consiste a distinguer d’une part les
diarrhées simples des diarrhées séveres, et d’autre part a dépister les sujets agés fragiles pour
lesquels des précautions d’hydratation et nutritionnelles devront étre prises méme en cas de
diarrhées apparemment banale. La réhydratation par voie orale sera privilégiée. En cas de
troubles de la vigilance, d’un état hémodynamique instable, de vomissements importants, de
diarrhées profuses a I’origine d’une perte de poids supérieure a 10%, une réhydratation
parentérale par voie intraveineuse est nécessaire. Une entéropathie exsudative peut aggraver
en quelques jours une dénutrition protéino-énergétique préexistante, nécessitant une
évaluation rapide de I’état nutritionnel du sujet 4gé permettant une renutrition adaptée.
Devant une diarrhée modérée sans fiévre, I’antibiothérapie sera arrétée si son indication n’est
pas formelle et la diarrhée régressera rapidement. Si la poursuite de I’antibiothérapie est
indiquée mais proche de son terme, elle pourra étre associée a des modulateurs de la flore et a
des antidiarrhéiques antisécrétoires (privilégiés aux ralentisseurs du transit qui favorisent la
pullulation intestinale de bactéries invasives et la survenue d’un mégacdlon toxique). Si
I’antibiothérapie doit étre poursuivie, un changement de classe d’antibiotique exposant a un
risque moindre de diarrhée associée aux antibiotiques sera proposé. Une recherche de toxine
de C. difficile sera effectuée et, en cas de positivité, un traitement par métronidazole sera
instauré pendant au moins dix jours et jusqu’au terme de I’antibiothérapie. En cas de diarrhée
profuse, fébrile, dysentériforme ou persistante aprés I’arrét de I’antibiothérapie, ou survenant
sur un terrain fragilisé, le premier examen complémentaire a réaliser est la recherche de
toxines de C. difficile dans les selles ; le traitement par métronidazole ou vancomycine pourra

étre initié avant le résultat de la coproculture. Dans un second temps, une
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rectosigmoidoscopie pourra étre programmeée pour visualiser une colite pseudomembraneuse,

voire une coloscopie totale pour repérer des hémorragies coliques droites.

DIARRHEE ASSOCIEE AUX ANTIBIOTIQUES
Critéres de gravité : rectorragies, crampes, fiévre, déshydratation, hyperleucocytose,
hypoalbuminémie

SIGNES DE GRAVITE ou
TERRAIN FRAGILE

BANALE h

Traitement symptomatique et
arrét des antibiotiques des que

possible
I_I

Régression de la diarrhee
apres arrét des
antibiotiques

Recherche de toxine de C. difficile
|

~
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Traitement par
metronidazole ou
vancomycine
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Nouvelle recherche de toxine
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-
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Figure 18 : Arbre décisionnel proposé par Hogenauer devant
une diarrhée associée aux antibiotiques (57).
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VI/PREVENTION DES DIARRHEES ASSOCIEES AUX
ANTIBIOTIQUES.

La prévention des diarrhées associee aux antibiotiques repose d’abord sur I’indication justifiée
d’une antibiothérapie puis sur le choix de I’antibiotique. Une fois I’antibiothérapie prescrite,
I’association de micro-organismes de substitution, modulant la flore digestive, est une

prophylaxie qui a fait I’objet de plusieurs études (voir en troisieme partie).

VII/ CONCLUSION.

Méme si les diarrhées associées aux antibiotiques sont le plus souvent bénignes, liées a un
désequilibre de la flore digestive, et régressent spontanément a I’arrét de I’antibiothérapie,
elles peuvent avoir des conséquences graves chez le sujet agé fragile en déstabilisant un état
précaire par le biais d’une déshydratation ou d’une dénutrition. L’association de micro-
organismes de substitution, qui ont montré une efficacité potentielle en prévention des
diarrhées associées aux antibiotiques et dans le traitement des rechutes des diarrhées a
Clostridium difficile en association au metronidazole ou a la vancomycine meériterait d’étre
mieux documentée, car I’enjeu de santé publique est important, les diarrhées compliquant

jusqu’a 25% des antibiothérapies.
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PARTIE 11l : UTILISATION DES PROBIOTIQUES DANS LA
PREVENTION ET LE TRAITEMENT DES DIARRHEES
ASSOCIEES AUX ANTIBIOTIQUES.

I/ DEFINITION DES PROBIOTIQUES

A/ Que sont les probiotiques ?

Les probiotiques sont des micro-organismes ingérés vivants dont on considére gu'ils sont
capables d'avoir un effet bénéfique sur I'hdte en ayant une action sur la flore intestinale (84).
Les plus connus sont les bactéries lactiques (Figure 19) et les bifidobactéries largement

utilisees dans les yaourts et d'autres produits laitiers fermentés.

B/ Caractéristigues essentielles des probiotiques

Parmi la vingtaine de criteres proposés pour caractériser ces micro-organismes particuliers
reconnus comme ayant un effet probiotique, cing font I’unanimité :

1- I’appartenance a la flore intestinale humaine

2- le caractére non pathogene

3- latolérance a I’acide et a la bile : ils doivent pouvoir survivre lors de leur passage dans

I’appareil digestif.

4- la résistance aux procédés technologiques et la stabilité pendant la conservation

5- des effets bénéfiques pour la santé avérés.
En pratique il existe plusieurs fagons d’intégrer un probiotique a un produit : seuls ou associés
a d’autres micro-organismes, sous forme d’aliment, de médicament, d’additif ou de

complément alimentaire.
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11/ SOUCHES UTILISEES COMME PROBIOTIQUES

Les différentes souches utilisées comme probiotiques sont : Bacillus bifidus, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium longum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus GG,
Lactobacillus LB, Streptococcus thermophilus, Saccharomyces boulardii, Saccharomyces
cerevisiae. Il ne s’agit pas ici de présenter une liste exhaustive de tous les probiotiques
commercialisés en France, mais plutdt d’avoir un apercu de ce qui existe et des allégations

santé qui y sont associées.

A/ Les médicaments

1/ Bacilor® : Lactobacillus casei variété rhamnosus

Il est commercialisé sous forme de gélule de 250 mg titrées & 8.10% germes par gramme et de
poudre pour solution buvable. La posologie conseillée chez I’adulte est de 2 a 8 gélules par

jour.

2/ Lyo-Bifidus®: Bacillus bifidus

Il est commercialisé sous forme de poudre pour solution buvable utilisable chez I’adulte et
chez I’enfant de plus de trois ans. La posologie conseillée est d’un sachet soit 1 milliard de

germes de B. bifidus par jour.

3/ Ultra-Levure® : Saccharomyces boulardii

Ce produit est un médicament commercialisé sous forme de gélules dosées a 56.5 mg de S.
boulardii lyophilisé. La posologie conseillée chez I’adulte est de quatre gélules par jour, en

deux prises.

4/ Carbolevure® : Saccharomyces cerevisiae

Cette levure est commercialisée associée a du charbon activé. Chaque gélule est dosée a
108.5mg de levure déshydratée vivante, contenant au minimum 10° cellules de S. cerevisiae

par gramme.
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B/ Les compléments alimentaires.

1/ Bion3®

Bion®3 est un complément nutritionnel associant dans un seul comprimé trois catégories de

composants naturels : probiotiques, vitamines et minéraux. Trois souches probiotiques ont été

sélectionnées : Lactobacillus gasseri, Bifidobacterium longum et Bifidobacterium bifidum. L.

gasseri agit essentiellement sur I'intestin gréle dont il diminue le pH jusqu'a un état acide, ce

qui crée des conditions de survie favorables pour les bifidobactéries dans l'intestin.

L'enrobage protecteur des comprimés Bion3® permet a la majorité des souches d'arriver dans

I'intestin, leur destination principale. Cet enrobage est revendiqué par le laboratoire qui

commercialise le produit puisqu’il garantit le passage d’une quantité suffisante de bactéries

dans I’intestin, et par Ia méme I’efficacité réelle du probiotique.

2/ Xantis®(86)

Transit accéléré

Défenses

fragiles

e Peau et
intestins

e Agresses

ECTION
RATION

Se régénérer

Le concentré protecteur pour renforcer son organisme, grace a un
écosysteme intestinal revivifié.

Ingrédients :
Ferments probiotiques (6 variétés de lactobacilles et de bifidobactéries)

Plantes : réglisse, guimauve, ronce, tilleul.
Grains fermentés.

Flacon de 90 comprimés de 700 mg pour un programme de régénération
intestinale d'un mois.

Conseils d'utilisation : 3 comprimés par jour a croquer ou avaler au
début ou en dehors des repas.

Accompagner votre programme régénérant par la revitalisation de votre
sphére hépato-digestive, celle-ci influencant directement la qualité du
milieu intestinal.
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3/ Matol 24B® (87)

Usage recommandé : pour rétablir et maintenir en santé
la flore intestinale.
Posologie recommandée (adultes et enfants de plus

= . de 12 ans) : Prendre 1 a 3 capsules par jour aprés les repas.
- - Ingrédients médicinaux : Chague capsule contient les
souches de cultures probiotiques suivantes :
d - Llactobacillus rbamnosus HA - 111 6.0 Milliards ufc
Mato I - Lactobacillus acidophilus HA - 122 4.8 Milliards ufc
5,.; ' ;f, ' - Lactobacillus casei HA - 108 4.8 Milliards ufc
_— A - Bifidobacterium longum HA - 135 2.4 Milliards ufc
L it - Lactococcus lactis subsp. lactis HA - 136 2.4 Milliards ufc
- - Bifidobacterium bifidum HA - 132 1.2 Milliards ufc
C - Bifidobacterium breve HA - 129 1.2 Milliards ufc
B - Lactobacilfus planturum HA - 119 1.2 Milliards ufc
— e 1 Ingrédients non médicinaux : Fructo-oligosaccharides,

capsule vegétale, octadécanoate de magnésium et
acide ascorbique.

4/ Effidigest® (88)

\cti
EFFIDIGEST FLORE INTESTINALE vous apporte des a.::::‘z‘.-}‘f{f-"“-
ferments lactiques, améliorant ainsi votre digestion, votre w”
hygiéne intestinale, notamment en cas de desordres
intestinaux et/ou de prise d'antibiotiques.

Vous renforcez ainsi votre flore intestinale.

c t[ iF I tlt E L
2 geélules par jour a la fin du repas principal. Conserver le
flacon au frais.

Composition

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium longum.

Flacon de 60 gélules.
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5/ Oemine probiotic® (89)

>
OEMINE PROBIOTIC -~

Complexe de 3 bacilles vivants

IIII
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Formule inédite composée d’un complexe de 3 bacilles vivants pour restaurer la flore
intestinale et améliorer les fonctions digestives. A base de bifidus, lactobacillus acidophilus et
rhamnosus.

Composition et intérét :
Lactobacillus acidophilus : Ce bacille résiste a I’acidité gastrique et a la bile, stimule le
systéme immunitaire et contrebalance les germes entéropathogénes,

Lactobacillus rhamnosus : Il colonise le colon, avec des effets bénéfiques aussi bien contre la
diarrhée que la constipation ainsi que contre le météorisme. 1l est capable de diminuer les
produits de I’inflammation (cytokines).

Bifidobacter : il possede une action spécifique sur le transit intestinal qu’il améliore. Il
colonise le colon pour contrebalancer la flore pathogéne.

Présentation
Boite de 60 gélules de 350 mg contenant chacune un mélange de 5 milliards de bacilles
probiotiques.

Posologie

Nourrissons : 1 gélule/ jour (5 milliards de bacille)
enfants: 2 gélules / jour (10 milliards de bacille)
apres 10 ans : 3 gélules / jour (15 milliards de bacille)
adultes : 4 gélules / jour (20 milliards de bacille)
grossesse : 3 gélules / jour (15 milliards de bacille)
seniors : 3 gélules / jour (15 milliards de bacille)
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6/ Ergyphilus® (90)

Flore probiotique revivifiable au LGG*

SN EIIMUEY, scientifiguement équilibré en lactobacilles et bifidobactéries,
contribue a maintenir I'équilibre de la flore intestinale et a renforcer les
défenses naturelles de I'organisme.

* Ce complexe innovant apporte la souche Lactobacillus rhamnosus GG
aux propriétés essentielles démontrées par de nombreux travaux de
recherche.

2 a 4 gélules par jour au cours des repas. A
conserver au réfrigérateur (+4°C).

Composition par gélule
2 milliards de Lactobacilles revivifiables

Lactobacillus rhamnosus GG 1,00 Milliard
Lactobacillus casei 0,62 Milliard
Lactobacillus acidophilus 0,25 Milliard
Bifidobactérium bifidus 0,12 Milliard

Ingrédients : Lactobacilles et bifidus lyophilisés, amidon de riz, stéarate de
magnésium.

7/ Lactinex®

La préparation Lactinex® est une association de Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus

bulgaricus.

C/ Les produits laitiers

Bien que le premier lait fermenté par des bifidobactéries ait été commercialisé il y a prés de
50 ans, le marché des aliments probiotiques ne s’est développé que dans les années 1970. Les
laits fermentés sont issus d’une fermentation par des bactéries lactiques qui aboutit a
I’acidification et a la gélification du lait. Le plus consomme dans les pays occidentaux est le
yaourt. Réglementairement, il est issu de I’action de deux bactéries lactiques : Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus. Un produit laitier fermenté est
un yaourt contenant une troisieme souche bactérienne, probiotique ou non. Une nouvelle

catégorie de produits se profile, celle des laits fermentés vecteurs de principes actifs a finalité
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thérapeutique. Dans ces laits fermentés probiotiques, les microorganismes du yaourt sont
associes a d’autres lactobacilles (L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. johnsonii) et/ou a
des bifidobactéries (B. longum, B. bifidum, B. infantis). En 1997, plus de 70 produits laitiers
industriels (laits fermentés, fromages blancs...) contenaient des probiotiques. Aujourd’hui, les
marques LC1 (Nestlé) et Actimel (Danone) ont émergé comme chefs de file. Par ailleurs, les
laits fermentés ‘AB milk’ et ‘Cultura’ contenant L. acidophilus et B. bifidum sont tres
populaires au Danemark. D’autres produits comme les yaourts acidophilus-bifidus (contenant
L. acidophilus et B. bifidum , ou B. longum et les ferments du yaourt), les laits ‘Bifidus’ ( B.
bifidum ou B. longum ), ‘Biogarde’ ( L. acidophilus , B. bifidum et S. thermophilus ),
‘Biomild” ( L. acidophilus et Bifidobacterium sp) en Allemagne et les laits ‘Diphilus’ ( L.
acidophilus et B. bifidum ) et ‘Ophilus’ ( L. acidophilus, B. bifidum , et S. thermophilus , ou
L. acidophilus , B. bifidum , et L. cremoris ) en France ne sont que quelques exemples de
I’utilisation variée des bifidobactéries comme bactéries probiotiques dans des ferments mixtes
en combinaison avec L. acidophilus ou les ferments du yaourt (91).

Actimel est le leader incontestable du marché des probiotiques en France avec ses 400

millions de fioles vendues en 2004 (132)

Les bifidobactéries peuvent étre utilisées seules mais sont souvent associées a des bactéries
lactiques pour des raisons organoleptiques et technologiques. De plus, la présence de bactéries
protéolytiques, en particulier L. bulgaricus, favorise la croissance des bifidobactéries.
Cependant, pour la production du ferment mixte probiotique, c’est-a-dire bifidobactéries et
lactobacilles, les bifidobactéries ne peuvent pas étre cultivées conjointement aux bactéries
lactiques en raison de leur faible compétitivité en culture mixte. Ainsi, pour assurer une
quantité de bactéries probiotiques suffisante dans les produits fermentes, les ferments

probiotiques commerciaux consistent en des cultures pures de bifidobactéries mélangées aux
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cultures lactiques au moment de la fabrication du produit ou encore directement ajoutées au

produit fermenté a la concentration finale recherchée.

111/ MODES DE PRODUCTION INDUSTRIELS

La propagation des bifidobactéries pose probleme du fait de leur grande sensibilité a
I’oxygene, de leur faible tolérance aux acides issus de leur métabolisme et de leurs exigences

nutritionnelles (91).

A/ Criteres de sélection des souches probiotiques

Alors que les bactéries lactiques sont sélectionnées pour leurs activités acidifiantes et
protéolytiques dans les ferments classiques, d’autres propriétés sont recherchees dans le cas
des probiotiques. Pour exercer un effet sur la santé, les probiotiques doivent survivre aux
procédés de fabrication, a la lyophilisation éventuelle et a I’entreposage qui s’en suit. Il est
admis qu’un minimum de 10’ cellules viables par gramme de produit est nécessaire pour
exercer un effet probiotique. Cependant, la stabilité physique et génétique des cellules doit
également étre assurée. De plus, ces souches doivent étre viables sans se multiplier pour ne
pas provoquer d’effet indésirable sur le godt ou I’arébme du produit ni en augmenter I’acidité.
C’est pourquoi les bactéries en phase stationnaire de croissance, plus tolérantes aux stress
environnementaux que celles en phase exponentielle, sont privilégiées pour la mise au point
de produits contenant des probiotiques. Les interactions possibles entre bactéries lactiques et
bifidobactéries sont également prises en compte pour sélectionner la meilleure combinaison
de souches afin d’optimiser le procédé et la survie cellulaire dans le produit entreposé. Enfin,
ces bactéries probiotiques doivent étre capables de survivre aux conditions acides de
I’estomac et aux sels biliaires intestinaux lors de la consommation du produit, puis d’adhérer
aux cellules épithéliales de I’intestin afin de produire les effets désirés le plus longtemps
possible. Des travaux in vitro effectués lors d’une étude portant sur I’incorporation de
bifidobactéries dans des yaourts glacés ont montré que les cellules pouvaient résister pendant
deux heures a une concentration en sels biliaires de 0.45%, mais pas a de I’acide
chlorhydrique 0.1 N. Il semblerait toutefois que la résistance a I’acidité dépende de la souche
de bifidobactéries utilisée, certaines souches pouvant résister jusqu’a 90 minutes a pH 3. Les

résistances aux sels biliaires et a I’acidité des sucs gastriques constituent par conséquent deux
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caractéristiques importantes a prendre en compte lors de la sélection des cultures probiotiques
pour une utilisation dans les produits laitiers fermentés (91).

B/ La production a I’échelle industrielle (92)

1) Conservation des souches.
Apres avoir été isolée, étudiée et sélectionnée, la souche bactérienne est conservée a -80°C.
Lors du démarrage d'une nouvelle production, la souche est alors repiquée sur boite de Pétri.

2) Pré-cultures
Une premiére, puis une seconde pré-culture est réalisée par I'inoculation de fioles de capacité

croissante contenant un milieu de culture spécialement étudié pour permettre la croissance de
la souche a produire.
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3) Cultures

Le fermenteur, véritable bio-réacteur pouvant contenir jusqu'a 2.000 litres de milieu de culture
est ensuite inoculé avec les pré-cultures. Généralement, la culture dure moins de 24 heures,
durant lesquelles il importe de réguler précisément les paramétres de température, acidite,
aération et agitation afin de parvenir a un optimum de concentration bactérienne a l'intérieur

de la cuve.

4) Récolte et conditionnement
En fin de fermentation, la biomasse est récupérée par centrifugation. Elle se présente alors
sous forme de "péate bactérienne" trés concentrée, qu'il s'agit alors de sécher avec précaution

afin de maintenir un maximum de bactéries en vie.
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5) Séchage
La méthode utilisée est dans bien des cas la lyophilisation. Il s'agit d'une opération de
déshydratation du produit, par sublimation de I'eau qu'il contient. Cette phase peut durer de 1

a 3 jours. Le produit se présente alors sous forme de gateaux secs.

6) Cultures pures
Aprés un dernier traitement physique, on aboutit finalement & une poudre bactérienne, que
I'on appellera encore "culture pure". Dans la plupart des cas, la culture pure, trés concentrée,

sera alors diluée de maniere a atteindre la concentration souhaitée au sein du produit fini.
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7) Formulation

Selon le but recherché, une formulation plus complexe peut étre mise au point. La culture

pure sera alors mélangée a d'autres principes actifs tels que d'autres cultures bactériennes
pures, des fibres prébiotiques, des enzymes digestives, etc.

8) Conditionnement

Le produit peut étre conditionné sous forme de gélules, de comprimés ou bien encore de
sachets. Gélules, comprimés ou sachets peuvent encore par la suite faire I'objet d'une mise

sous blister, en pots ou en boites afin d'étre livrés dans un packaging prét a étre distribué.
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IV/ MECANISMES D’ACTION DES PROBIOTIQUES

Il est maintenant largement admis que les probiotiques pourraient représenter des outils
réellement efficaces dans le contrdle de la croissance de pathogénes et par conséquent, dans le
controle et la prévention d’infections. Effectivement, plusieurs études réalisées in vitro et in
vivo avec plusieurs types de bactéries probiotiques ont montré la capacité de ces bactéries a
interférer avec la croissance et la virulence de différents pathogenes. Les mécanismes d’action
de ces bactéries restent peu connus ; leurs propriétés pourraient étre dues a la réduction du pH,
liée a la production d’acides organiques, a I’activité intrinseque de certains métabolites ou a la
synthése de certaines substances antimicrobiennes. En paralléle, I’adhérence des bactéries
probiotiques aux cellules épithéliales intestinales et leur colonisation temporaire de I’intestin

est probablement d’une importance cruciale dans leurs effets.

A/ Controle de la croissance des pathogénes

1/ Réduction du pH lié a la production d’acides organiques

Par la production de métabolites tels que I’acide acétique et I’acide lactique, et par conséquent
la diminution du pH, un grand nombre de lactobacilles inhibent la croissance de pathogéenes.
Il a été observé que le mécanisme par lequel Lactobacillus rhamnosus GG empéche I’invasion
des cellules Caco-2 par Salmonella typhimurium , sans modifier la viabilité du pathogene, est
aboli aprés que la culture ait été neutralisée a pH 7, ce qui suggere un mécanisme pH
dépendant (93).

2/ Synthese de substances antimicrobiennes
a/ I’'H,O,

La production de peroxyde d’hydrogene pourrait étre un mécanisme de défense non
spécifique des Lactobacillus spp. Les Lactobacillus producteurs d’H,O, appartiennent a la
flore vaginale normale de la plupart des femmes normales mais sont beaucoup moins
fréquents dans la flore des femmes avec des vaginoses bactériennes. A I’inverse, chez les
femmes atteintes de vaginoses, on observe une augmentation des souches de Lactobacillus sp
non producteurs d’H,0,. L. crispatus et L. jensenii, les lactobacilles les plus communs de la

flore vaginale, inhibent les gonocoques en produisant de I’H,O,. Quand on examine I’activité
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antimicrobienne de 22 souches de Lactobacillus sp d’origine vaginale, on constate que 80%
de ces souches produisent H,O,, acide lactique, acides organiques et bactériocines et que ces
especes sont actives contre plusieurs souches, mais pas toutes, de Gardnerella vaginalis. L.
brevis CD2, L. salivarius LV2 et L. gasseri MB335 adherent aux cellules épithéliales,
déplacent les bactéries pathogenes et produisent de grandes quantités d” H,O,. Ils inhibent la
croissance de G .vaginalis. L. crispatus F117 et L. paracasei F2 et F28 sont les souches qui
produisent la plus grande quantité d’H,O,. L .delbrueckii V11007 produit au moins trois
facteurs d’inhibition de croissance autres que I’acide lactique, dont I’un est identifié comme
étant H,O, (93).

b/ les bactériocines

Les bactériocines sont des protéines ou des complexes protéiques a effet bactéricide dirigées
contre les especes généralement apparentées aux bactéries productrices. Elles sont réparties en

quatre classes en fonction de leur poids moléculaire.

B/ Obstacle a la colonisation par des pathogenes

1/ Encombrement des sites de fixation des bactéries pathogéenes

Une étude a caractérise et évalué I’activité d’une espece de Lactobacillus casei rhamnosus
(Ler 35) exploitée comme probiotique depuis plus de vingt ans (93). Les capacités
d’adhérence de cette espéce bactérienne a des cellules intestinales humaines (cellules Caco-2,
une lignée cellulaire de carcinome colique humain, exprimant plusieurs marqueurs
caractéristiques des cellules des villosités intestinales) ainsi que la possibilité d’empécher
I’adhérence de plusieurs pathogénes ont été étudiées in vitro. L’étude a montré que
I’adhérence du lactobacille était dépendante de la concentration de la bactérie et du temps de
contact entre les bactéries et les cellules. Les souches bactériennes utilisées pour étudier
I’inhibition de I’adhérence de pathogenes sont une souche d’E. coli entéro-toxinogene
(ETEC), une autre entéropathogene (EPEC), une souche de Klebsiella pneumoniae,
d’Enterococcus faecalis, de Shigella flexneri, de Salmonella typhimurium, de Pseudomonas

aeruginosa, d’Enterobacter cloacae et de C. difficile.
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Trois procédures ont été mises en ceuvre pour différencier I’exclusion, la compétition et le
déplacement des pathogenes par Lcr 35 :

- Dans la procédure d’exclusion, les cellules sont pré-incubées avec le lactobacille qui
s’y fixe puis on incube les pathogénes et on évalue leurs possibilités de fixation aux
cellules.

- Pour la compétition, les lactobacilles sont co-incubés avec les bactéries pathogenes.

- Pour évaluer le déplacement des pathogenes par les lactobacilles, on incube les
pathogenes avec les cellules puis on ajoute les lactobacilles, c’est la post-incubation.

Dans tous les cas, on observe une diminution significative du nombre de pathogéenes adhérant
aux cellules en présence de lactobacilles. La présence de lactobacilles empécherait I’acces des
pathogenes aux récepteurs par encombrement stérique, entrainant une diminution de
I’adhérence des bactéries pathogénes aux cellules intestinales (Figure 20). Cependant, cette
hypothese ne semble pas étre la seule cause d’inhibition des pathogenes en présence de

bactéries lactiques.
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Figure 20 : Protection de I’infection par encombrement

des sites de fixation des bactéries pathogénes (25).

2/ Production de mucines

La surface de I’épithélium intestinal est recouverte d’une couche visco-élastique, constituée

principalement de glycoconjugués (Figure 21, page 73). Ce gel muqueux est formé de
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mucines sécrétées par les cellules caliciformes. Les mucines et les glycoconjugués jouent un
role essentiel dans I’effet barriere. Non seulement la couche de mucus forme une barriere
physique, mais les glycoconjugués interferent avec I’adhérence des bactéries pathogénes a
I’épithélium. Du fait de leur localisation sur la surface des cellules, les mucines et la partie
glycane de certains glycoconjugués comportent un grand nombre de sites de liaison pour les
bactéries et les toxines. Ces glucides complexes sont également des nutriments pour la
microflore intestinale. Bien que I’adhérence aux mucines et a des glycoconjugués spécifiques
puisse protéger I’hdte en empéchant les microorganismes de se fixer a la muqueuse sous-
jacente, elle peut favoriser les pathogénes en leur servant d’ancrage a la paroi intestinale, ce
qui ralentit leur élimination, favorise la colonisation et facilite les infections. La conseéquence
bénéfique ou nuisible de la fixation des pathogénes aux glycoconjugués intestinaux peut
dépendre d’autres facteurs, tels que la composition et la quantité des mucines ou la motricité

intestinale.
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Figure 21: Fixation des pathogénes aux glycoconjugués

des cellules épithéliales de I’intestin (31)

Plusieurs études in vitro et in vivo ont démontré que des especes et des souches de bactéries
spécifiques sont capables de stimuler la sécrétion de mucus bien que les données concernant
specifiqguement les probiotiques soient limitées. Une étude récente a demontré un effet direct
des probiotiques par induction de I’expression d’un géne de mucine intestinale dans les

cellules épithéliales (31). Le ro6le biologique de la modification de I’expression de
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glycoconjugués complexes et de mucus n’est pas encore connu. Cependant, des études
récentes démontrent que les modifications biochimiques induites par les probiotiques

pourraient inhiber I’adhésion de pathogenes a des cellules intestinales cultivées in vitro.

C/ Probiotiques et immunité

Les probiotiques sont considérés comme des promoteurs des mécanismes de défense
endogénes de I’héte. En plus de leurs effets sur les défenses intestinales non immunologiques,
les probiotiques renforcent la réponse immunitaire humorale et par conséquent stimulent la
barriere immunologique intestinale (94, 95). Par ailleurs, les probiotiques stimulent la
résistance non spécifique de I’héte aux micro-organismes pathogénes (96,97), aident a
I’élimination immune et modulent la réponse immunitaire de I’h6te vis-a-vis d’éléments

potentiellement pathogénes en régulant les réactions d’hypersensibilité (98,99).

1/ Immunomodulation non spécifique

L’introduction de lactobacilles par voie orale peut renforcer la résistance non spécifique de
I’héte et faciliter I’exclusion de micro-organismes pathogénes du milieu intestinal (96,97). 1l a
été montré in vitro que plusieurs espéces de lactobacilles vivants étaient capables d’induire la
libération de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa (Tumor Necrosis Factor o) et
I’interleukine 6, reflétant la stimulation de I’immunité non spécifique de I’héte. L’introduction
par voie orale de L. casei et L. bulgaricus activent également la production de macrophages et
la phagocytose (100). L’activité phagocytaire entraine le recrutement de cellules
immunocompétentes et engendre une réponse inflammatoire. Paradoxalement, I’ingestion de
lactobacilles potentialise la production d’INF y par les cellules mononucléées du sang
périphérique (101,102). L’INF y favorise la capture des antigenes au niveau des plaques de
Peyer dans lesquelles sont localisées les cellules sécrétrices d’IgA (103). L’administration de
lactobacilles conduit a une augmentation de la sécrétion d’IgA systémique et muqueuse contre
les antigenes alimentaires (94, 95, 104). De plus, il a été mis en évidence in vitro que certaines
espéces de bactéries probiotiques peuvent normaliser une production aberrante d’INF y
induite par des antigénes (99). Ces informations indiquent que les effets immunomodulateurs

des bactéries probiotiques peuvent dépendre de I’état immunologique de I’hote.
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2/ Effets spécifigues sur la réponse immunitaire

Une augmentation de la réponse humorale et une augmentation des cellules sécrétant des
anticorps spécifiques de Rotavirus ont été mises en évidence chez des enfants recevant
Lactobacillus rhamnosus GG en traitement curatif de la diarrhée. 1l y a également une
augmentation des IgA chez les sujets recevant L. rhamnosus GG (95). En parallele,
I’introduction orale de lactobacilles a des rats allaités sensibilisés avec du lait de vache
provoque une augmentation des cellules sécrétant des anticorps contre les B-lactoglobulines
(94). Chez les enfants, I’allergie au lait de vache est associée a une hypersensibilité retardée
aux protéines de lait de vache et un défaut de génération de réponse locale sous-forme d’IgA ,
de méme qu’une hypersensibilité immédiate médiée par les IgE (105). La flore intestinale
contribue a la reconnaissance des antigénes alimentaires. Certaines espéces bactériennes
isolées de la flore intestinale peuvent libérer des peptides de faible poids moléculaire qui
déclenchent la réponse immunitaire. Les protéases des probiotiques peuvent degrader la
caséine du lait de vache ce qui génere des peptides avec des effets suppresseurs sur la
prolifération lymphocytaire chez des sujets sains (98). Pour caracteriser [|’effet
immunomodulateur des probiotiques, une étude a analysé si les caséines dégradées par les
enzymes des probiotiques pouvaient moduler la production de cytokines par des cellules
mononucléées du sang périphérique chez des enfants atopiques présentant une allergie aux
protéines de lait de vache (99). Sans hydrolyse, les caséines augmentent la production d’l14
chez des patients présentant une dermatite atopique tandis que la caséine hydrolysée par L.
rhamnosus GG réduit la production d’ll4. Ces résultats indiquent que les probiotiques
modifient la structure d’antigénes potentiellement nuisibles et altérent ainsi leur

immunogeénicite.

V/ _PROBIOTIQUES ET DIARRHEES ASSOCIEES AUX
ANTIBIOTIQUES

A/ Prévention des diarrhées associées aux antibiotigues.

Une méta-analyse (Tableau X, page 76) récente a évalué neuf études dont les résultats
indiquent que les lactobacilles et Saccharomyces boulardii pouvaient prévenir la diarrhée
associée aux antibiotiques (106). Dans cette méta-analyse, c’est le test d’homogénéité de

Mantel-Haenszel qui est utilisé. Pour considérer qu’une souche est significativement efficace
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dans la prévention des diarrhées associées aux antibiotiques, il faut obtenir un risque relatif

inférieur a 1.

Tableau X : Récapitulatif des résultats obtenus dans différentes études sur I’utilisation

des probiotigues en prévention de diarrhées associées aux antibiotiques (106).

. : ‘e (0
. Dose Durée de| Antibiotique Patients sans diarrhee (%
Etudes | Probiotique L : o i
guotidienne | traitemen{  étudie -
. Risque
traités | placebo .
relatif
Adam . . -
(107) S.boulardii 4 cplj variable variés 96 83 0.22
L.acidophilug 4 sachets de . -
Gotz (108) Lbulgaricus| Lactinex¥j 5jours | Ampicilline| 100 86 0.34
Surawicz S.boulardii 19/j variable variés 91 78 0.37
(109)
Wunderlich  E.faecium . . -
(110) SE68 2 cplj 7 jours varies 91 73 0.25
Tankanow| L.acidophilug 4 sachets de . -
(111) | Lbulgaricus| Lactinex®j 10 jours | amoxicilline] 34 31 0.88
. . 500mL de
Orrhage | L.acidophilus lait fermenté| 21 jours | clindamycing 80 30 0.58
(112) et B.longum .
par jour
Mc('iig? nd S.boulardii 19/j 49 jours variés 93 85 0.46
Lews S.boulardii 226'mg Par) 14 jours variés 79 83 1.67
(114) jour
Vanderhoo Lactobacillug 1a2cp/j : -
(115) GG (101°CFU/cp 10 jours varies 93 74 0.23

Une étude confirmant ces résultats comporte des essais sur trois régimes probiotiques

différents pour prévenir les diarrhées associées a I’antibiothérapie mise en place pour traiter

une infection a Helicobacter pylori ; on rapporte 5% de diarrhées dans le groupe recevant les

trois probiotiques (Lactobacillus GG, S. boulardii et un mélange de L. acidophilus et de B.
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lactis) contre 30% dans la population recevant le placebo, ce qui correspond a une efficacité

significative des probiotiques (116).

a/ Lactobacilli
Plusieurs études sont disponibles sur I’efficacité de Lactobacillus rhamnosus GG dans la
diminution et la prévention des diarrhées associées aux antibiotiques, tant au niveau du

nombre de jours de diarrhées que du nombre d’épisodes diarrhéiques par jour (Tableau XI).

Tableau XI : Etudes sur I’efficacité de souches de Lactobacillus dans la prévention de

diarrhées associées aux antibiotiques (117)

Nombre de | Age des Antibiotiques Durée de Risque
Etude . . iy . .
patients patients utilisés traitement relatif
Armuzzi Tinidazole, .
(118) 60 28-52 ans clarithromycine 14 jours 0.13
Arvola 2semaines I A
(119) 119 12 8 ans Antibiotique oral 7 a 14 jours 0.3
Gotz - .
(108) 79 adultes Ampicilline 5 jours 0.39
Vanderhoof 6 mois — L NP
(115) 188 10ans Antibiotique oral 7 a 14 jours 0.28

Ces quatre études concluent a I’efficacité des espéeces de Lactobacillus en prévention des

diarrhées associées aux antibiotiques.

Etudes sur I’efficacité de la Préparation Lactinex®

Il n’a pas été mis en évidence une réelle efficacité de cette association dans la prévention de la
diarrhée associée aux antibiotiques. En effet, dans une étude sur des adultes hospitalisés
traités par amoxicilline, on a pu noter 8% de diarrhées dans le groupe consommant Lactinex®
contre 21% dans le groupe prenant le placebo, ce qui n’est pas une différence significative
(108). De méme, dans une autre étude réalisée sur des enfants traités par amoxicilline, il n’y
avait pas non plus d’efficacité prouvée du Lactinex® (111) Un auteur a suggéré que la
variabilité des souches de probiotiques pouvait expliquer sa faible efficacité puisque des
patients traités par néeomycine montraient moins de diarrhées lorsqu’ils étaient traités avec une

souche plutdt qu’avec une autre (120). Ceci illustre les difficultés du travail avec des micro-
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organismes vivants : les différences entre les souches probiotiques mais également entre les
patients et les antibiotiques utilisés ne permettent pas toujours de conclure sur I’efficacité du

produit.

b/ Enterococcus faecium

Enterococcus faecium SF68 est commercialisé sous le nom de Bioflorin®. Cet organisme est
retrouvé chez les adultes en bonne santé, produit de I’acide lactique, survit dans un
environnement de faible pH, résiste aux antibiotiques et inhibe les espéces pathogeénes.
Enterococcus faecium a montré son efficacité dans la prévention de la diarrhée associée aux
antibiotiques dans deux études cliniques. Le pourcentage de diarrhées dans le groupe recevant
SF68 est de 9% contre 27% pour le groupe recevant le placebo, cette étude étant effectuée sur
des patients ayant pris différents antibiotiques (110). De méme, 3% de diarrhée dans le groupe
recevant SF68 contre 18% pour ceux recevant le placebo chez des patients recevant une

thérapie pour la tuberculose pulmonaire (121).

c/ Bifidobacteria

Les études ont montre un benéfice a I’utilisation des bifidobactéries comme probiotiques dans
la prévention de diarrhée associées a la clindamycine et a I’érythromycine. En effet, associée
a la prise de clindamycine, la consommation de lait fermenté avec B. longum et L.
acidophilus induit une amélioration de I’inconfort intestinal (112). De méme, I’administration
de B. longum a des volontaires sains recevant de I’érythromycine entraine une réduction

significative du poids des selles et de leur fréquence (122).

d/ Levures

Plusieurs études ont démontré I’efficacité de S. boulardii dans la prévention des diarrhées
associées aux antibiotiques. Parmi les quatre études présentées dans le tableau XII, page 79,
les trois premiéeres (patients de toutes catégories d’age) ont montré une efficacité significative
d’Ultra-Levure®, avec une réduction du taux de diarrhées. La quatriéme étude (personnes
agées de plus de 65 ans) n’a pas montré de bénéfice de S. boulardii par rapport au placebo.

Toutefois, I’effectif de I’étude était restreint. Ces résultats discordants peuvent s’expliquer par
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les disparités dans les posologies et les durées de traitement, ainsi que dans les périodes de

suivi. En effet, deux de ces études utilisent des doses correspondant a 20 gélules par jour.

Tableau XII :

Etudes randomisées de prévention des diarrhées associées aux

antibiotigues par Saccharomyces boulardii.

Nombre Patients présentant une
de Dose de diarrhée (%)
Etude atients S.boulardii Durée du traitement 2
inclus quotidienne S. boulardii | Placebo p
Adam 1977 388 226 mg Pend_ant I’antibiothérapie 45 175 <005
(107) (7 jours en moyenne)
Surawicz Pendant I’antibiothérapie
180 1000 mg | puis poursuivi 2 semaines 9.5 21.8 0.04
1989 (109) . o
apres son arrét
McEarland Pendant I’antibiothérapie
193 1000 mg puis poursuivi 3 jours 7.2 14.6 0.02
1995 (113) \ A
apreés son arrét
Lewis 1998 e
(114) 69 226 mg Pendant I’antibiothérapie 21 17 NS

B/ Les probiotiques dans la colite a Clostridium difficile

Parce qu’une altération de la flore intestinale influence la physiopathologie de la colite a C.

difficile, le traitement par des probiotiques parait intéressant. Les probiotiques utilisés dans la

prévention de la récidive de colite a C. difficile incluent des bactéries et des levures.

1/ Bactéries

Des études sur Lactobacillus GG ont suggeéré tres t6t sa possible efficacité dans la colite a C.

difficile récurrente. Dans trois études différentes, 8 adultes sur 11 (123), 2 enfants sur 4 (124),

et 5 adultes sur 9 (125) furent guéris. Un rapport préliminaire d’une étude randomisée

suggérait I’efficacité de Lactobacillus GG dans la colite a C. difficile mais aucun résultat

définitif n’a finalement été publié (126). Dans leurs efforts pour reconstituer la flore, les

chercheurs ont utilisés plusieurs approches. La plus utilisée est I’instillation rectale de micro-

organismes, environ 10 especes d’aérobies et anaérobies, montrant le r6le important des
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espéces de Bacteroides (127). Moins esthétiques, il y a eu des études sur la transfusion de
selles (128). Une étude récente sur I’administration de selles au cours d’une coloscopie s’est
avérée efficace chez deux femmes (129). Toutes les études publiées jusqu’a aujourd’hui

incluent un trop faible nombre de participants pour étre interprétées.

2/ Levures
a/ Saccharomyces boulardii

Une étude sur des modeéles animaux (hamster) a montré I’efficacité de S. boulardii dans la
colite a C. difficile récidivante (130). Une étude ancienne(1989) sur des adultes a montré
I’efficacité de S. boulardii, administré a la dose de 500mg 2 fois par jour, dans la colite a C.
difficile récidivante (11 sur 13, 85%) (131). Elle ne peut cependant pas étre retenue
puisqu’elle n’a pas été réalisée en double aveugle. Deux études randomisées en double
aveugle sont répertoriées dans le tableau XIII.

Tableau X111 : Etudes randomisées en double aveugle portant sur I’efficacité de

Saccharomyces boulardii dans les récidives de colites a Clostridium difficile.

Etudes Dose % récidive de Colite a Clostridium difficile
Patients traités Placebo p
McFarland | 500 mg 2 fois / jour 34 64 <0.05
(133)
Surawicz 500 mg 2 fois / jour 17 50 <0.05
(134)

b/ Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae est I’ingrédient actif de levures utilisées en boulangerie. Une étude a rapporté
I’intérét de cette préparation chez une femme atteinte de récidive de colite a C. difficile.

Cependant, il n’existe aucun essai randomisé impliquant cet agent dans cette indication.
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L’efficacité de S. boulardii et de certaines especes de Lactobacillus dans la prévention des
diarrhées associées aux antibiotiques est donc prouvee. Cependant, il convient d’étre prudent
quand aux conclusions de ces études. En effet, il semble que les résultats soient dépendants
des souches probiotiques utilisées, de leurs doses, de la durée du traitement mais également de
la nature des antibiotiques utilisés. L’élargissement des résultats d’une étude a d’autres

catégories de probiotiques n’est donc pas possible.

VI/SURVEILLANCE ET PRECAUTIONS D’EMPLOI

Le principal argument mis en avant pour prescrire des germes de substitution serait leur

parfaite innocuité (135).

A/ Problemes rencontrés ou possibles

1/ Résistance aux antibiotiques

Les échanges génétiques sont fréquents au sein de la flore, c’est sans doute un facteur positif
d’évolution. La flore digestive contient des populations bactériennes renfermant des éléments
génétiques mobiles (transposons, plasmides). De plus la lyse bactérienne dans le tractus
digestif conduit au relargage d’ADN bactérien qui peut étre incorporé (en tout petit nombre)
par des bactéries de la microflore. Des transferts de genes de pathogénicité ou de genes de
résistance aux antibiotiques sont donc théoriquement possibles dans la flore intestinale, et les
probiotiques pourraient constituer soit des donneurs de génes, soit des receveurs
intermédiaires ou définitifs. Un contréle doit donc étre effectué sur les souches probiotiques
et la preuve que la souche ne contient pas de genes de résistance aux antibiotiques portés par
des éléments génétiques mobiles, donc transférables, doit étre apportée. Ces résistances
portées par des éléments mobiles sont a distinguer des résistances intrinseques des especes,
considérées comme non transférables. L’hypothése que les probiotiques pourraient étre des
receveurs intermédiaires ou définitifs de génes de pathogénicité est peu probable, compte
tenu de la durée de vie et de la faible prolifération dans le tube digestif des principaux
probiotiques utilisés. Cette hypothése devrait cependant étre testée dans des cas ou le risque
est important (par exemple résistance a la vancomycine). Néanmoins dans I’état actuel des

connaissances, cette considération ne doit pas limiter la consommation de probiotiques.
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2/ Infections

Le risque d’infection par des probiotiques est considéré comme négligeable pour la
population adulte en bonne santé. Par exemple, en Finlande, le nombre de cas de
bactériémies a Lactobacillus GG a été évalué a 0,3 cas pour 100 000 personnes/an, alors que
ce probiotique est tres fortement consommeé dans ce pays (136). En revanche, des cas
d’infections provoquées par des bactéries de méme espece que les probiotiques usuels ont été
rapportés chez des patients ayant de graves problemes de santé, avec des défenses
immunitaires diminuées (137-140), présentant une rupture de la barriere intestinale (141),
atteints de valvulopathies ou porteuses d’un cathéter central (142). Aucun cas d’infection liée
a I’ingestion de probiotiques n’a été rapporté chez les prématurés. Néanmoins, les
connaissances étant actuellement tres insuffisantes dans cette population, des études
specifiques doivent étre réalisées chez les prématurés avant que les préparations contenant
des probiotiques soient utilisées de maniere plus large, d’autant que cette population est
caractérisée par son immaturité immunologique. Dans I’état actuel des connaissances, les
préparations contenant des probiotiques sont a éviter chez les enfants ayant un déficit

immunitaire congénital ou acquis (traitement par immunosuppresseurs, corticothérapie, etc.).

B/ Groupes potentiellement a risques

Le risque d’infections opportunistes est plus élevé chez les enfants ayant un déficit
immunitaire, congeénital ou acquis. C’est pourquoi, dans I’état actuel des connaissances, les
préparations contenant des probiotiques sont déconseillées chez ces d’enfants. La
supplémentation de I’alimentation des prématurés avec des probiotiques nécessiterait I’étude
préalable de I’impact de ces aliments sur la flore du nouveau-né prématuré. Il n’est en effet
pas possible d’extrapoler les effets décrits chez le nourrisson né a terme aux effets potentiels
chez le nouveau-né prématuré n’abritant pas forcément dans sa flore intestinale les mémes

espéces bactériennes (4).

C/ Tests préconisés

Afin d’assurer la sécurité de I’utilisation des préparations contenant des probiotiques, il est

nécessaire de vérifier la sécurité des ingrédients pour la dose recommandeée, la fréquence
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d’association de I’espece bactérienne avec une infection ou une allergie, la fréquence
d’association de I’ingrédient avec une allergie, I’éventuelle production de métabolites
délétéres ou de toxines, etc. Il est également nécessaire de considérer les consommateurs qui
pourraient présenter des risques plus importants d’effets indésirables avec ces produits. Pour
les probiotiques ou les microorganismes non vivants présents dans les préparations, les
criteres permettant I’évaluation de I’innocuité du microorganisme sont ceux qui ont été
recommandés par I’AFSSA (135).

D/ Mise en place d’une veille.

L’utilisation de préparations contenant des probiotiques étant relativement récente pour
certaines d’entre elles, la mise en place d’une veille ou vigilance (nutrivigilance pour faire un
parallele avec pharmacovigilance) est nécessaire pour mieux identifier les éventuels effets
indésirables. Un tel systéme pourrait aussi étre utilisé pour évaluer les bénéfices a long-terme
de ces produits. D’autre part, dans le cas ou des probiotiques sont administrés, la mise en
place et I’application d’outils de suivi de la souche ou de I’espéce correspondant au
probiotique utilisé est essentielle. De plus, I’analyse de I’impact sur la diversité d’especes au
sein des bactéries lactiques (lactobacilles, streptocoques,..) et des bifidobactéries serait a

encourager lors de I’utilisation des ingrédients destinés a modifier la flore intestinale.

VII/AUTRES UTILISATIONS DES PROBIOTIQUES

On peut distinguer trois grandes situations ou les probiotiques ont démontre leur effet chez
I'nomme : la prévention ou le traitement des diarrhées infectieuses, le traitement des maladies

inflammatoires chroniques intestinales (MICI) ; la prévention du cancer colique expérimental.

A/ Prévention et traitement des diarrhées aigués infectieuses

Plusieurs essais contr6lés randomisés ont démontré que les probiotiques permettaient de
prévenir ou de raccourcir de fagon significative la durée d'évolution des gastro-entérites

aigués, notamment la diarrhée du voyageur.
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B/ Traitement des Maladies Inflammatoires Intestinales Chroniques.

De nombreux arguments épidémiologiques, cliniques et expérimentaux suggeérent
I'intervention de la flore intestinale dans l'initiation et/ou la persistance des lésions muqueuses
au cours de ces affections. L'induction d'une inflammation intestinale par la flore pourrait étre
consécutive a une augmentation de la perméabilité intestinale laissant ainsi passer des
bactéries, avec pour conséquence un recrutement des cellules inflammatoires périphériques
dans le tube digestif et leur activation par les antigenes bactériens. Ou bien, seconde
hypothése, I'inflammation serait secondaire a une réponse immunitaire intestinale inadaptee
de I'hdte du fait d'une rupture de la tolérance vis-a-vis de sa propre flore. Ce réle de la flore
intestinale a en tout cas été bien démontré dans les récidives endoscopiques de la maladie de
Crohn apres chirurgie. L'autre argument majeur qui démontre I'implication de la flore
intestinale dans la survenue d'une maladie de Crohn est qu'il est quasiment impossible
d'induire une colite expérimentale chez un animal dépourvu de flore intestinale. Chez
I'nomme les essais thérapeutiques se multiplient et tres recemment une équipe italienne a pu
montrer que l'administration de probiotiques permettait de maintenir en rémission 15 malades
sur 20 a un an, alors qu'ils étaient atteints de recto-colite hémorragique. La méme équipe a
montré que lI'administration du méme mélange probiotique évalué en double aveugle chez 40
patients atteints de pochite et mis en rémission par un premier traitement antibiotique, a
permis de maintenir en rémission 85 % des patients recevant un probiotique contre 15 % dans
le groupe placebo. Enfin une équipe anglaise a publié des résultats d'un essai contrélé
randomisé qui comparait I'efficacité d'un traitement par probiotiques a la mésalazine au cours
des RCH en poussée. Cette étude a permis de conclure a une équivalence des deux traitements
en terme de mise en rémission et de rechute. Il faut reconnaitre cependant qu'actuellement
l'utilisation de probiotiques et la nature de ceux qui sont utilisés sont purement empiriques et

ne reposent sur aucune base scientifique quant a leur mécanisme d'action (84).

C/ Prévention du cancer coligue expérimental

Plusieurs arguments suggérent un effet anti-tumoral des bactéries lactiques. La paroi cellulaire
des bactéries lactiques adsorbe des mutagenes produits par la cuisson a haute température ; la
paroi cellulaire de Bifidobacterium induit l'activation de phagocytes qui bloguent la
croissance des cellules tumorales ; in vitro certaines souches de Bifidobacterium diminuent la

croissance de lignées cellulaires cancéreuses coliques. De plus, ingérés seuls ou en association
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avec un probiotique, Bifidobacterium diminue I'incidence des tumeurs coliques induites chez
le rat par l'azoxyméthane. Ces bactéries diminuent également l'apparition de cryptes
aberrantes qui est la premiere étape histologique de la cancérisation colique ; elles inhibent

également la prolifération cellulaire et I'expression de certains proto-oncogénes (84).

D/ Prévention des allergies alimentaires et traitement de I’eczéma chez le
nourrisson

Depuis plus de dix ans on évoque a l’origine des maladies atopiques de I’enfance, une
diminution des contacts infectieux, liée au progres de I’hygiéne et a la réduction des fratries.
Partant de cette hypothese, M.Kallioméaki et al ont estimé que les bactéeries intestinales
commensales devaient avoir un réle préventif plus important que les infections sporadiques
avec des germes pathogenes. Aussi, ont-ils entrepris une étude contrélée en double aveugle
contre placebo du lactobacille dans la prévention de I’atopie (148). 159 femmes enceintes
appartenant a des familles a risque d’atopie ont été randomisées en deux groupes, I’un
recevant 2 gélules contenant 10'° lactobacilles et I’autre deux gélules placebo deux & quatre
semaines avant la date prévue pour I’accouchement. Aprés la naissance le méme traitement
était poursuivi pendant 6 mois chez I’enfant ou chez la mere si celle ci allaitait. Les enfants
ont été suivis jusqu’au 24éme mois, mais 27 ont été perdus de vue.
La fréquence de I’eczéma atopique a été divisée par deux dans le groupe lactobacille (15/64
contre 31/68 ; p=0,008) avec un risque relatif de 0,51 (IC 95 % : 0,32 a 0,84).
Pour les auteurs, leur étude démontre que la flore intestinale posséde des propriétés
immunomodulatrices jusqu’ici peu explorées, susceptibles, notamment, d’étre utilisées pour

diminuer la fréquence de la maladie atopique dans les pays développés.

E/ Infections vaginales

Les femmes sujettes a des infections vaginales chroniques ou a répétition souvent associées a
une diminution en lactobacilles vaginaux seraient des candidates a un traitement par un
probiotique. On a démontré I’efficacité de comprimés et suppositoires intravaginaux a base de
lactobacilles pour rétablir I’équilibre de la flore vaginale. La prise de yaourt riche en

lactobacilles a aussi permis de prévenir les récurrences d’infections.
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F/ Infections urinaires

On tente actuellement d’établir que I’usage oral d’un probiotique pourrait avoir une influence
favorable sur le taux de récurrence des infections du tractus urinaire. Les travaux sont basés
sur la méme théorie appliquée aux infections vaginales. Jusqu’a présent, on a démontré que
I’insertion intravaginale d’une préparation contenant des souches sélectionnées de
lactobacilles peut réduire la fréquence des infections urinaires récurrentes. Mais ce mode
d’administration n’étant pas trés pratique, des recherches sont en cours pour la mise au point
d’une préparation destinée a la voie orale. Il faut signaler par ailleurs qu’une étude comparant
I’effet de la supplémentation en Lactobacillus GG versus certains jus de fruits (jus de
canneberge, connu pour son rdle synergique dans le traitement des infections urinaires) dans
la prévention des infections urinaires chez la femme ne retrouve pas d’effet significatif du
Lactobacillus GG (143).

G/ Application topique

Des études sont en cours afin de produire un probiotique provenant d’une souche de bactéries
présentes dans la flore normale de la peau et qu’on pourrait utiliser contre certaines infections

cutanées.

H/ Infections hivernales chez les personnes agées

On a évalué une souche de lactobacilles dans une base de yaourt sur I’incidence et la gravité
des infections gastro-intestinales et pulmonaires chez des personnes agées. On n’a observe
aucune différence dans le nombre d’infections hivernales, mais celles-ci duraient beaucoup

moins longtemps.
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I/ Infections a Helicobacter pylori

L'infection a H. pylori est trés répandue et provoque principalement des gastrites. Elle est
aussi reliée a la plupart des ulceres gastroduodénaux. Une synthése parue en 2003 a passé en
revue 13 essais cliniqgues au cours desquels des probiotiques avaient été utilisés
(principalement des lactobacilles de différents types) pour traiter cette infection. Dans six de
ces études (180 sujets) les probiotiques étaient utilisés seuls : cing d'entre elles ont donné des
résultats encourageants. Aux cours des sept autres essais (682 sujets), on a jumelé les
probiotiques au traitement classique (antibiotiques et inhibiteur de la pompe a protons) : dans
deux études, les probiotiques ont augmenté I'efficacité du traitement et dans les cing autres, ils
ont réduit les effets indésirables (diarrhée) du traitement aux antibiotiques. Certains de ces
essais n'étaient pas a double insu avec placebo et portaient sur un nombre restreint de patients,
mais l'auteur de la synthese conclut que les données indiquent que les probiotiques peuvent
étre un traitement adjuvant intéressant et pourraient prévenir les infections a H. pylori (144).
Notez que la plupart de ces études ont porté sur des porteurs sains, c'est-a-dire des patients
infectés par cette bactérie, mais qui n'avaient pas de symptomes. Depuis cette synthése, trois
essais & double insu avec placebo sont venus confirmer I'efficacité des probiotiques pour

réduire la colonisation de cette bactérie chez des porteurs sains (145,146).

VIII/ INTERET DES PRODUITS CONTENANT DES
MICROORGANISMES VIVANTS PAR RAPPORT A CEUX
CONTENANT DES MICROORGANISMES TUES.

Les probiotiques sont par définition des produits ingérés vivants. La question se pose toutefois
de savoir si des micro-organismes non vivants (corps microbiens détruits par un processus
quelconque) ou des produits du métabolisme des probiotiques (milieu de culture par exemple)
peuvent présenter les mémes effets que les probiotiques. Quelques études ont comparé les
effets des probiotiques a ceux de produits « contréles » non vivants. L’exemple le plus
significatif est sans doute I’anti-diarrhéique Lactéol®. Il s’agit en fait d’un lactosérum
fermenté par la souche L. acidophilus LB. Celui-ci est ensuite inactivé par chaleur puis

I’ensemble est lyophilisé. Plusieurs études ont montré que ce produit qui ne contient aucun
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germe vivant possede une certaine efficacité dans le traitement de diarrhées infectieuses. Il
semble dans ce cas que I’effet soit di aux produits de fermentation de la souche. En effet,
comme il a été dit précédemment, les bactéries produisent des substances qui peuvent inhiber
la croissance de bactéries pathogénes, les bactériocines. Si I’on veut réellement comparer
I’efficacité des souches administrées mortes par rapport aux souches probiotiques
administrées vivantes, il faudrait que les microorganismes administrés morts le soient sans le
surnageant de culture. Par ailleurs, parmi les études actuelles qui comparent I’efficacité des
probiotiques aux microorganismes tués, aucune ne concerne exactement la méme souche
bactérienne. La rigueur impose que la seule différence entre le groupe testé et le groupe
contréle soit le caractére vivant de la bactérie. Ces études sont donc ininterprétables pour
I’instant (147).
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CONCLUSION

Au vu des données de la littérature, et compte tenu de leur innocuité, I’intérét porté aux
bactéries probiotiques dans le cadre de la prévention des diarrhées associées aux antibiotiques
semble justifié. En effet, la plupart des études publiées a ce jour concluent a une bonne
efficacité des souches de Lactobacillus et de Saccharomyces boulardii. Des travaux de plus
en plus nombreux démontrent des effets biologiques de multiples souches, ces effets étant
d’ailleurs « souche-dépendants ». La corrélation de ces effets avec les caractéristiques
pharmacocinétiques des probiotiques permettra sans doute, a I’avenir, une sélection plus
efficace et plus rationnelle des souches. En ce qui concerne les données sur I’efficacité des
probiotiques dans le traitement de ces diarrhées, la multiplicité des études, pas toujours
standardisées, rend difficile I’interprétation. Par ailleurs, le mécanisme d’action des
probiotiques mériterait d’étre mieux renseigné. 1l a été prouvé in vitro que ces souches étaient
capables de produire des substances antimicrobiennes, de stimuler I’'immunité et de faire
obstacle a la colonisation par des pathogénes. Cependant, les consequences de ces activités

multiples in vivo restent pour I’instant du domaine de I’hypothése.

En ce qui concerne les probiotiques administrés sous forme de produits laitiers ou de
compléments alimentaires, il existe actuellement un niveau de preuve tres faible de leur
efficacité. Le principal obstacle a leur efficacité est la survie dans le tractus digestif. Mais
faut-il exiger des denrées alimentaires ou des compléments nutritionnels un niveau de preuve
identigue a celui d’un médicament? Tout est question d’honnéteté vis-a-vis du
consommateur... L'AFSSA poursuit un travail d'évaluation de I'intérét des probiotiques. Un
récent rapport, portant sur les réalités scientifiques des probiotiques, pose plus de questions
qu’il n’apporte de réponses : L’efficacité du probiotique est-elle dépendante de la survie ? Y

a-t-il un bon profil de flore ?

Dans tous les cas, les probiotiques sont au centre de plusieurs projets de recherche et leur
avenir semble prometteur. Les disciplines médicales qui s’y intéressent sont nombreuses et
variées. De leurs effets sur I’immunité & ceux sur la modulation de I’inflammation intestinale
et les conséquences en matiere de cancérologie, les perspectives d’application des propriétés
des probiotiques sont multiples. Reste donc a mettre en place des études cliniques
parfaitement standardisées afin de définir plus précisément les indications précises de ces

produits, mais aussi les formes galéniques et les « posologies » les mieux adaptées.
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