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AVANT-PROPOS

Actuellement, le monde est confronté a une pandémie mondiale connue sous le nom de
COVID-19. Cette maladie infectieuse est déclenchée par le coronavirus-2 du syndrome

respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2).

On dit souvent que l'intestin est notre deuxieme cerveau tant son implication dans
diverses maladies est immense. Cet organe, et plus particulierement le microbiote qu’il
contient, joue un réle majeur de défense contre les agents pathogenes. Préserver
'intégrité du microbiote intestinal semble, par conséquent, essentiel dans la lutte contre

le SARS-CoV-2.

Bien que cette maladie ait un tropisme pulmonaire, certains patients ont développé des
symptdmes gastro-intestinaux, ce qui nous laisse penser que le microbiote intestinal est
affecté par le virus.

De plus les personnes avec un microbiote altéré (obeses, diabétiques, personnes agées)

sont plus a risques de développer des formes séveres du COVID-19.

Tous ces éléments nous laissent penser que le microbiote intestinal doit jouer un role

important dans I’évolution et la sévérité de la maladie.

Cette these mettra en évidence les perturbations du microbiote provoquées par le virus
mais également l'influence et I'immunomodulation du microbiote lors d’'une infection
virale ainsi que les conséquences d’'un microbiote déséquilibré et nous discuterons enfin
de l'intérét d’'une supplémentation prophylactique en prébiotiques, probiotiques et

symbiotiques
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PARTIE 1
LE MICROBIOTE INTESTINAL
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Introduction

Au cours de 1'évolution, le microbiote a établi une symbiose avec l'environnement
intestinal. L'intestin humain lui fournit des nutriments et un environnement de
reproduction pendant que le microbiote aide I'organisme a la fermentation des glucides,
a la syntheése des vitamines, a la réduction de la perméabilité intestinale et a
I'augmentation des mécanismes de défense immunitaire. Le microbiote intestinal est un
écosystéeme complexe, son activité métabolique lui permet d’étre considéré comme un
organe a part entiere. Avec le développement de technologies a hauts débits couplés aux
meéthodes indépendantes de culture, la derniere décennie a permis de révéler 'immense

biodiversité du microbiote intestinal et son impact potentiel sur la santé.

1. Description

Le microbiote est I'ensemble des micro-organismes (bactéries, virus, parasites, archées,
champignons non pathogenes) dits commensaux, qui vivent dans un environnement
spécifique appelé microbiome. Dans I'organisme, il existe différents microbiomes (peau,
bouche, vagin etc.) mais le microbiote intestinal est le plus important d'entre eux avec
101* micro-organismes. Bien que sa composition en termes d’especes soit propre a
chaque individu, sa composition en terme de phyla et grands groupes phylogénétiques

est tres conservée d’un individu a un autre.

Son étude a dévoilé le role fondamental qu'il joue dans la physiologie intestinale mais
aussi dans la santé humaine de facon plus générale. Lorsqu’il y a un déséquilibre entre
les populations du microbiote intestinal (dysbiose), cela peut avoir des conséquences
fonctionnelles importantes et étre impliqué dans de nombreuses pathologies digestives
(maladies inflammatoires chroniques intestinales, cancer colorectal, etc.) mais aussi
dans I'obésité[1] et I'autisme|[2]. Il est principalement localisé dans l'intestin gréle et le
colon, et est réparti entre la lumiere du tube digestif et la barriéere intestinale. C’est ce

que nous allons décrire dans les paragraphes suivants.

1.1 Epithélium intestinal

L’épithélium retrouvé le long de lintestin gréle et du codlon est un épithélium
prismatique formé d’une seule couche de cellules appelées cellules épithéliales

intestinales (IEC)[3]. La structure particuliere, sous forme d’invaginations et de cryptes,
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ainsi que la présence de microvillosités permet a ce tissu d’avoir une surface
d’absorption trés importante (Figures 1 et 2). L’épithélium intestinal a une grande
capacité de régénération puisqu’il est entierement renouvelé tous les 4 a 5 jours et est
capable de se régénérer rapidement suite a des altérations provoquées par différents
agents chimiques ou pathogenes.[4] Cette capacité de régénération est due en grande
partie a la présence de cellules souches intestinales (CSI) situé au fond des cryptes. Les
CSI proliferent activement et donnent naissance a des cellules progénitrices qui, apres
différenciation migrent vers le haut des cryptes jusqu’a rejoindre les villosités, ou elles
donneront les IEC. (Figure 1)

Comme cela est schématisé sur la Figure 2, les IEC majoritairement retrouvées sont les
entérocytes (ou colonocytes au niveau du co6lon). Ce sont des cellules pourvues de
microvillosités ayant différentes fonctions. Elles permettent 1'absorption des
nutriments, grace notamment a la production d’enzymes spécifiques et jouent
également un role de protection par un effet barriere.

Les autres cellules sont toutes des cellules sécrétrices :

- les cellules caliciformes (Goblets cells) ou cellules a mucus : nombreuses au niveau du
colon, elles renferment des glycoprotéines appelées mucines qui déterminent les
propriétés rhéologiques du mucus (élasticité, viscosité, filance et adhérence) Ces cellules
sécretent également des peptides dits en feuille de trefle (trefoil factors, TFF) qui avec
les mucines participent a la formation du mucus. Les TFF veillent aussi a I'intégrité de la
barriere intestinale puisque participant a la restitution et a la régénération de celle-ci
lors des agressions bactériennes, virales ou médicamenteuses.

- les cellules entéroendocrines, productrices d’hormones telles que la sécrétine, la
cholécystokinine et la somatostatine: elles interviennent dans la régulation de la
motricité et des sécrétions digestives. Elles jouent un role aussi dans la prolifération
cellulaire et 'angiogenese.

- dans l'iléon, les cellules M sont retrouvées au niveau des plaques de Payer ou elles
reconnaissent et captent les antigenes et les micro-organismes présents dans la lumiere
intestinale,

- au fond des cryptes de lintestin gréle on retrouve les cellules de Paneth, qui
participent au systéme immunitaire inné de la barriére intestinale en sécrétant des
peptides antimicrobiens (AMP) (principalement les défensines). Ces cellules restent au
fond des cryptes et ne sont pas présentes dans le colon afin d’éviter d’interférer avec le

microbiote (beaucoup plus dense au niveau du colon) [5]
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Sous I'épithélium de revétement se situe un tissu conjonctif de soutien appelé lamina
propria. Ce tissu comporte un réseau vasculaire et lymphatique tres dense qui permet
I'absorption des nutriments digérés. Il renferme également de nombreux éléments
cellulaires participant au systeme immunitaire, qui servent de ligne de défense contre

les microbes qui auraient franchi I'épithélium intestinal.
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Figure 1 : Schéma simplifié du lignage intestinal. Les cellules souches intestinales (CSI) donnent naissance a des
progéniteurs qui, apres plusieurs divisions, se différencient pour générer les différents types cellulaires de l'intestin. [4]
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Figure 2 : organisation fonctionnelle de I'épithélium intestinal. Le code couleur est identique a celui de la figure 1 Les
cellules souches et les progéniteurs intestinaux sont localisés au fond des cryptes. Au cours de leur différenciation, les
cellules du lignage intestinal migrent en haut des cryptes. Dans l'intestin gréle, les cellules différenciées rejoignent les
villosités. Seules les cellules de Paneth et leur équivalent colique persistent au fond de la crypte otl elles restent
étroitement associées aux CSI [4]
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1.2 Séquencage des génomes du microbiote

Comme dans tout écosysteme bactérien, plus de 90% des bactéries du microbiote vivent
en anaérobie stricte et donc sont difficilement cultivables en laboratoire. Pour étudier le
microbiote intestinal, des échantillons de selles doivent étre prélevés sur des individus
afin d’isoler les ADN des micro-organismes. Auparavant, en utilisant des techniques
basées sur la culture, les scientifiques étaient en mesure d'isoler seulement 10% a 25%
du microbiote. L’évolution des technologies de séquencage a haut débit, de bio-
informatique ainsi que les approches métagénomiques[6] ont permis des avancées
majeures dans notre compréhension du microbiote. La métagénomique du microbiote,
qu’elle soit bactérienne, virale ou fongique, consiste a séquencer les génomes de
plusieurs individus d’especes différentes. Une analyse métagénomique donnera la
composition précise du microbiote c’est-a-dire les especes présentes, leur abondance et
leur diversité. On distingue deux méthodes[7] :

- lameéthode globale (Figure 3): cette approche permet d’avoir un apercu global de
la composition du microbiote (bactéries, virus, champignons etc. ...) ainsi que de son
potentiel fonctionnel en analysant lintégralité de chaque génome présent dans
I’échantillon. Apres fragmentation de tous les ADN et séquencage a l'aide d'un
séquenceur a haut débit, les séquences consensus obtenues sont alignées sur des
génomes connus référencés pour 'identification des especes formant le microbiome. Les
séquences absentes des bases de données définissent des especes nouvelles qui peuvent

étre a leur tour annotées et incorporées dans les bases de données.

Genome bactérien
. Reads
(245 fragment d'ADN / ——
7 / - ) smmemm e
0 . ‘ "i:"é 4 Cad — N s —
(."‘_ ' > ‘,l: _b w w _> ___ — _> A — S ——
a -
Echantilion Extraction et 1 .
d'un microblote fragmentation des ADN Sequencage global M'g"'m:.'::"::‘l"::“:o'::uz‘"°"‘“

Figure 3 Méthode globale : L'ensemble des ADNs présents dans un échantillon de microbiote est séquencé.

[7]

- la méthode ciblée (figure 4) : Elle est utilisée lorsque 'on n’a aucune information
sur la colonie qu’on souhaite étudier. Son principe est de séquencer un seul géne de la
bactérie inconnue. Ce géne est commun a plusieurs especes mais présente des régions
suffisamment variables afin de discriminer une espéce. Le gene utilisé est celui de

I'ARNr 16S car il est présent chez toutes les bactéries.
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Figure 4 : Méthode ciblé : seuls les ADNs du géne cible sont séquencés. En bactériologie, le géne cible est 'ARN 16S [7]

Grace aux analyses métagénomiques de nombreux programmes ont été entrepris. L'un
des plus importants d’entre eux est 'étude MetaHIT, qui, a partir de 'analyse de 396
échantillons de selles, a permis de mettre en évidence 3,3 millions de génes appartenant
a plus de 1000 especes différentes. Au plan individuel, elle a aussi montré que chaque
individu portait en moyenne 540 000 genes soit environ 160 especes répartis en sept
phyla.[8] Enfin, MetaHIT a été la premiere étude a démontrer 1'extréme richesse de la
flore intestinale, en identifiant des centaines d'especes inconnues jusque-la.

En 2019, une autre analyse métagénomique a révélé 2 000 nouvelles espéces de

bactéries intestinales [9].

1.3 Composition phylogénétique

Chaque individu héberge dans son tube digestif 1014 micro-organismes répartis en 160
especes [8]. Plus de 95% de ces micro-organismes sont des bactéries. Le microbiote
intestinal est propre a chacun néanmoins il existe un ensemble de bactéries communes a
tous les individus répartis dans 15 a 20 especes assurant des fonctions primordiales du

microbiote. [10]

Au fur et a mesure que 'on se déplace de I'cesophage au rectum ce microbiote présente
des différences marquées, aussi bien dans la diversité que dans le nombre de bactéries ;
allant de 10! par gramme de contenu dans l'cesophage a 1012 par gramme de contenu
dans le colon. Cette diversité est illustrée dans la Figure 5 : Streptococcus semble étre le
genre dominant dans |'cesophage distal, le duodénum et le jéjunum [23,24].

Le milieu acide de l'estomac empéchant l'implantation et le développement des
bactéries, seules celles qui sont acidotolérantes sont capables d'y survivre. On y retrouve
le genre dominant Helicobacter, sa présence détermine l'ensemble du paysage
microbien de la flore gastrique, c'est-a-dire que lorsque Helicobacter habite 1'estomac en

tant que commensal, il existe une riche diversité constituée par d'autres genres
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dominants tels que Streptococcus (le plus dominant), Lactobacillus, Prevotella,
Veillonella[11][12]. Cette diversité diminue une fois que H. pylori acquiert un phénotype
pathogeéne.

Dans l'intestin gréle, on retrouve aussi une flore assez pauvre. En effet le temps de
transit court, la présence d’enzymes digestives et de la bile ainsi que les contractions
perpétuelles rendent I'environnement inhospitalier a la vie microbienne. Le microbiote
de l'intestin gréle est dominé par les Streptococcus, les Bifidobacterium, les Entérococcus
et les Lactobacillus.[13]

La concentration en bactéries va augmenter a partir de l'iléon jusqu’a atteindre sa
concentration maximale dans le colon avec 1019 1012 bactéries par gramme de contenu.
On retrouve principalement des bactéries de type anaérobies, car en progressant dans le
tube digestif, la quantité d’oxygene diminue. La flore colique est la plus abondante, elle

représente plus de 70% des bactéries de notre organisme.[14]

Esophagus pH
<40

Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Veillonella

Stomach pH
2

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Hellcobacter pylori

Colon pH
5-5.7

Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Small intestine pH

57
Bacteroides, Clostridium,
Cecum pH Streptococcus, Lactobacillus,
5.7 7-Proteobacteria, Enterococcus

Lachnospira, Roseburia,
Butynivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria

Figure 5 : Répartition de la flore intestinale humaine normale[14]

Toutes les bactéries du tractus intestinal sont regroupées en différents genres, eux-
mémes regroupés en phylum. Quatre phyla dominent le microbiote [15] : les Firmicutes

(60 a 80%) les Bacteroidetes (10 a 40%), les Actinobacteria (2-25%) et les
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Proteobacteria (1-2%). On retrouve également des bactéries des phyla Fusobacteria,

Verrucomicrobia et Spirochaetes en quantité moindre. (Figure 6)
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Figure 6 : arbre « phylogénétique ». Les phyla regroupent plusieurs familles bactériennes dans lesquelles on retrouve
différents genres bactériens puis des espéces. Ainsi au sein du phylum des Proteobacteria, on retrouve par exemple le
genre bactérien Enterobacteria qui regroupe entre autre I'espéce Escherichia coli. [16]

A coté des bactéries, qui sont les plus étudiées, d’autres types de micro-organismes sont

présents dans le microbiote :

- Les champignons : estimé a moins de 0,1% de la biosphere microbienne, sont en
général 100 fois plus volumineux que les bactéries, et leur complexité est également
bien supérieure, suggérant qu’ils sont aussi des acteurs importants de 1’écologie
intestinale. Ils comprennent les especes Candida, Saccharomyces, Aspergillus et
Penicillium [17]

- Les phages, virus ciblant les bactéries, sont présents en grand nombre dans
I'intestin. En 2021 plus de 140 000 bactériophages ont été identifiés [18] et ils
pourraient, comme ils le font dans les écosystéemes océaniques, y réguler les populations
bactériennes. La diversité des virus présents dans le microbiote est trés importante mais
elle reste a explorer.

- Les Archeae (Archées) et des Protistes participent également a 1’'équilibre de cet
écosysteme intestinal complexe. Ce sont des micro-organismes unicellulaires
procaryotes. Longtemps considéré comme des bactéries, les analyses génétiques et les
méthodes de classification phylogénétiques ont permis de justifier la création d’'un

groupe a part entiere.
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Les especes microbiennes ne s’organisent pas de maniere aléatoire, le Consortium
MetaHIT[19] propose de les classer en les regroupant selon leur fonction métabolique,
elle-méme influencée par le régime alimentaire de 'hote. Le microbiote de chaque
individu serait caractérisé par une signature microbienne appelée «entérotype» [19].
Ainsi il existerait trois entérotypes correspondant a une dominance de Bacteroides,
Prevotella ou Ruminococcus avec pour chacun des entérotypes une co-abondance de
genres bactériens différents. L'existence de l'entérotype Ruminococcus est cependant
controversée[20]. De plus, les entérotypes Bacteroides et Prevotella seraient étroitement
corrélés a la nature de notre régime alimentaire sur le long terme. L’entérotype
Bacteroides (entérotype 1) serait associé a un régime riche en protéines et graisses
animales alors que l'entérotype Prevotella (entérotype 2) serait associé a un régime
riche en glucides et fibres. [Is montrent également qu'un changement de régime pendant
10 jours ne suffit pas a changer d’entérotype mais qu’'un individu peut en changer sous
I'influence de son mode de vie notamment son régime alimentaire (les sujets
végétariens sont plus fréquemment d’entérotype Prevotella). [21][22]

Bien que plusieurs études aient également pu détecter les entérocytes, leur existence et
leur organisation restent encore discutées.[23].

Une fois 'intestin de I'hote colonisé, le microbiote est relativement stable dans le temps.
Par ailleurs, il existe un phénomeéne de résilience, c’est-a-dire de retour a 1’'équilibre
apres un événement perturbateur (comme la prise d’antibiotiques par exemple). Le

microbiote se met en place de la naissance a 'age de deux ans environ.

1.4. Mise en place du microbiote

Malgré une exposition in utero[24][25], la grande majorité des microbes qui
coloniseront l'intestin du nourrisson sont acquis apres 1'accouchement. Ensuite, le tube
digestif du nouveau-né, particulierement permissif, est rapidement colonisé par les
bactéries maternelles et environnementales essentiellement des Escherichia coli, des
Streptocoques, Staphylocoques qui sont des bactéries anaérobies facultatives. Ces
premieres bactéries vont rapidement consommer l'oxygene contenu dans la lumiere
intestinale, permettant Il'implantation des genres anaérobies stricts issus de
I'alimentation, a base de lait, notamment les Bifidobactéries et les Lactobacilles. Plus
tard, d’autres genres bactériens vont s’installer dans le tractus intestinal comme
Bacteroides et Eubacterium. Les niveaux de population y atteignent rapidement

1011 bactéries par gramme de selles. L’age du sevrage est une étape transitoire qui
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induit de forts changements dans la composition du microbiote par l'introduction
d’aliments solides et variés (légumes, féculents, viandes etc.). Apres sevrage (entre deux
et trois ans de vie) le microbiote intestinal est considéré comme étant en équilibre et

stable.[26]

Plusieurs facteurs vont influencer la mise en place du microbiote, comme nous allons le

détailler dans les paragraphes ci-dessous.

- le mode d’accouchement:
Le mode d’accouchement détermine la primo-colonisation bactérienne du tractus
intestinal du nouveau-né. Ainsi lors d'un accouchement par voie basse, le nourrisson est
inoculé avec du microbiote vaginal et fécal, qui differe du microbiote cutané rencontré
lors d'une césarienne. Les bébés accouchés par voie vaginale ont une colonisation
précoce et enrichie de lactobacilles, Bactéroides et de Prevotella. Ceux, nés par
césarienne présentaient une plus faible proportion de Bifidobactéries et Bacteroides
fragilis [27] mais il a été démontré qu'ils développaient une réponse immunitaire
humorale plus forte reflétant peut-étre une exposition excessive a l'antigene a travers la
barriere intestinale vulnérable[28].

- le mode d’alimentation
La flore qui s'implante chez le nouveau-né allaité est moins diversifiée que celle du
nouveau-né nourri au lait infantile. Alors que les bébés allaités ont plus de
bifidobactéries, de lactobacilles, de Staphylocoques et de Streptocoques[29]; ceux
nourris au lait artificiel présentent plus de Bacteroides, de clostridies et des
protéobactéries. Le lait maternel est important pour les défenses immunitaires du
nourrisson car il contient des IgA, de la lactoferrine et des défensines, protégeant contre
les infections et contribuant a la maturation du systéme immunitaire dans les premiers
jours de vie[30]. Les oligosaccharides (prébiotiques) du lait maternel sont bifidogenes
c’'est-a-dire qu'’ils permettent la prolifération des Bifidobacterium qui ont des propriétés
probiotiques[31]. Ce facteur est considéré comme protecteur vis-a-vis des infections
exogenes.

- leterme
Le terme de la grossesse semble également jouer un role dans la mise en place du
microbiote intestinal. Les enfants prématurés ont un microbiote moins diversifié et les
especes anaérobies strictes semblent s’implanter plus tardivement que chez les

nourrissons nés a terme[32]. Toutefois, cela pourrait étre dii au fait que les enfants nés
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prématurément naissent souvent par césarienne et restent hospitalisés plus longtemps
avec souvent un traitement antibiotique.

- l'antibiothérapie
Le microbiote bactérien est tres important au cours des premiers mois de la vie. On
constate que les nouveau-nés ayant pris des antibiotiques ainsi que ceux dont la mere
ayant eu une antibiothérapie au cours de la grossesse et de I'allaitement[33], présentent
une réponse immunitaire antivirale moins efficace, un portage inférieur des

lactobacilles, des bifidobactéries et des entérocoques.

2. Fonctions du microbiote

Le microbiote intestinal exerce de nombreuses fonctions essentielles pour le maintien
de la santé de I'hdte. D'une part du fait de sa présence, véritable biomasse, le microbiote
a un role de barriere en maintenant l'intégrité de I'épithélium, d’autre part les micro-
organismes qui le composent possédent un potentiel métabolique considérable et enfin

leur role a été établi dans le développement et la maturation du systeme immunitaire.

2.1 Fonction de barrieére et de protection

Le microbiote intestinal forme une barriere contre la colonisation du tractus gastro-
intestinal par des bactéries exogenes. Les bactéries commensales en étant plus
nombreuses, par compétition, vont utiliser les nutriments et occuper les espaces
disponibles ne laissant que peu de substrats et de place pour les pathogénes qui ne
peuvent pas coloniser lintestin (c’estla résistance directe a la colonisation des
pathogenes). Par ailleurs, le microbiote produit des bactériocines et est capable de
stimuler la production de peptides anti microbiens (lysozyme) par les cellules
épithéliales. Il induit également la production des IgA sécrétoires et favorise le bon
fonctionnement des jonctions serrées entre les cellules épithéliales, ce qui empéche
I'invasion par des bactéries pathogenes. En modulant I'expression des genes des cellules
épithéliales[15], le microbiote régule ainsi la composition du mucus (c’est la résistance
indirecte a la colonisation des pathogenes).

Lorsque cette barriere est altérée, dii a une flore trop pauvre par exemple, les antigénes
présents dans la lumiére intestinale se retrouvent directement en contact avec les
villosités (bordures en brosse) des entérocytes, qui peuvent se rétracter et entrainer

une hyperpermeéabilité. Les jonctions serrées s’ouvrent et la muqueuse intestinale n’est
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plus suffisamment étanche et peut laisser passer des macronutriments et micro-

organismes pouvant s’avérer pathogenes (Figure 7)
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Figure 7 : Voies transcellulaire et paracellulaire intestinale : La bordure en brosse des entérocytes forme la barriere
transcellulaire, les jonctions serrées forment la barriere paracellulaire. Les deux sont des barriéeres physiques ultra
structurées empéchant l'afflux de bactéries commensales dans des conditions saines. Dans des conditions pathologiques
la bordure en brosse se retrouve en éventail et les jonctions serrées s’ouvrent, les bactéries commensales et pathogéenes
peuvent accéder a la lamina propria. (a) micrographie électronique a balayage vue de face de la barriére en condition
saine, (b) micrographie électronique a transmission de la vue longitudinale des bordures en brosse hautement organisées
dans des conditions physiologiques (c) micrographie électronique a balayage vue de face en condition pathologique et
(d) micrographie électronique a transmission de la vue longitudinale des bordures en brosse désorganisées dans des
conditions pathologiques.|34]

I'o

2.2 Fonctions métaboliques

Les glucides, les protéines et les peptides contenus dans les fibres alimentaires non
digérées dans les parties supérieures, parviennent au colon ou ils vont étre transformés
par le microbiote colique afin, d’'une part de fournir aux bactéries 1'énergie nécessaire a
leur croissance, et d’autre part de produire des métabolites exercant des effets
bénéfique pour 'hote.

La chaine trophique de dégradation des fibres alimentaires commence par les

communautés bactériennes fibrolytiques qui ont le potentiel enzymatique de dégrader
les polyosides complexes en fragments plus petits (oligosides, oses, etc.) (Figure 8). Ces

bactéries sont également glycolytiques puisqu’elles fermentent les oses libérés et en
tirent I'énergie nécessaire a leur croissance. Les produits finaux de la fermentation sont
les acides gras a chaines courtes (AGCC) : acétate, butyrate et propionate. Les bactéries
capables de produire des AGCC sont listées dans le Tableau 1

Durant cette fermentation, des gaz (Hz, CO2) seront produits, ils seront dégradés par les

microorganismes hydrogénotrophes qui utilisent '’hydrogene afin de réduire le dioxyde
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de carbone en méthane (archées méthanogenes) et en acétate (bactéries acétogenes) et
les sulfates en sulfure d’hydrogene (bactéries sulfato-réductrices).[35]

Ces AGCC vont avoir de nombreux réles dans 'homéostasie intestinale. Dans un premier
temps ils constituent une source d’énergie important pour le microbiote[36], ensuite, ils
ont un role immunomodulateur, et semblent étre impliqués dans le maintien d'un état
anti-inflammatoire au niveau intestinal[37]. Cette partie sera détaillée dans le chapitre

4.3.
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Figure 8 : Voies de biosynthése des AGCC. La conversion microbienne des fibres alimentaires dans l'intestin entraine la
synthese des trois principaux AGCC, l'acétate, le propionate et le butyrate. L'acétate est produit a partir du pyruvate via
l'acétyl-CoA et également via la voie Wood-Ljungdahl. Le butyrate est synthétisé a partir de deux molécules d'acétyl-CoA4,
produisant de l'acétoacétyl-CoA, qui est ensuite converti en butyryl-CoA viab-hydroxybutyryl-CoA et crotonyl-CoA. Le
propionate peut étre formé a partir du PEP par la voie du succinate ou la voie de l'acrylate, dans laquelle le lactate est
réduit en propionate. Les microbes peuvent également produire du propionate par la voie du propanediol a partir de
sucres désoxyhexoses, tels que le fucose et le rhamnose. PEP : phosphoénolpyruvate; DHAP :
dihydroxyacétonephosphate[38]
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Tableau 1 : liste des bactéries productrices d’acides gras a chaine courte[39]
Table. 1 Biosynthesis of SCFAs in the intestine

Biosynthesis of SCFAs in the intestine

SCFA Biosynthesis Microorganisms References

Akkermansia muciniphila, Bacteroides spp., Bifidobacterium

spp., Prevotella spp.,

Ruminococcus spp.

acetate Koh et al,, 2016
reductive acetyl-CoA pa-
thway (Wood-Ljungdahl
pathway) pP-

from pyruvate in acetyl-CoA
pathway

Blautia hydrogenotrophica, Clostridium spp., Streptococcus

Bacteroidetes spp, Roseburia spp., Firmicutes, Roseburia inu-
linivorans, Ruminococus spp., Cllostridium spp., Clostridiales

succinate pathway bactrium, Eubacterium spp, Coprococcus spp., Dialister succi-
natiphilus, Phascolarctobaterium succinatutens,

. Akkermansia muciniphila X
propionate - - Reichardt et al., 2014

Clostridium sp., Clostridiales bacterium,
Coproccus catus, Clostridium sp.,

acrylate pathway

Roseburia insulinivorans, Ruminococus spp., Eubacterium halli,

propanediol pathway Clostridium sp.

Roseburia intestinalis, Eubacterium rectale, Roseburia in-

butyryl-CoA transferase:ace-  sulinivorans, Clostridiales bacterium, Anaerostripes hadrus, Reichardt et al., 2014
tate Co-A pathway Coprococcus spp, Clostridium symbiosum, Faecalibacterium Vital et al., 2014
butyrate prasnitzii,
. . Reichardt et al., 2014
butyrate kinase pathway Bacteroidetes spp., Coprococcus spp. Vital et al, 2014

2.3 Fonction immunitaire

Le microbiote intestinal joue un role fondamental dans le développement et la
maturation du systéme immunitaire. La découverte de cette fonction essentielle vient de
'observation des différences entre souris axéniques (élevées en milieux stériles et donc
dépourvues de microbiote) et souris conventionnelles (élevées en animalerie
classique).[40] Les souris axéniques présentaient de nombreuses anomalies au niveau
du systeme immunitaire intestinal comme une diminution des lymphocytes intra-
épithéliaux, un déficit en certaines populations lymphocytaires T, une diminution de la
sécrétion intestinale d’IgA, de la concentration d'immunoglobulines sériques et de la
production de cytokines. Mais le plus intéressant est que ces anomalies ne se
cantonnaient pas au systeme immunitaire intestinal, puisqu’on observait dans la rate et
les ganglions lymphatiques des zones lymphocytaires atrophiées. Par ailleurs, quelques
semaines apres l'inoculation du microbiote de souris conventionnelles a ces souris
axéniques, 'ensemble de ces anomalies disparaissaient.

L’homéostasie intestinale est notamment sous la dépendance d’'un équilibre entre les
lymphocytes T effecteurs (Th17 principalement) et les lymphocytes T régulateurs
(Treg). Il a récemment été montré que certaines bactéries stimulent particulierement les
populations Th17 intestinales alors que d’autres stimulent les Treg par I'intermédiaire

des acides gras a chaines courtes qu’elles produisent. Elles participent ainsi au maintien
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de I'homéostasie intestinale. Le lien entre microbiote et systéme immunitaire sera traité

plus en détail au chapitre 4 :

3. Evolution du microbiote au cours de la vie

Comme nous l'avons déja expliqué, le microbiote intestinal est influencé par de
multiples facteurs, notamment le mode d'accouchement et d'alimentation du

nourrisson. Mais il existe d’autres facteurs qui influencent son évolution.

3.1 Exposition aux antibiotiques

En détruisant aussi bien les bactéries pathogénes que commensales, les antibiotiques
peuvent modifier la composition microbienne et entrainer une perte de résistance a la
colonisation. Par conséquent, 1'hdte peut étre rendu vulnérable a la colonisation future
par d’autres agents pathogéenes et une dysbiose peut s’installer entrainant des troubles
digestifs et une vulnérabilité accrue. De maniére générale cette dysbiose sera transitoire
dans la majorité des cas, le microbiote étant assez résilient[41]. Néanmoins, |'altération
du microbiote dépendra de la sensibilité des bactéries vis-a-vis de I'antibiotique, du
spectre de I'antibiotique utilisé et de sa durée d’utilisation : il a été démontré que I'effet
de l'utilisation, méme a court terme (7j) d’antibiotique a large spectre avec une
couverture anaérobie prédominante (par exemple la clindamycine) pouvait durer

jusqu’a deux ans avec une altération persistante de la diversité des Bacteroides[42].

3.2 Le régime alimentaire

L'alimentation est le déterminant le plus important dans la composition, la diversité et la
richesse du microbiote, méme a 1'age adulte. En général, une alimentation riche en fruits,
légumes et céréales est associée a une richesse et une diversité plus élevées du
microbiote intestinal. Les individus consommant ce type de régime ont une plus grande
abondance d'organismes métabolisant les glucides insolubles comme ceux du phylum
des Firmicutes tels que Ruminococcus bromii, Roseburia et Eubacterium rectale[43]. 1l a
été récemment montré qu'une administration pendant 4 jours d’'un régime a base de
protéines animales entrainait une diminution de l'abondance de Firmicutes et une
augmentation de celle des organismes tolérants a la bile tels que Alistipes sp. et
Bacteroides sp. du phylum Bacteroidetes et Bilophila sp. du phylum Proteobacteria. Cela
indique que des changements alimentaires tres courts peuvent avoir un impact

substantiel sur le microbiote intestinal[44].
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3.3 Le vieillissement

La variabilité interindividuelle des souches qui composent le microbiote des personnes
agées est tres importante et est supérieure a celle observée chez des adultes plus jeunes.
On observe une diminution significative des proportions relatives de Bacteroidetes et

Firmicutes chez les adultes plus agés.[26]

3.4 Certaines maladies chroniques

Dans certaines maladies telles que les maladies inflammatoires chroniques de 'intestin
(MICI), le diabete, I'obésité, il a été observé une modification caractéristique dans la
composition de la flore intestinale.

De nombreuses études ont documenté des différences dans la composition du
microbiote intestinal des patients atteints de MICI, en particulier en ce qui concerne la
diversité microbienne et 1'abondance relative de taxons bactériens spécifiques. En effet
on note une modification du rapport Firmicutes/Bacteroidetes, avec un rapport qui
s’échelonne de 1/1 a 3/1 au lieu de 10/1 chez le sujet sain. On constate un déficit
marqué du groupe Firmicutes (Faecalibacterium prauznitzii producteurs de AGCC), a la
fois en nombre d’especes et en proportion et inversement, les Protéobactéries, tels que
les Enterobacteriaceae (Escherichia coli) sont couramment augmentées[45]. Les études
en cours cherchent a déterminer si cette dysbiose est une cause ou une conséquence de

la pathologie.

4. le systeme immunitaire intestinal

Le premier rempart contre les agents pathogenes est la barriere physicochimique
formée par le mucus et les cellules épithéliales. Dans le colon, le mucus forme un film
muqueux tres épais qu’'on peut séparer en deux couches : une couche externe fluide ou
s’accumulent les bactéries qui y puisent les substrats nécessaires a leur croissance, et
une couche interne tres dense et quasiment stérile, limitant les contacts directs des
micro-organismes avec I'épithélium (Figure 9). De plus, les cellules de Paneth avec les
entérocytes adjacents, vont produire et libérer dans la lumiere intestinale des AMP :
peptides antimicrobiens (lysozyme, a-défensine, Regllly...) (Figure 9) qui vont coopérer
avec le mucus afin de réduire les contacts entre microbes et épithélium. Des études ont
mis en évidence le réle crucial des AMP dans la défense muqueuse de 'hote, indiquant

qu'ils affectent directement le microbiote dans la lumiere intestinale[46][47].
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Notamment RegllI cible spécifiquement les bactéries Gram-positives et Regllly joue un
role essentiel dans la séparation des bactéries de 1'épithélium intestinal. Son absence
conduit a une colonisation bactérienne accrue sur 1'épithélium et a l'activation de
I'immunité adaptative.[48] Certains AMPs sont synthétisés de maniere constitutive mais
d’autres vont étre produits apres stimulation des récepteurs de I'immunité innée par les

bactéries du microbiote lors de la détection d’'une agression.

Small Intestine Large Intestine

Lumen

Basolateral

slgA-producing
plasma cell

O

Figure 9 : barriére physico-chimique de I'épithélium intestinal[49]

Les cellules caliciformes produisent de la mucine, qui est organisée en un gel de protéoglycane interne dense formant une
couche muqueuse interne adhérente a I'épithélium, et une couche muqueuse externe moins densément réticulée
fortement colonisée par des constituants du microbiote s'attachant et fournissant des acides gras a chaine courte. La
couche muqueuse interne est imperméable a la colonisation ou a la pénétration bactérienne, en raison de sa forte
concentration d'’AMP bactéricides, ainsi que d'IgA sécrétoires (slgA), qui sont transportées a travers les IEC ol elle sont
liées par le récepteur d'immunoglobuline polymérique (pIgR). Les cellules [ymphoides innées (ILC), y compris les cellules
LTi et NK-22, réagissent aux signaux du microbiote pour produire IL-22, un important stimulateur de la production
d'AMP. 1l existe une stimulation continue du microbiote pour induire la production de peptides antimicrobiens (AMP), a
la fois par les entérocytes et par les cellules de Paneth.

Lamina propria

La deuxieme ligne de défense est l'activation des cellules immunitaires. C’est d’abord le
systéme immunitaire innée qui est mis en jeu car rapidement mobilisable mais non
spécifique a I'agent pathogene, puis en réponse aux signaux des cellules de I'immunité
innée, la réponse adaptative s’active, plus lente a mobiliser mais apportant spécificité et
meémoire.

Toutes ces cellules interagissent entre elles grace aux cytokines qui sont sécrétées par
I'ensemble des cellules immunitaires. Ce sont des protéines qui en se liant aux
récepteurs des cellules cibles, sont capables de déclencher des cascades de signalisation

intracellulaire qui modifieront I'expression des genes des cellules cibles et donc de
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réguler leur activité. Elles peuvent avoir une action pro-inflammatoire (TNF-q, IL-1, IL-
6, IL-12, IL-18) ou anti-inflammatoire (IL-10 ou le TGF-f3). Ces derniers jouent un role de
régulation permettant ainsi que la réaction inflammatoire ne devienne exagérée et donc

pathologique.

4.1 L'immunité innée
L’'immunité innée permet la défense de 1'organisme contre les agents infectieux de facon

immédiate car elle ne nécessite pas de division cellulaire. Elle est constituée de plusieurs
type de cellules disséminées dans la lamina propria : (Figure 10) macrophages, cellules
dendritiques et les cellules lymphoides innées. Les macrophages et les cellules
dendritiques sont capables de se comporter en cellules présentatrices de I'antigene.

Les agents pathogenes, ayant traversés le mucus puis adhérés a I’épithélium intestinal
vont générer des signaux distincts percus par les cellules de I'immunité innée. Ces
dernieres, grace a leur récepteur PRR (pattern recognition receptors) reconnaissent des
motifs particuliers spécifiques aux microorganismes appelés MAMP et PAMP (motifs
moléculaires associés aux agents pathogenes) pour les agents pathogenes. L'interaction
PAMP-PRR va déclencher la réponse inflammatoire avec sécrétion d’IL-1f et activation
de I'immunité adaptative. Une fois les PRR activés, les cellules immunitaires innées
agissent directement pour détruire ou limiter la progression de I'agent infectieux. Cette
réponse tres rapide débute dans les minutes qui suivent l'infection mais ne permet pas
'élaboration d’'une mémoire immunologique lorsque I'hdte est a nouveau confronté au

méme agent infectieux. On distingue plusieurs familles de PRR tels que les TLR (toll-like
receptor), les NLR (nod-like receptor) ou encore les RLR (rig-like receptor). Par exemple

lors d’une infection avec un virus a ARN ce sont les TLR 7-8 qui vont reconnaitre le
PAMP du virus.

Un autre moyen d’identifier les agents pathogénes se fait par I'intermédiaire des cellules
M. Ce sont des cellules particulieres de I’épithélium intestinal qui, grace a leur activité de
transcytose et d’endocytose, vont collecter les antigénes présents dans la lumiére et les
transporter vers les cellules dendritiques.

Détaillons ces différentes cellules immunitaires :

32



4.1.1 Les macrophages:

Les macrophages sont les cellules les plus nombreuses dans la lamina propria. lls sont
renouvelés en permanence a partir des monocytes sanguins puis se différencient dans
l'intestin ou ils deviennent sécréteurs d’IL-10 et acquierent une activité trés importante
de phagocytose. Notons que cette cytokine anti-inflammatoire participe au
conditionnement des macrophages qui deviennent tolérants aux signaux pro-
inflammatoires émis par les bactéries du microbiote. Ainsi une bactérie intestinale ayant
franchi I'épithélium, va étre éliminée par les macrophages sans provoquer de réaction
délétere. Néanmoins, en cas d’infection par des micro-organismes appartenant au « non-
soi », des monocytes sanguins non conditionnés, capable de produire de grandes
quantités de cytokines inflammatoires (TNFa et IL1[3), sont recrutés localement afin de

participer a leur élimination.

4.1.2 Les cellules dendritiques : CD

Les cellules dendritiques intestinales permettent de reconnaitre les agents pathogénes
extérieurs et de générer une réponse immune adaptative. Grace a leur dendrites, elles
captent les antigénes de la lumiere intestinale vers le GALT dans la lamina propria afin
de les présenter aux lymphocytes T. Contrairement aux macrophages qui restent dans la
muqueuse, les cellules dendritiques, en migrant dans les ganglions mésentériques,

peuvent recruter et activer des lymphocytes naifs. Elles produisent de I'IL-23.

4.1.3 Les cellules lymphoides innées

Les cellules lymphoides innées (ILC: innate lymphoid cells) forment une famille
d’effecteurs tissulaire dépourvus de récepteur spécifique a 'antigéne. Localisées dans
les tissus et dans les cellules épithéliales, elles sont capables de produire des cytokines
rapidement. Du fait de I'existence de similitude entre les ILC et les lymphocytes T activés
en ce qui concerne les facteurs de transcription et les cytokines produites, la

nomenclature des lymphocytes T auxiliaires a été utilisée pour établir celle des ILC.

On peut classer les ILC en deux groupes : les ILC cytotoxiques (les cellules Natural Killer :
NK) capable de reconnaitre les PAMP et produisant de I'Interféron-y (IFN-y) et les ILC

auxiliaires.
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Les ILC auxiliaires sont divisés en 3 types: les ILC1 produisant de I'IFN-y, les ILC2
producteurs d’IL-5 et d’'IL-13 etles ILC3 sécrétant I'[L-17 et IL-22.[50]
L’'[L-22 va stimuler la production de mucus et d’AMP par I'épithélium, il va aussi

favoriser 'homéostasie et la réparation de I'épithélium lors d’'une infection[51]
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Figure 10 : représentation des différentes cellules de la muqueuse intestinale. Une seule couche de cellules épithéliales
intestinales (IEC) fournit une barriére physique qui sépare les milliards de bactéries commensales dans la lumiére
intestinale de la lamina propria sous-jacente. Les IEC qui tapissent la lumiére sont baignées de nutriments, de bactéries
commensales, d'[gA et de mucus produit par les cellules caliciformes. Ces IEC se différencient ensuite en entérocytes
villeux ou coliques, qui absorbent les nutriments (intestin gréle) et l'eau (c6lon). En plus des entérocytes différenciés et
des cellules caliciformes, les IEC progénitrices se différencient a la fois en cellules entéroendocrines, qui sécrétent des
hormones entériques, et en cellules de Paneth a la base des petites cryptes intestinales. Sous les IEC, la lamina propria est
constituée de cellules stromales (myofibroblastes), de cellules B (en particulier de plasmocytes producteurs d'IgA), de
cellules T, de macrophages et de cellules dendritiques. Certains sous-ensembles de cellules T et de cellules dendritiques se
localisent entre les IEC. L'intestin gréle a des régions d'épithélium spécialisé appelées tissu associé aux follicules et
également des cellules microfold (M) qui recouvrent les plaques de Peyer. IEL= lymphocyte intraépithélial [52]

4.2 Immunité adaptative :

L'immunité adaptative est activée a la suite de la reconnaissance d'agents infectieux par

le systéeme immunitaire inné.

L’initiation de la réponse immunitaire adaptative a lieu dans des sites spécifiques
appelés follicules lymphoides, ils peuvent étre isolés (ILF : follicules lymphoides isolés)
ou s’agréger entre eux sous forme de structures organisées telles que les plaques de
Peyer (PP) dans l'intestin gréle (voir Figure 10). Les ILF et les PP font partie des tissus
lymphoides associés au tube digestif (GALT): c’est le principal support du systéme

immunitaire intestinal.
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4.2.1 Le GALT

Le GALT est composé de plusieurs types de tissus lymphoides stockant les cellules
immunitaires (dont les lymphocytes B et T). Il n’est pas uniformément présent dans le
tube digestif, mais concentré a plusieurs endroits ; comme par exemple dans les plaques
de Peyer de l'intestin gréle, dans les végétations adénoides du pharynx, dans les plaques
caecales ou dans les plaques coliques (agrégats lymphoides). Il existe également des
centaines de follicules lymphoides isolés, sous forme de structures uniques, dispersées

dans l'intestin gréle et le colon.

4.2.3 Les lymphocytes T

[Is éliminent les agents pathogénes au cours de la réaction de défense de 1'hote et
induisent une inflammation des tissus. Si cette inflammation est importante, elle
entrainera une destruction des tissus. Comme pour les ILC, les Lymphocytes T peuvent

étre classés en deux groupes : les LT cytotoxiques : CD8* et les LT effecteurs : LT CD4+

Les cellules dendritiques présentent les antigenes aux lymphocytes T naifs qui, au sein
du GALT, sont activés. Au cours de cette phase d’activation les lymphocytes naifs
acquierent des récepteurs membranaires, dits de « homing », qui leur permettent, apres
un circuit a travers la lymphe et le sang, de finaliser leur maturation et de retourner
dans la lamina propria ou ils contribuent a la phase effectrice de la réponse immunitaire

en produisant des cytokines.

Selon I'environnement inflammatoire, les lymphocytes T naifs prendront un phénotype
effecteur (pro-inflammatoire) ou régulateur (anti-inflammatoire). Leurs fonctions

s’équilibrant pour maintenir une inflammation physiologique.

Les lymphocytes T effecteurs CD4+ sont les Th1, Th2 et Th17:

Les Th1l vont apporter une réponse aux infections bactériennes intracellulaires, ils
produisent de I'IL-2 et de I'lFN-y qui favorise 'activité phagocytaire des macrophages.
Les Th2 sont impliqués dans la réponse aux infections parasitaires, ils synthétisent les
IL-4, IL-5 et IL-13.

Les Th17 produisent de I'lL-17 et de I'IL-22. Ces lymphocytes sont totalement absents
dans l'intestin des souris axéniques et sont importants pour contenir les bactéries dans

la lumiére intestinale. En effet, I'IL-17 stimule la production de peptides antimicrobiens
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par I'épithélium et favorise le recrutement de polynucléaires neutrophiles. En outre, I'IL-
17 induit I'expression du pIgR et favorise ainsi la transcytose efficace des IgA. (Figure 9)
En cas de 1ésion de la barriere épithéliale, les bactéries normalement présentes dans le
mucus peuvent venir au contact de la muqueuse et alors amplifier les réponses Th17 et
Th1, en provoquant une inflammation pathologique.

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont un composant régulateur majeur de la
tolérance immunitaire et de l'inflammation. Ils synthétisent du TGF-f3 et de I'lL-10 qui
vont permettre de réduire I'activation des cellules dendritiques et d’éviter des réponses

inflammatoires excessives.

4.2.2 Les Lymphocytes B

Les cytokines sécrétées par les Lymphocytes T permettent I'activation des lymphocytes
B dans les plaques de Peyer. Les cellules B activées génerent systématiquement des
plasmocytes produisant des IgA qui une fois fixées sur le récepteur des
immunoglobulines polymériques (pIgR), sont transportées dans la lumiére intestinale
sous forme d’IgA sécrétoires (SIgA) ou elles forment des complexes avec les bactéries,
favorisant leur accrochage au mucus et leur exclusion. Les SIgA complétent ainsi tres
efficacement les mécanismes immuns innés pour circonscrire les bactéries dans la

lumiere intestinale. Ils participent ainsi a I'homéostasie intestinale. (Figure 11)
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Figure 11 Schéma simplifié de I'immunité mucosale : le mucus produit par I'épithélium intestinal représente une barriére
physique contre les pathogeénes. Il recouvre I'épithélium intestinal. Les cellules épithéliales reconnaissent des motifs
particuliers propres aux microorganismes via leurs différents récepteurs PRR de I'immunité innée (pattern recognition
receptors). L’épithélium comprend également des cellules particuliéres, les cellules M, capables de collecter les antigenes
présents dans le lumen et de les transporter vers les cellules présentatrices d’antigeénes (cellules dendritiques,
macrophages et lymphocytes B) présentes dans la lamina propria (c’est-a-dire le tissu conjonctif sous-jacent a
I'épithélium intestinal). Ces cellules présentatrices d’antigénes sont responsables de I'activation des lymphocytes T au
cours de la réponse adaptative. Des lymphocytes de type inné, regroupant les cellules lymphoides de type inné (innate
lymphoid cells, ILC), les lymphocytes T natural killer (NKT) et les [ymphocytes T y§ s’activent également.

En réponse aux signaux des cellules de 'immunité innée, la réponse adaptative s’active ensuite. La différenciation des
cellules du systeme adaptatif en cellules effectrices est conditionnée par un cocktail de cytokines et de molécules de
surface. Le mode d’infection ainsi que la nature du pathogéne déterminent les sous-populations de lymphocytes T et B qui
sont mises en jeu. Les lymphocytes B se différencient en plasmocytes, sécrétant des anticorps. Dans les muqueuses, c’est
principalement une réponse anticorps de type IgA qui se met en place. Les anticorps IgA passent en effet la barriére
épithéliale et peuvent se lier a des microorganismes présents dans la lumiére, ce qui limite la colonisation de I'épithélium
intestinal et facilite leur élimination [53]

Une fois I'antigene éliminé, la plupart des lymphocytes T, devenus inutiles, meurent par
apoptose et environ 5 % restent. Ils correspondent aux lymphocytes T mémoire. Ils sont
capables de réagir plus rapidement, plus efficacement, et plus vigoureusement que les
lymphocytes T naifs lors d’'une rencontre ultérieure avec le méme pathogene: c’est la

réponse secondaire.

Bien que séparés par le mucus et I'épithélium intestinal, le microbiote et les cellules du
systéme immunitaire communiquent. Le recrutement et l'activation des cellules

immunitaires sont orchestrés par des signaux provenant du microbiote.
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4.3 Impact du microbiote intestinal sur le systéeme immunitaire
muqueux

bY

Les bactéries commensales de lintestin participent a I’éducation du systeme
immunitaire : elles permettent la différenciation de certaines populations immunitaires
et l'activation d’un programme inflammatoire et antimicrobien permettant de résister
aux pathogenes intestinaux.

Le maintien de I'homéostasie immunologique de la muqueuse exige une discrimination
entre des milliards de microbes bénéfiques et des envahisseurs pathogénes rares.
L'homéostasie intestinale est caractérisée par la dominance des membres anaérobies
obligatoires des Firmicutes et des Bacteriodetes, alors qu'une expansion des
Enterobacteriaceae anaérobies facultatives est un marqueur commun de la dysbiose
intestinale.[54]

La plupart des bactéries commensales sécretent des métabolites tels que des acides gras
a chailne courte, qui diffusent dans le mucus. Ces métabolites sont transmis, via les
cellules M, aux cellules immunitaires sous-jacentes, et orchestrent leur différenciation.
Les effets des AGCC sont multiples : ils permettent d’améliorer la fonction de barriere
épithéliale et favorisent la tolérance immunitaire et ’homéostasie intestinale par le biais
de mécanismes spécifiques tels que la production accrue de mucus par les cellules
caliciformes intestinales, I'induction de la production d’AMP, I'inhibition du facteur de
transcription NF-kB et 'augmentation de la sécrétion d'SIgA par les cellules B. Les AGCC
ont une action anti-inflammatoire en augmentant le nombre de Treg ainsi que la
production d'IL-10 des cellules T CD4+. Le butyrate et certains Lactobacillus (en

particulier, L. reuteri) sont capables de stimuler les ILC 3 afin de produire de I'lL-22.

Les bactéries commensales telles que Clostridium cluster 1V, XIVa et XVIII, Bacteroides
fragilis et la flore de Schaedler altérée (ou ASF, c’est un ensemble de huit commensaux)
favorisent la différenciation et 1'expansion des cellules Treg dans l'intestin. En outre,
certaines bactéries commensales adhérent aux cellules épithéliales de maniere
physiologique. C’est le cas des bactéries filamenteuses segmentées (SFB) qui
déclenchent une réponse Th17 physiologique entrainant une inflammation constitutive
a bas bruit, permettant I'’éducation du systéme immunitaire[55]. L'ATP d'origine

microbienne stimule aussi les cellules Th17 intestinales[56]

L'adhérence accrue des SFB sur I'épithélium induit I'expression et la libération de sérum

amyloide A (SAA) a partir des cellules épithéliales intestinales, et la SAA potentialise la
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production d'IL-1f3 et d'IL-23 dans les phagocytes. Ce sont deux cytokines qui favorisent
de maniere synergique la production de I'lL-22 dans I'ILC3. L'IL-22, a son tour, renforce
la production d'IL-13 médiée par le SAA par les phagocytes, ce qui régule a la hausse la
production d'IL-17 dans les cellules T CD4+. On ne sait toujours pas quels signaux
distincts de SFB sont essentiels pour la libération de SAA des IEC, et si ce mécanisme
induisant I'[L-17 est unique a SFB ou s’il est commun a toutes les bactéries symbiotiques

avec des caractéristiques adhésives IEC. (Figure 12)

De plus, le polysaccharide-A (PSA) de Bacteroides fragilis induit une réponse IL-10 dans
les cellules T intestinales, ce qui empéche l'expansion des cellules Th17 et des
dommages potentiels sur la barriere muqueuse. En revanche, le mutant B. fragilis
dépourvu de PSA a un profil pro-inflammatoire et ne parvient pas a induire 1'lL-10. Il a
été proposé que la production de PSA par B. fragilis joue un réle déterminant dans le

succes de la bactérie en tant que commensal.

La différenciation des cellules Th1 spécifiques de l'antigéne peut étre favorisée par des

agents pathogenes intracellulaires tels que Listeria monocytogenes et Toxoplasma gondii.
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Figure 12 : Modulation microbienne des lymphocytes effecteurs et régulateurs : Les bactéries commensales telles que
Clostridium cluster 1V, XIVa et XVIII, Bacteroides fragilis et la flore de Schaedler altérée (ASF) favorisent la différenciation
et I'expansion des cellules Treg dans l'intestin par divers mécanismes, tandis que I'’ATP d'origine microbienne et les
bactéries adhérant a I'épithélium telles que les bactéries filamenteuses segmentées (SFB) stimulent I'induction des
cellules Th17 intestinales. La différenciation des cellules Th1 spécifiques de I'antigéne peut étre favorisée par des agents
pathogeénes intracellulaires tels que Listeria monocytogenes et Toxoplasma gondii. Les antigénes du microbiote sont
reconnus via (1) des dendrites transépithéliales de cellules dendritiques (DC), (2) une transcytose a travers des cellules
microfold (cellule M) ou (3) des passages d'antigéne associés aux cellules caliciformes (GAP), puis induisent la
différenciation des cellules T dans les ganglions lymphatiques mésentériques ou de novo dans la lamina propria.[57]
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Dans l'intestin, I'équilibre entre les lymphocytes effecteurs et les lymphocytes régulateurs est
primordial : il a une profonde influence sur la fagon dont la muqueuse réagit face a un
élément pathogene. Par exemple, chez les souris soumises a des lésions de la muqueuse
induites par des agents chimiques ou pathogenes, les cellules Th17 ont un effet bénéfique car
elles induisent une lyse de I’agent pathogene favorisant la guérison. En revanche, chez les
souris avec absence de Treg, les Thl et Thl7 vont induire une inflammation chronique
aboutissant a une colite[54]. Il est probable que les maladies intestinales inflammatoires chez
I'homme puissent étre déclenchées de la méme maniere par un déséquilibre influencé par le

microbiote.

5. Microbiote pulmonaire

La connaissance de I'existence d'un microbiote pulmonaire est trés récente, avant il était
admis que le poumon était un organe stérile et que la présence de micro-organismes
était liée a une contamination ou une infection.

La mise en place du microbiote pulmonaire est tres rapide comparée a celle du
microbiote intestinal car en a peine 2 mois de vie, il a achevé sa maturation[58]. Il est
alimenté par des microbes provenant du réservoir bucco-dentaire en premier lieu, du
réservoir digestif et de l'air inhalé. Le microbiote pulmonaire est la résultante d'une
balance entre migration (par inhalation, micro-aspiration, dispersion a partir de la
muqueuse oropharyngée) et élimination (par I'ascenseur muco-ciliaire et la toux, ainsi
que par compétition entre micro-organismes) a laquelle s’ajoutent les conditions
pulmonaires in situ qui sélectionnent les especes les plus adaptées (selon la
concentration en oxygene, les défenses de I'hote, I'antibiothérapie, la température, le pH
et les nutriments présents)[59]

Le microbiote pulmonaire bactérien est composé en grande majorité de bactéries
anaérobie stricte : on distingue deux principaux phyla : celui des Bacteroidetes constitue
pres de 50% de la diversité bactérienne totale avec notamment les genres Prevotella,
Veillonella, Fusobacterium ou Porphyromonas suivi du phylum Firmicutes, puis dans une
moindre proportion on retrouve des Proteobacteria et Actinobacteria[60].

Le microbiome bactérien est caractérisé par:

- une faible densité bactérienne : 20 a 1200 bactéries pour 1000 cellules humaines dans
le parenchyme pulmonaire [61]; qui est du a la complexité anatomique de I'organe et la

surface du tractus respiratoire ( 60 a 80m?).
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- Une forte biodiversité. Si la richesse en nombres de bactéries du microbiote
pulmonaire est bien moindre que celle du microbiote intestinal, sa diversité est en
revanche bien supérieure [62]; ceci pourrait expliquer son importante capacité de
résilience.

A co6té du microbiote bactérien, il existe un mycobiome pulmonaire avec une
colonisation par des micromycetes (Aspergillus, Cladosporium, ou Saccharomyces)[63], il
semble étre particulierement influencé par le régime alimentaire, 'environnement et le
statut immunitaire de ’hote[64]

Le virome pulmonaire est composé de virus eucaryotes et de bactériophages comme
Influenzavirus, Coronavirus, Bocavirus, Papillomavirus[65]. Il est variable d’un individu a
un autre et est tres sensible a la saisonnalité.

Bien que peu de données soient disponibles, un Archaeome avec cinq phyla ont pu étre
identifiés:  Euryarcheota, Thaumarchaeota Diapherotrites, ~Woesarchaeota et
Aenigmarchaeota [66]

Le contexte actuel de la pandémie de COVID-19 a permis la constitution de
biocollections importantes de prélevements respiratoires, qui nous permettront dans
quelques années, d’accroitre nos connaissances sur la présence, les interactions et le
role de ces micro-organismes.

Comme pour le microbiote intestinal, le microbiote pulmonaire joue un réle crucial dans
la maturation du systéeme immunitaire. En effet, 'apparition des bactéries anaérobies
strictes est corrélée a l'émergence de lymphocyte T régulateurs, ce phénomene
permettrait d’induire une tolérance aux allergenes.[67] Par ailleurs, le microbiote
pulmonaire et plus largement le microbiote respiratoire est tres largement engagé dans

les infections virales [68] notamment les pneumopathies liées au SARS-CoV-2.
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PARTIE 2 :
LE VIRUS SARS-CoV-2

ihe e » "

Figure 13 :A gauche virus SARS-CoV-2 accrochés aux cellules épithéliales respiratoires humaines observées au microscope
électronique a transmission, a droite une cellule infectée par le virus [69]
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INTRODUCTION :

Nous vivons actuellement avec la maladie du COVID-19 (COronaVirus Disease-2019)
apparue en décembre 2019, soit un peu plus d’'un an depuis le début de la rédaction de
cette these. Le COVID-19 (Figure 13) s’est disséminé partout dans le monde et le 11
mars 2020 a été déclaré comme étant une pandémie par 1'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) [70].

En Mars 2020, dans '’hypothése ou aucune mesure n’aurait été prise dans le monde, les
chercheurs de I'Imperial College de Londres[71] estimaient que le nombre de victimes
pouvait atteindre 40,6 millions de morts pour 7 milliards de personnes contaminées soit
la quasi-totalité des habitants de cette planete (estimée a 7,8 milliards en 2020). Méme
si les résultats furent critiqués, ils rendent compte du potentiel destructeur du virus.
Aussitot cette étude publiée, de nombreux chefs d’Etat ont changé leur stratégie et ont
imposé une distanciation sociale entre les individus en instaurant un confinement total
de la population. Ce confinement a permis de ralentir 'engorgement du systeme de
santé mais a paralysé 1'économie mondiale.

A la date du 2 septembre 2021, le virus causal a infecté plus de 219 millions de
personnes dans plus de 220 pays et territoires et a entrainé plus de 4,5 millions de
morts[72]. Selon 'OMS c’est la plus grande crise sanitaire depuis la pandémie de grippe

espagnole en 1918.

1. Origine

En décembre 2019, un nouveau coronavirus était identifié dans la ville de Wuhan,
province de Hubei en Chine: le SARS-CoV-2 (Figure 14), chez des patients qui
présentaient des pneumopathies séveres inexpliquées[73]. Apres le SARS-CoV en
2002 en Chine, puis le MERS-CoV en 2012 dans la péninsule arabique, tous deux
responsables de syndromes de détresse respiratoire souvent mortels, il s’agit de la

troisieme menace sanitaire mondiale liée a un coronavirus en moins de vingt ans.

2. Phylogénie et structure du SARS-CoV-2
2.1 Phylogénie

Les coronavirus (CoVs), responsables d’'infections respiratoires et digestives chez de

nombreux mammiféeres et oiseaux, sont divisés en quatre genres (AlphaCoVs, BetaCoVs,
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GammaCoVs et DeltaCoVs) (voir Figure 15). Jusqu'en 2019, six étaient connus comme
responsables d’'infections humaines: deux alphacoronavirus (HCoV-NL63, HCoV-229E)
et quatre betacoronavirus (HCoV-0C43, HCoV-HKUI, SARS-CoV, MERS-CoV). Un nouveau
betacoronavirus, le SARS-CoV-2 (Figure 15), est isolé en Chine chez des patients

présentant un tableau de pneumonie virale sévere.

Coronavirinae A
) [ Alphacoronavirus 1
—Alphacoronavirus HCoV-229}

HCoV-NL63

Coronavirus murin
r Lignée A HCoV-OCA43
HCoV-HKU1
SARS-CoV-1

Lignée B — E 3
— Betacoronavirus —< 9 I:l Séa'?th%(\}\-‘,RiTG 13
GD Pangolin-CoV

Lignée C — MERS-CoV
Ll ignée D — Bat-CoV-HKU9
F—Gammacoronavirus Coronavirus aviaire
—Deltacoronavirus BuCoV-HKU11

Figure 14 : Phylogénie simplifiée des coronavirus humains (HCoV). Les HCoV faiblement pathogénes sont représentés en
bleu et les HCoV fortement pathogenes en rouge.[74]

2.2 Structure et génome du SARS-CoV-2

2.2.1 Structure du virus

Le SARS-CoV-2 forme une particule sphérique d’'un diametre de 100-160 nm composés
d’ARN simple brin polarisé positivement (29,9 kb) et de quatre protéines de structures
(Figure 15): la protéine Spike (S) sous forme trimérique qui se lie au récepteur
cellulaire, deux autres protéines transmembranaires (la glycoprotéine d’enveloppe [E],
de membrane [M]) et la protéine de la nucléocapside (N). La nucléocapside, hélicoidale,
formée de ’ARN viral complexé a la protéine N est enchassée a 'intérieur de I'enveloppe
phospholipidique. La protéine S est la protéine qui lie le récepteur cellulaire du SARS-
CoV-2 (ACE2) et permet 'entrée dans la cellule. Elle est formée de deux sous-unités:
S1 qui contient le domaine de liaison au récepteur cellulaire, et S2 qui est essentiel pour

la fusion du virus a la membrane cellulaire[75].
2.2.2 Génome

Les deux tiers du génome codent pour un vaste gene réplicase (composé de orfla et
orf1lb) qui sera traduit en deux polyprotéines (ppla et pplb), par la suite clivées en seize

protéines non structurales incluant deux protéases et une ARN-polymérase ARN-

44



dépendante indispensables a la réplication virale. Le tiers restant du génome code
essentiellement pour les protéines de structures et de multiples ORF (Open Reading
Frames) via la transcription en ARN sous-génomiques. Ces protéines non structurelles
jouent un réle important dans le détournement de la machinerie cellulaire au profit du

virus et dans la production et la maturation de I'ARN viral.
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Figure 15 :Représentation schématique de la structure du virus SARS-CoV-2 (A) et de l'organisation du génome (B) [76]
2.3 Une anthropozoonose

Le SARS-CoV-2 appartient aux virus apparentés au SARS-CoV qui ont comme réservoir
la chauve-souris. Bien que le génome du SARS-CoV-2 ait 79 % et 52% d’homologie avec
respectivement le SARS-CoVet le MERS-CoV, les virus les plus proches
phylogénétiquement sont des coronavirus de la chauve-souris, notamment le RaTG13-
CoV (96 % d’homologie)[77] (Figure 14). Les chauves-souris vivant loin des
communautés humaines, un hote intermédiaire a probablement favorisé le passage
inter-espece, comme 'ont été la civette palmée pour le SARS-CoV et le dromadaire pour
MERS-CoV[78]. Dans le cas du SARS-CoV-2, le pangolin, mammifere sauvage notamment
consommé en Chine et dont la niche écologique recouvre celle des chauves-souris,
pourrait avoir joué ce role, comme le suggere I'isolement d’'une souche de coronavirus
du pangolin trés proche phylogénétiquement du SARS-CoV-2 (92 % d’homologie)[79].
Par ailleurs, par rapport au SARS-CoV et aux coronavirus de la chauve-souris, le SARS-
CoV-2 présente une modification importante du domaine liant de récepteur situé sur la
protéine S et responsable d'un gain d’affinité pour son récepteur ACE2[77], [80]. Ce
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domaine de liaison est retrouvé quasiment a l'identique (seulement un acide-aminé
différent) chez un coronavirus du pangolin accréditant 'idée officielle que I’évolution du
virus au contact du pangolin pourrait avoir favorisé le passage a 'homme, possiblement

via la translocation du domaine de liaison[81].

3. Transmission, infection cellulaire et cycle de réplication

3.1 Transmission

3.1.1 Transmission aérienne

Le SARS-CoV-2 se transmet essentiellement par 'émission de gouttelettes respiratoires
chargées de particules virales lorsqu’une personne contaminée tousse, éternue, parle ou
chante. Les gouttelettes supérieures a 5-10um, qui en général ne peuvent pas aller au-
dela de deux metres, vont se déposer sur les surfaces a proximité de la personne
contaminée. Par contre les gouttelettes de diametre inférieur a 5um (appelées noyaux
de gouttelettes) sont dispersées dans l'air sous forme d’aérosol. Plus le diameétre des
gouttelettes émises par la personne infectée est faible, plus ces gouttelettes peuvent étre
entrainées a distance par l'air ambiant, et y rester en suspension. Le virus peut ainsi
s'accumuler dans l'air intérieur d’'un local mal ventilé et conduire a sa transmission
aéroportée. Dans les espaces confinés, ces microgouttelettes resteront en suspension
dans l'air pendant des heures (minimum 3h avec une demi vie de 1h) et pourront se
propager a plusieurs metres [82], [83]. Par conséquent, le port du masque, une bonne
ventilation de la piece et l'application appropriée de désinfectant vont limiter la
propagation du virus.

Le SARS-Cov-2 peut aussi se transmettre par contact des muqueuses (nasales, buccales
ou conjonctivales) avec des surfaces infectées. Le virus peut survivre plusieurs jours sur

des surfaces inertes. (Voir Figure 16)
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LA DUREE DE VIE
CORONAVIRUS DU VIRUS COVID-19
Selon U'endroit ou il se trouve, la durée de vie du virus

varie de 2 heures a 9 jours. Mais sa survie dépend aussi
du taux d’humidité et de la température ambiante.

Sur du tissu

Sur du bois f
plastique ‘moyenn

Sur de lU'acier

inoxydable 2 a3 jours

Sur des gants

chirurgicaux : 2 jours

Sur du carton,
du papier 24h

Sur du cuivre (2 : 4h

Dans de micro-
gouttelettes en 3h
suspension dans l'air

*jusqu’a 5 voire 9 jours si taux d’humidité faible et température basse. .
Source: étude de la Ruhr University (Allemagne) - Journal of Hospital Infectlon.VISACTU M

Figure 16 : durée de vie du COVID-19 sur différentes surfaces (figure réalisée par VISACTU adaptée de l'étude [84])

3.1.2 Autres voies de transmissions envisagées

Bien que I'ARN du SARS-CoV-2 ait été découvert dans le sang et dans des selles (en effet
le virus vivant a pu étre cultivé a partir de selles récoltées chez certains patients COVID-
19), un rapport de I'OMS a indiqué que la voie féco-orale ne semble pas étre une voie de
transmission importante dans la propagation de l'infection. Il convient de mentionner
que le SARS-CoV-2 ne peut pas étre transmis par contact sexuel. Les femmes enceintes
courent un risque élevé de contracter le COVID-19, c’est pourquoi il est important
d'étudier la transmission verticale possible du virus. Des études récentes ont montré
que des anticorps d'immunoglobuline M (IgM), dirigés contre le SARS-CoV-2, étaient
présents dans le sang des nouveau-nés; ainsi, une possible transmission du virus de la
mere au feetus ne peut étre exclue[85]. Bien que 1'on ne sache pas si le SARS-CoV-2 a été
transmis par des animaux infectés (chauve-souris, pangolins) aux humains, il existe une
possibilité évidente de transmission d'animal a humain. De plus, plusieurs études faites

sur les animaux de compagnie (chat, furets, chiens) ont montré que ces animaux étaient

eux aussi touchés naturellement par des coronavirus[86], ce qui peut amener a

s’interroger sur la potentielle transmission de I'’humain vers I'animal.
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3.2 Pénétration du virus dans la cellule hote

La protéine S du SARS-CoV-2 se lie a la cellule grace a sa tres forte affinité avec le
récepteur ACE2 (10 a 20 fois supérieure a celle du SARS-CoV)[87]. L’ACE2 est une
meétalloprotéase dont la fonction premiere est la dégradation de I'angiotensine II en
angiotensine 1-7. La liaison de la sous-unité S1a ACE2 entraine une modification
conformationnelle de la protéine S, (Figure 17) exposant S2 et permettant '’endocytose
puis la fusion membranaire. Cette fusion ne dépend pas seulement de la liaison de la
protéine S du virus au récepteur ACE-2, mais nécessite également l'amorcage de la
protéine S par la protéase transmembranaire sérine-2 (TMPRSS2). En clivant la jonction
S1/S2, TPMPRSS2 permet a la protéine S de se retrouver sous sa forme
activée[88].Ainsi, la synergie entre le récepteur ACE-2 et TMPRSS2 est nécessaire pour
I'entrée de SARS-CoV-2 dans les cellules de 1'hote (Figure 17). Il a en outre été noté que
le TMPRSS2 est hautement exprimé et largement distribué par rapport aux récepteurs
ACE2, ce qui suggere que le récepteur ACE2 pourrait étre le facteur limitant le taux
d'entrée du SARS-CoV-2. D'autres protéases telles que la cathepsine B/L pourraient agir
comme un substitut de TMPRSS2. Cependant, en ce qui concerne la transmission et la
pathogénicité du virus, on pense que le TMPRSS2 joue un réle plus important que la

cathepsine B/L[88].

De plus, les analyses bioinformatiques indiquent que le clivage d'une séquence d’acides
aminés unique (PRRA) située entre les sous-unités S1 et S2 par la furine (protéase
membranaire de type 1) pourrait améliorer I'entrée cellulaire du virus en exposant la
liaison et les domaines de fusion, et donc potentialiser la transmissibilité et la
pathogenese virales[89]. La furine est exprimée dans divers organes (tel que le cerveau,
le poumon, le tractus gastro-intestinal) et également dans les cellules T qui circulent
dans tout le corps. Ces cellules en circulation pourraient former une boucle
d'alimentation et de réplication du virus contribuant a la tempéte de cytokines observée

dans les cas les plus graves[90].
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Figure 17 : Mécanisme d’entrée du virus SARS-Cov-2 dans la cellule hote [91]

Une fois dans la cellule hote, le virus va chercher a se répliquer et a former de nouveaux

virions.

3.3 Cycle de réplication

Apres la fusion et le largage de la nucléocapside dans le cytosol de la cellule hote, la
machinerie cellulaire traduit le gene de la réplicase (orfla et orflb) en deux
polyprotéines (ppla et pplab) clivées en nombreuses protéines indispensables au cycle
viral (notamment deux protéases virales et une ARN-polymérase ARN-dépendante)
s'assemblant en un large complexe de transcription et de réplication. Ce complexe
permet d’'une part de reproduire I’ARN viral et d’autre part, par le biais de la formation
de petits brins d’ARN anti-sens appelés ARN sous-génomiques, la production de
protéines de structure des nouveaux virions. Finalement les brins d’ARN synthétisés
sont combinés avec la protéine N pour former la nucléocapside et I'assemblage avec les

glycoprotéines d’enveloppe permet le bourgeonnement de nouvelles particules virales.

Les différentes étapes sont détaillées dans la Figure 18
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L’infection des cellules épithéliales et immunitaires du tractus respiratoire génere
plusieurs signaux de danger reconnus par le systeme immunitaire qui va s’activer a son

tour.

4. Pathogéneése du SARS-CoV-2

4.1 Réponse immunitaire antivirale initiale

Les cellules de I'immunité innée du tractus respiratoire via leur récepteurs PRR vont se
lier soit aux PAMP des protéines virales de surfaces (TLR2, TLR4) soit se lier a 'ARN
viral (TLR 3, 7, 8, RIG-1, MDA-5). Cette liaison va activer les facteurs de transcription
(IRF-3, IRF-7, AP-1, NF-xB) puis la sécrétion de cytokines (TNF-a, IL-1, IL-6). Les
interférons de type 1 (IFN-1) sont également activés et vont promouvoir I'expression de
genes cibles (ISG pour interferon-stimulated genes), par liaison a leur récepteur IFNAR.
La voie des IFN-1 est indispensable dans la réponse antivirale initiale, c’est 1'une des
principales défenses immunitaires innées contre l'invasion virale. Elle permet d’inhiber
la réplication virale, de protéger les cellules non-infectées et de stimuler I'immunité
lymphocytaire antivirale (lymphocytes T CD4, CD8, NK). Les interférons induisent
'expression de divers genes qui peuvent interférer avec chaque étape de la réplication

du virus. Les données in vitro ont montré que le SARS-CoV-2 est encore plus sensible aux
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interférons de type I que le SARS-CoV. Les antigenes viraux sont internalisés par les
cellules présentatrices de l'antigene, puis présentés, via les complexes majeurs
d’histocompatibilité, aux lymphocytes T CD4*, CD8* préalablement activés par la
sécrétion cytokinique initiale. Les lymphocytes CD4+* activent les lymphocytes B pour
produire des anticorps spécifiques neutralisant le virus puis les lymphocytes CD8* avec
les NK vont lyser les cellules infectées.[74] Dans la majorité des cas, ces réponses locales

permettent d’éliminer les cellules infectées. (Voir partie droite de la Figure 19)

Dans certains cas, la réponse immunitaire initiale (sécrétion IFN type I et III) est
inefficace entrainant une amplification de celle-ci (accumulation de cellules
immunitaires dans le poumon) libérant ainsi une quantité excessive de cytokines pro-

inflammatoires dans un processus appelé orage cytokinique.
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génération de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires (dont IL-6, IP-10, macrophage inflammatoire protéine 1a
(MIPla), MIP1f3 et MCP1). Ces protéines attirent les monocytes, les macrophages et les cellules T vers le site de l'infection,
favorisant une inflammation supplémentaire (avec l'ajout d'IFNy produit par les cellules T) et établissant une boucle de
rétroaction pro-inflammatoire. Dans une réponse immunitaire défectueuse (coté gauche), cela peut conduire a une
accumulation supplémentaire de cellules immunitaires dans les poumons, provoquant une surproduction de cytokines pro-
inflammatoires, qui endommagent finalement l'infrastructure pulmonaire. La tempéte de cytokines qui en résulte circule vers
d'autres organes, entrainant des dommages multi-organes. En outre, les anticorps non neutralisant produits par les cellules
B peuvent faciliter l'infection par le SARS-CoV-2 par le biais d'une aggravation dépendante des anticorps (ADE), exacerbant
davantage les dommages aux organes. Alternativement, dans une réponse immunitaire saine (coté droit), l'inflammation
initiale attire les cellules T spécifiques du virus vers le site de l'infection, ou elles peuvent éliminer les cellules infectées avant
que le virus ne se propage. Les anticorps neutralisants chez ces individus peuvent bloquer l'infection virale, et les
macrophages alvéolaires reconnaissent les virus neutralisés et les cellules apoptotiques et les éliminent par phagocytose.
Dans l'ensemble, ces processus conduisent a l'élimination du virus et a des lésions pulmonaires minimales, entrainant une
guérison. G-CSF, facteur de stimulation des colonies de granulocytes; TNF, facteur de nécrose tumorale.[93]
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4.2 Orage cytokinique

Comme vu précédemment, la réplication virale dans les cellules épithéliales provoque la
mort des cellules infectées par les NK et/ou les lymphocytes T CD8*: c’est la pyroptose
(c’est une forme inflammatoire de mort cellulaire programmeée observée dans les
infections par des virus cytopathiques comme le SARS-CoV-2) endommageant les tissus
environnants a mesure que la destruction cellulaire se propage. Les cellules subissant la
pyroptose libérent de I'IL-1(, IL-8, IL-6 et des PAMP comme de I’ARN viral (Figure 19).
Les PAMP sont reconnus par les cellules épithéliales voisines et par les macrophages
alvéolaires résidents via leur PRR. La liaison PRR-PAMP puis la sécrétion d’'IL-1 vont
stimuler la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire notamment IL-6, IFN-y, [94]. Ces
cytokines recrutent ensuite des macrophages, monocytes et lymphocytes T dans les
poumons, qui vont a leur tour reconnaitre les PAMP du virus et secréter des cytokines.
Une boucle de rétroaction pro-inflammatoire est établie aboutissant a une sécrétion
massive de cytokines (Figure 19, en haut a droite) Chez certaines personnes, les
lymphocytes B génerent des anticorps qui, au lieu de neutraliser le virus vont au
contraire faciliter 'entrée du virus dans les pneumocytes. La pyroptose continue, la
boucle de rétroaction s’amplifie: c’est I'orage cytokinique[93] (Figure 19, en bas a

gauche)

De plus le SARS-Cov-2 a un tropisme pour les pneumocytes ACE2 de type 2. Cette liaison
au récepteur ACE2 entraine une activation de la TNFa-converting enzyme (TACE)

responsable d’'une inflammation avec une sécrétion de TNFa [95], [96].

Tous ces mécanismes ont pour conséquence d’amplifier la production de cytokines pro-
inflammatoires et d’alimenter la boucle de rétroaction. Des taux accrus de cytokines pro-
inflammatoire TNF-qa, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, G-CSF, IP-10, MIP-1a et MCP-1 ont été
observés dans les cas les plus graves, en particuliers des taux accrus d'IL-6 et de TNF-«a
sont observés et continuent d'augmenter avec le temps. IIs sont plus élevés chez les non-

survivants que chez les survivants[97].

En parallele, une lymphopénie franche s’installe avec réduction significative des
lymphocytes T CD4+ et CD8* périphériques dans les cas modérés et séveres. Le taux de
cytokines est inversement corrélé au nombre de lymphocytes : plus les lymphocytes T
sont bas plus la réponse inflammatoire est importante (Tableau 2).[95] Il s’est avéré que

la lymphopénie est typique des orages cytokiniques qui sont tous les deux associés a la
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gravité de la maladie. Les macrophages présents dans la rate et les ganglions
lymphatiques, durant l'invasion virale, expriment des taux élevés d’IL-6 [94] ce qui
pourrait favoriser la nécrose et I'apoptose des lymphocytes.

Tableau 2 : Lien entre gravité des symptémes, sécrétion de cytokines et [ymphopénie [95]

ARDS = SDRA : syndrome de détresse respiratoire aigiie; COVID-19 : coronavirus disease 2019; IL, interleukine; MCP-1,
monocyte chemoattractant protein 1; MOF, multiple organ failure= défaillance multi organique; TNF-a :tumor necrosis

factor-a.
State of Uninfected Mild and moderate Severe COVID-19
COvID-19 individual COVID-19
Symptoms No symptoms Fever, myalgia, fatigue, or Fever, myalgia, fatigue, dyspnea,
dyspnea ARDS, ocr MCF
Cytokine No cytokines *IL-6, IL-10, and TNF-a TTIL-6, IL-10, TNF-q, IL-2, and MCP-1
patterns
T cell No changes .Lymphocytes (CD4'T and LlLymphocytes (CD4'T cells,
lymphopenia CD8'T cells) especially CD8'T cells)

4.3 Réponse humorale

Plusieurs protéines virales du SARS-CoV-2 peuvent induire une réponse humorale. Le
domaine de liaison de la protéine S, ainsi que la protéine N ont été principalement
étudiées. L’apparition d'IgM et d’IgG anti-S survient environ aux 11¢ et 12¢ jours,
respectivement et atteignent 100 % a 14 jours[98]. Une étude récente[99] chez des
patients convalescents COVID-19 a indiqué que les taux sériques d’ IgG anti-SARS-CoV-2
sont nettement réduits 6 mois apres l'infection. En outre, chez la majorité de ces
patients, des lymphocytes T spécifiques et/ou des lymphocytes B mémoires spécifiques
au SARS-CoV-2 ont été développés et conservés a un niveau relativement élevé, 6 a 8
mois apres le début des symptomes, suggérant que la protection, procurée par
I'immunité adaptative, apres une infection naturelle par le SARS-CoV-2 peut persister
pendant au moins 6 a 8 mois, quelle que soit la gravité de la maladie.[99]. En se basant
sur des modeles théoriques, des études récentes[88],[89] révelent que la protection
humorale et cellulaire pourrait étre bien supérieure a 8 mois et serait évaluée en année,
a l'instar des patients du SARS-CoV possédant des anticorps neutralisant plus de 17 ans
apres la guérison.

Néanmoins le développement d’anticorps spécifiques pourrait étre un facteur aggravant
de l'infection : des taux élevés d’anticorps anti-Spike ont été associés a la mortalité,
faisant craindre l'existence d’'une aggravation anticorps-dépendante (ADE) de

'infection. Des anticorps non neutralisant générés par les lymphocytes B vont faciliter
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I'entrée du virus dans les cellules et vont renforcer la réponse inflammatoire[102]. Ce
phénomene participe a 1'aggravation de la maladie observée 8-9 jours apres le début de
'infection, et a déja été décrit pour plusieurs autres espéces virales comme la dengue, le

virus Zika et pour le SARS-CoV.[103].

4.4 Manifestations cliniques

L’'invasion virale et la réaction immunitaire qui en résulte vont entrainer chez la
majorité des patients des symptdmes légers voire aucun symptome. Toutefois, une
minorité d’entre eux développera des manifestations séveres a critiques pouvant aller

jusqu’au déces.
4.4.1 Période d’incubation

Les rapports épidémiologiques ont révélé une période d'incubation de 1 a 14 jours avec

un pic entre 3 a 7 jours. Pendant cette période, le patient devient tres contagieux[104] .
4.4.2 Période de contamination

Il se déroule en moyenne 5 a 8 jours entre I'infection par le virus et la possibilité de le
transmettre a un tiers, que l'on développe des symptomes ou non. Le risque de
transmission est maximal a l'apparition de ces symptomes (Figure 20), néanmoins la
transmission pré-symptomatique, débutant en moyenne 2 a 3 jours avant I'apparition
des symptomes semble trés importante puisqu’elle est estimée a 50% selon Santé
Publique France[105].

Ce risque diminue ensuite progressivement a partir du 7e jour suivant I'apparition des

symptomes. Il devient limité au-dela de 10 jours et exceptionnel apres 14 jours.
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Figure 20 : Chronologie du niveau de contagiosité d’une personne atteinte du COVID-19 [106]
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4.4.3 Infections asymptomatiques

De plus en plus de preuves suggerent qu'environ 20-25% des individus infectés par le
SARS-CoV-2 ne présenteront aucun symptdéme. La contagiosité des personnes
asymptomatiques reste faible, ce sont les individus pré-symptomatiques qui restent les

plus contagieux[107].
4.4.4 Evolution clinique

L'évolution clinique de la maladie du COVID-19 peut étre divisée en trois phases.

- La premiére, la «phase virémique»: c’est un COVID léger a modéré qui est
caractérisé par une réplication virale rapide. Les symptomes sont causés par un effet
cytopathique direct. Cette phase dure 7 a 8 jours et s'accompagne de symptomes légers
et souvent non spécifiques, tels que céphalée (70% des cas), fievre (91%), maux de
gorge, myalgie, toux seche (67%), asthénie, congestion conjonctivale, anosmie
d’apparition brutale, agueusie, douleurs abdominales, diarrhée, vomissements. Chez les
patients capables de controler l'infection, le pronostic et la guérison sont excellents.

- La deuxieme phase, appelée «phase aigué ou pneumonie» correspond a un COVID
modéré a grave. Cela concerne 15% des personnes positives au virus. Il survient
généralement 7 a 8 jours apres l'apparition des premiers symptomes et se caractérise
par une forte fievre, une toux séche et une dyspnée nécessitant une observation et une
prise en charge rapprochée. A ce stade, les patients développent une pneumonie virale
franche, avec une imagerie montrant des infiltrats bilatéraux ou des opacités en « verre
dépoli », des tests sanguins révélant une lymphocytopénie, une augmentation des taux
de lactate déshydrogénase (LDH), des D-dimeres et de la protéine C-réactive (CRP). Le
systéme immunitaire du patient commence a développer une réaction qui, si elle est
équilibrée, conduit a la guérison finale, si elle est exagérée, amene a la troisieme phase

- Troisieme phase ou «phase des complications». C’est un COVID grave a critique,
qui n’est vécu que par une minorité de patients COVID-19 (environ 5%). Il est
caractérisé par un syndrome hyperinflammatoire systémique extrapulmonaire que I'on
nomme «l’'orage cytokinique ». Les cytokines produites s’infiltrent dans les tissus
pulmonaires puis envahissent les autres organes. On observe une insuffisance
respiratoire sévere pouvant aller jusqu'au syndrome de détresse respiratoire aigu
(SDRA), une diminution de la saturation en oxygene, des lésions tissulaires généralisées

provoquant une défaillance multi-viscérale entrainant le déces du patient. Le SDRA est la
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complication la plus fréquente (20% des patients) suivie de l'insuffisance cardiaque
aigué, de l'insuffisance rénale aigué, de l'insuffisance hépatique, du choc septique, des
infections bactériennes secondaires, des coagulopathies et de la coagulation
intravasculaire disséminée. (DIC). Notamment, 20% des patients COVID-19, et pres de
100% des patients critiques, développent des troubles de la coagulation, en particulier
un état hyper-coagulable qui prédispose au DIC. Des micro et macro thrombi dans les
poumons et les tissus extra-pulmonaires ont été décrits dans plusieurs séries
d'autopsies, suggérant que la thrombose et l'inflammation sont deux processus qui se
renforcent mutuellement[108], [109]. L'IL-1a, qui est largement exprimée par les
plaquettes activées, les cellules endothéliales et les monocytes circulants dans des
conditions pro-inflammatoires, fonctionne comme un lien entre la cascade de
coagulation et la réponse inflammatoire, notamment dans la thrombose en provoquant
une augmentation du temps de lyse du caillot, une augmentation de I'activité

plaquettaire et une activation des cellules endothéliales.[110]

En conclusion, les 1ésions graves observées chez les patients atteints de COVID-19 sont
le résultat de l'infection virale mais surtout de la suractivation puis de la défaillance du

systéme immunitaire.

4.4.5 Symptoémes atypiques

A coté des symptdomes respiratoires, ORL et cardiovasculaire typiques de la maladie,
d’autres signes sont retrouvés tel que les symptdomes digestifs, ophtalmologiques,

dermatologique, neurologiques, psychiatriques.

4.4.5.1 Les formes neurologiques

Récemment, un lien entre le virus et des problémes neurologiques a été signalé [111].
Certaines personnes atteintes du COVID-19 développent des symptomes neurologiques
tels que confusion, désorientation, agitation et méme psychose; cependant, les
mécanismes sous-jacents ne sont pas clairs[112]. Six mois aprés un épisode Covid
17,39% des individus ont gardé des troubles anxieux et 1,4% des troubles

psychotiques[113].
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4.4.5.2 Les formes digestives

Des symptOmes gastro-intestinaux sont présents chez environ 17-61% des patients
atteints de COVID-19[114], avec principalement des diarrhées (29,3%), nausées,
vomissements et douleurs abdominales.

Une méta-analyse[115] révele que dans 16 % des cas les signes digestifs sont les seuls
signes cliniques, ce qui suggere une contamination directe de 'intestin

Enfin, Yang et al ont examiné 50 patients atteints de COVID-19, ils ont constaté que les
patients présentant des manifestations gastro-intestinales en tant que symptomes
initiaux avaient des résultats cliniques plus graves entrainant une hospitalisation plus
longue.[116] Ce qui suggere I'implication du microbiote dans la gravité de la maladie.

La physiopathologie des symptomes gastro-intestinaux n'est pas tout a fait claire, mais il
semble qu'ils proviennent de plusieurs phénomeéenes notamment du récepteur cible du

virus : L’ACEZ2. Ce point sera développé dans la partie 3.

Chez les personnes infectées par le SARS-CoV-2, 80% des infections sont bénignes ou
asymptomatiques, 15% sont des infections sévéres et 5% sont des infections critiques.
Habituellement, chez les personnes atteintes d'une maladie bénigne, les symptomes
disparaissent en 2 semaines, alors que, comme dans le cas d'une maladie grave, ils
peuvent persister pendant 3 a 6 semaines[117]. Chez certaines personnes, les
symptdomes vont persister pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois: c’est le

COVID long.

4.4.6 Le COVID long

Le COVID long, est un terme utilisé pour décrire la présence de signes et symptomes qui
se développent pendant ou apres une infection COVID-19, qui persistent plus de quatre
semaines et qui ne sont pas expliqués par un diagnostic alternatif[118]. Entre quatre et
douze semaines on parle de COVID post-aigu, au-dela de douze semaines on parle de
syndrome post-COVID. A six mois, ils sont encore plus de 10 % concernés par une
symptomatologie liée au virus.

La majorité des personnes atteintes du syndrome post-COVID sont négatives a la PCR, ce
qui indique une récupération microbiologique[117]. Les symptomes les plus courants
comprennent une tres grande fatigue, une dyspnée, la toux, les troubles du gout et de
'odorat, les douleurs articulaires, les douleurs thoraciques, les douleurs musculaires, les

maux de téte, etc.
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Les personnes ayant été en soins intensifs sont plus sujettes au COVID long, cependant
des patients atteints de COVID léger déclarent également ne pas avoir retrouvé leur état
de santé d’avant le COVID. La présence de plus de cinq symptémes au stade aigu de la
maladie ainsi que la présence de comorbidités sont associées a un risque accru de
développer un syndrome post-COVID[119].

Le mécanisme exact de la persistance des symptomes est encore a définir. Les raisons
de la persistance des symptomes peuvent étre dues aux complications permanentes
liées a l'infection (AVC, infarctus du myocarde, embolie pulmonaire etc.) au temps de
convalescence requis pour la récupération de chaque systéme organique, a la
persistance d'une inflammation chronique ou encore aux effets indésirables des
meédicaments utilisés. Les troubles psychologiques comme le stress post-traumatique
contribuent également aux symptomes. La chronicité de la maladie a un impact social et
économique important, cela nécessite une approche multidisciplinaire comprenant
I'évaluation, le traitement symptomatique, la rééducation, 1'ergothérapie et le soutien
psychologique[119]. La Haute Autorité de santé (HAS) a publié des réponses rapides et
des fiches techniques a destination des praticiens afin d’optimiser la prise en charge de

ces personnes.[120]

La gravité de la maladie est fortement associée a I'état de santé des individus. Il a été
prouvé que certaines comorbidités favorisent le développement de formes graves du

COVID-19.

4.4.7 Facteurs de risque de développer une forme grave de la maladie

Une vaste étude de cohorte EPI-PHARE[121] visant a préciser les facteurs de risque de
COVID-19 grave et a quantifier leur impact sur I'évolution de la maladie a été publiée en
février 2021. Les criteres de sévérité de l'infection retenus étaient 1'hospitalisation et le
déces.
L'étude confirme que 1'age est un facteur de risque majeur de COVID-19 grave ou de
déces liés a cette maladie. Elle montre également que le risque d'évolution défavorable
de l'infection augmente de facon exponentielle avec 1'age. Ainsi, en comparaison avec la
population des 40-44 ans, le risque de déces est :

- multiplié par 12 chez les 60-64 ans

- multiplié par 30 chez les 70-74 ans

- multiplié par 100 chez les 80-84 ans
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- multiplié par presque 300 chez les 90 ans et plus

L’étude confirme également que les hommes sont plus a risque d’hospitalisation et de

déces pour COVID-19 que les femmes, multiplié respectivement par 1,4 et 2,1.

b

Par ailleurs, la HAS a également identifié trois des pathologies a "trés haut risque de

déces", justifiant une priorisation quel que soit I'age :

e les personnes atteintes de trisomie 21
e les personnes ayant recu une transplantation d’organe

e les insuffisants rénaux dialysés.

La présence chez les patients de certaines comorbidités est également un facteur de

haut risque de formes graves et de déces :

e lediabete (de type 1 et de type 2)

e l'obésité (IMC > 30 kg/m?2)

e les cancers en particulier s'il s’agit d'un cancer récent et/ou en progression et/ou
sous chimiothérapie

e lamucoviscidose

e labronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et l'insuffisance
respiratoire

o linsuffisance cardiaque

e T'hypertension artérielle compliquée.

e les maladies hépatiques chroniques et en particulier la cirrhose

e les troubles psychiatriques

e ladémence et les maladies neurodégénératives

e les personnes présentant un antécédent d’accident vasculaire cérébral.

De plus, les études montrent que le cumul de trois comorbidités fait atteindre quasiment
le méme niveau de risque de décéder que dans la tranche d’dge supérieure sans
polypathologies.

5. Diagnostic

Il existe deux grands types de tests : ceux permettant d’identifier les individus porteurs

du virus et ceux identifiant les individus ayant des anticorps contre le virus. Combinés,
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ces tests permettent d’identifier trois catégories d’'individus. Les individus non infectés,
ne présentant ni virus ni réponse immunitaire et qui sont donc susceptibles d’étre
infectés dans le futur. Les individus infectés, positifs au virus, qui peuvent disséminer
'infection et doivent donc étre isolés. Et enfin les individus qui ne sont plus infectés et
disposent d’anticorps contre le virus. Précisons qu’a ce stade, la qualité et la durée de

cette protection n’est pas connue.

5.1 Détection des porteurs du virus : diagnostic précoce de la maladie

5.1.1 RT-PCR: technique de référence

Le test RT-PCR (reverse-transcription polymerase chain reaction) est une technique de
routine de biologie moléculaire qui associe une transcription inverse (RT) suivie d'une
PCR. Cette derniere permet de détecter la présence du virus en dupliquant en grand
nombre, avec un facteur de multiplication de 'ordre du milliard, une séquence cible
d’acides nucléiques (fragment d’ADN), a partir d’une tres faible quantité d’échantillon de
'agent biologique recherché. Dans le cas du SARS-Cov-2 I'échantillon est obtenu, dans la

majorité des cas, par prélevement nasopharyngé. (Voir Figure 21)

Comment faire un prélévement a visée diagnostique au niveau nasopharyngé ?

Ce prélévement permet
de faire la PCR SARS-CoV2
pour faire un diagnostic précoce
(avant J7 du début des symptomes)

Cornets \
r\ i__
Narine /

NASOPHARYNX

OROPHARYNX
Langue

HYPOPHARYNX
Amygdale

Figure 21 : Illustration d’un prélevement nasopharyngé [122]

La premiere étape de la RT-PCR consiste a rétrotranscrire I'ARN viral en ADN
complémentaire (ADNc). Cette étape est assurée par une ADN-polymérase-ARN-
dépendante qui synthétise le brin d'ADNc simple brin a partir de la matrice ARN. Le
second brin est synthétisé grace a une amorce et une ADN polymérase. A partir de 13, les

étapes sont les mémes qu'une PCR a savoir la dénaturation des brins d’ADN,
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I’hybridation d’amorces et I’élongation grace aux polymérases fabriquant de I’ADN
complémentaire.

Sa fiabilité dépend entre autres de la qualité du prélevement. Celui-ci doit étre réalisé
assez profondément dans les cavités nasales du patient. Il a aussi été observé que le
virus pouvait étre indétectable dans les voies respiratoires supérieures, mais présent
dans les poumons. En conséquence, la fiabilité du test RT-PCR, malgré sa trés haute
spécificité (=100 %) et sensibilité, est estimée a 60-80%][123] puis décroit avec le temps
puisque le virus est éliminé par la réponse immunitaire (Figure 22). Elle n’est plus que

de 40-50% entre 15 et 39 jours post infection[102].

5.1.2 Test antigénique

Les tests antigéniques détectent la présence des protéines du virus SARS-CoV-2
(généralement la protéine N) a partir d’'un prélevement nasopharyngé (Figure 21). La
présence des protéines virales est mise en évidence a l'aide d’anticorps, spécifiques de
ces protéines, couplés a une enzyme permettant une réaction colorimétrique sur une
languette, comme pour un test de grossesse. Son efficacité semble corrélée a la charge
virale elle-méme diminuant avec le nombre de jours apres apparition des symptomes.
C’est pourquoi il est proposé de ne prendre en considération les résultats de tests
antigéniques que durant les sept jours suivant I'apparition des symptomes. Avec un
résultat disponible en 15 a 30 minutes, ces tests permettent la mise en ceuvre sans délai

des mesures d’isolement.

5.1.3 Mesures d’isolement en cas de test positif

La personne positive doit observer un isolement de dix jours a compter des premiers
symptomes (ou dix jours a partir du test positif en I'absence de symptome). Au 10eme
jour, le patient doit effectuer un test PCR. Pour mettre fin aux mesures d’isolement, ce
test doit ressortir négatif. En cas de fievre au 10e jour, il convient d’attendre 48h
supplémentaires apres la disparition de la fiévre pour terminer son isolement. Les
personnes ayant été en contact avec la personne positive (contact 48 heures avant
I'apparition des symptomes ou 7 jours avant en l'absence de symptomes) doivent

s’isoler durant sept jours et faire un test le septiéme jour.
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5.2. Test sérologique : recherche des anticorps

Apres prélevement sanguin, les anticorps produits lors d’'une infection par le
coronavirus sont recherchés dans le sérum sanguin. Le test sérologique est a réaliser
minimum 14 jours apres 'apparition des premiers symptomes (voir Figure 22).

Il existe trois types de tests sérologiques du COVID-19 homologués et recommandés par
le CNR (Centre National de Référence): le test ELISA, les tests automatisables et les

TROD:

- les tests sérologiques ELISA qui fonctionnent par analyse sanguine, ils sont réalisables

en laboratoire
- les tests automatisables, les TDR (tests diagnostic rapide) sont réalisés en laboratoire

- les TROD (tests rapide d’orientation diagnostique), réalisables hors laboratoire, et qui

se font avec une simple goutte de sang. Le résultat est obtenu en quelques minutes.

—~ -
——
-~

-—
—

——

-——

Probabilté de détecton

VOUS ETES

~ARN viral (nasopharynx)
CONTAGIEUX ——

Semaine -2 \ Semaine -1 Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 ‘

Exposition Premiers
au virus sympltl':‘)mes

Figure 22 : Détection de I'ARN et anticorps au cours du temps, [g=Immunoglobuline, ARN=acide desoxyribonucléique
source : Science & Vie / L.Desrayaud / JAMA, 2020[124]

6. Traitements:

S

A ce jour, aucune thérapie spécifique contre la maladie COVID-19 n'existe. La plupart
des médicaments actuellement en essais cliniques sont des médicaments réutilisés, a
'origine congus pour le traitement d'autres maladies. On parle de repositionnement
thérapeutique. L'avantage de cette approche est que la toxicité et la posologie des
molécules sont déja connues, ce qui permet d’accélérer le processus d’évaluation.
Parallelement, de nouveaux médicaments sont aussi développés, mais ce processus est

plus lent et n’a pas encore abouti a des données cliniques probantes.
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Plusieurs pistes sont envisagées pour lutter contre le COVID-19 :

- les antiviraux : visant a inhiber 'entrée ou la réplication du virus dans les cellules.
Lorsqu’on utilise des thérapies antivirales, la forte pression de sélection favorise
I’émergence de résistances en raison du taux rapide de mutations. Pour éviter une telle
situation, on a recours a des combinaisons de plusieurs molécules, a I'image de ce qui se
fait dans la lutte contre le VIH. En combinant trois traitements vraiment efficaces, la
résistance est annihilée.

- Les immunomodulateurs: ce sont des médicaments freinant ou stimulant le
systéme immunitaire. Ils sont utilisés afin de controler les dérégulations de la réponse
immunitaire responsables des principales complications associées a la maladie.

- L'immunothérapie: ce sont des substances qui vont stimuler les défenses
immunitaires de l'organisme, ou qui utilisent des protéines produites par les cellules
immunitaires (comme les immunoglobulines) pour procurer au patient une immunité

contre le virus, a visée thérapeutique ou préventive.

Afin de trouver des thérapeutiques efficaces contre la maladie, plus de 1500 essais
cliniques sont conduits a travers le monde. A ce jour, seuls les corticoides
(dexaméthasone, hydroxycortisone) ont prouvé avec certitude qu’ils réduisaient la
mortalité de plus de 30% dans les formes graves de Covid-19[125]. Cependant, il est
possible que l'association de plusieurs molécules permette d’obtenir des résultats
convaincants. La Figure 23 référence les molécules ayant été utilisées pour lutter contre

le COVID-19 et leurs sites d’action.
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Figure 23 . Approches thérapeutiques dans le COVID-19. Les traitements impliquent soit une interférence avec le cycle de
vie du SARS-CoV-2 (a gauche) soit la suppression de la réponse immunitaire inflammatoire hyperactive au cours de
l'infection par le SARS-CoV-2 a l'aide d'agents immunomodulateurs et anti-inflammatoires (a droite)[126]

L’essai clinique DisCoVeRy mis en place par I'INSERM, et plus largement le consortium
d’essais cliniques mis en place par I'OMS, baptisé SOLIDARITY ont évalué entre autre,
'efficacité de quatre traitements: remdesivir, I’hydroxychloroquine, le lopinavir et
I'interféron béta-1a. Les résultats suggerent qu’aucun de ces traitements n’a d’effet sur
I'amélioration clinique des patients. Aucun d’entre eux ne diminue significativement la
mortalité globale, le risque d’avoir recours a la ventilation mécanique ou encore la durée

d’hospitalisation.[127]

6.1 Plasma de convalescence

Autorisée a titre expérimental en France et aux Etats-Unis, la sérothérapie, c’est-a-dire la
transfusion de plasma sanguin de patients guéris de la maladie, a été utilisée des les
premiers mois de I'épidémie afin de neutraliser SARS-CoV-2 car cette approche avait
déja été utilisée avec succes dans d’autres épidémies a coronavirus. Outre la
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neutralisation du virus, ce plasma permettrait de réduire ’'orage cytokinique [128] mais
a ce jour, les conclusions des différentes études cliniques sont contrastées, et suggerent
que cette approche pourrait étre plus volontiers pertinente chez les patients

immunodéprimés. [129].

6.2 : Quelques perspectives de traitement

Au 15 mars 2021, L’ANSM a délivré une autorisation temporaire d’utilisation de cohorte
pour les bithérapies casirivimab/ imdevimab ROCHE, et bamlanivimab/etesevimab du
laboratoire Eli Lilly. Ce dernier permettrait de réduire de 87% le risque d’hospitalisation

et de déces. Ce sont des anticorps monoclonaux congus pour cibler la protéine S.[130]

Une combinaison de deux anticorps monoclonaux a longue durée d’action issus du
plasma de deux patients convalescents, 'AZD7442 développé par le laboratoire
AstraZeneca va entrer en phase III dans I'essai européen DisCoVeRy piloté par 'INSERM.
Ces deux anticorps reconnaissent deux parties distinctes de la protéine S et sont donc

moins susceptibles d’étre affectés par des mutations.[131]

Dans la lutte contre le SARS-CoV-2, I'approche prophylactique est le domaine ou la

recherche clinique est particulierement active car porteuse d’espoir d’éviction du virus.

7. Approche prophylactique : Vaccination

La principale cible antigénique a ’heure actuelle est la sous-unité S1 de la protéine Spike
car son exposition membranaire facilite sa reconnaissance par le systéme immunitaire.
De plus, cibler ce site permettrait d’'empécher I’entrée du virus dans les cellules. Une fois
la cible antigénique définie, plusieurs stratégies vaccinales peuvent étre évaluées:
vaccination a partir d’ARN, d’ADN, de protéine recombinante ou de vecteur viral.

Au jour d’aujourd’hui 4 vaccins sont autorisés en France, faisant appel a des stratégies

vaccinales différentes, comme nous allons le détailler dans la suite de ce travail.

7.1 Vaccin COMIRNATY®- BioNTech/PFIZER

L’antigene est un ARNm COVID-19 (incorporé dans des nanoparticules lipidiques) avec
addition d'une coiffe en 5', produit a l'aide d'une transcription in vitro sans cellule a
partir des matrices d'ADN correspondantes, qui codent la protéine S du SARS-CoV-2.

Une fois injecté, 'TARNm conduit a la production de protéines virales par les cellules de
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I'organisme qui seront ensuite reconnues par le systeme immunitaire. Le vaccin est
administré par voie intramusculaire apres dilution, en deux doses espacées d'au moins
21 jours, et généralement plutot entre J+39 et J+42. Il revendique une efficacité de 95%.
Cependant la durée de protection n’est pas établie et est toujours en cours d’évaluation

dans les essais cliniques[132].

7.2 VAXZEVRIA® COVID 19 Vaccine AstraZeneca

L’antigene est un vecteur viral vivant de chimpanzé recombinant, non réplicatif, codant
la protéine Spike du SARS-CoV-2. Le vecteur viral est un adénovirus génétiquement
modifiés afin de limiter sa réplication dans l'organisme. Deux doses a intervalle de 12
semaines sont nécessaires. L’efficacité annoncée est de 70,4%.[132]. Ce vaccin n’est plus
utilisé car controversé a cause d’effets secondaires graves (de type thromboses) ayant

entrainé des déces.

7.3 Covid 19 Vaccine MODERNA

L’antigene est un ARNm, avec addition d'une coiffe en 5', produit par transcription in
vitro sans cellule a partir des matrices d'ADN correspondantes, codant la protéine S du
SARS-CoV-2. Le vaccin est administré en 2 doses. Il est recommandé d'administrer la

seconde dose, 28 jours apres la premiere. L'efficacité annoncée est de 94,1%][132]

7.4 JANSSEN COVID 19 Vaccine

L’antigene est un vecteur viral vivant recombinant de type Adénovirus26 (Ad26.COV2-S)
incapable de se répliquer et exprimant la protéine Spike SARS-CoV-2. Il est administré
en dose unique par injection intramusculaire uniquement. L’efficacité annoncée est de
85 % contre les formes graves et de 66 % contre les formes modérées de COVID-

19.[132]

Intérét d’'une campagne de vaccination rapide afin d’éviter une nouvelle
pandémie

Les variants portent des mutations qui peuvent permettre au virus d’échapper au
systéme immunitaire, en particulier a certains anticorps. Avec suffisamment de temps,
ces nouvelles mutations plus contagieuses vont se propager dans la population et
dominer les autres variants en quelques mois, menagant de ralentir les bienfaits de

I'immunité collective. C’est ce que montre la Figure 24.
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Au sens darwinien, un médicament tres efficace contre le virus assure une forte pression
de sélection. Cette pression de ’environnement peut étre celle d’'un vaccin qui va réduire
la probabilité que le virus se réplique et mute. La vaccination va donc favoriser
I'émergence de variant au fil du temps. C’est pourquoi il faut amener rapidement la
population a une immunité collective avant qu’'une mutation résistante aux vaccins ait

une chance d’émerger et pouvant aboutir a une nouvelle épidémie.
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. Contamings par un variant

Variant avec
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Figure 24 : Impact des variants sur 'immunité (gauche et centre) et effet d'une campagne rapide de vaccination sur le
risque de contamination et d’émergence d’un variant (droite).[133]

8. Emergence des variants

Comme pour tous les virus a ARN, la réplication de SARS-CoV-2 introduit des erreurs et
des dizaines de milliers de mutations apparaissent rapidement. Selon I'OMS les variants
peuvent étre classés en trois catégories selon leur impact en santé publique[134] :

- variant préoccupant ou VOC (variant of concern) : variant pour lequel il a été
démontré une augmentation de la transmissibilité, de la gravité ou un impact
défavorable sur I'épidémiologie du COVID-19, une augmentation de la gravité ou un
changement de présentation clinique, une diminution de l'efficacité des mesures de
controle et de prévention mises en place

- variant d’intérét/ a suivre ou VOI (variant of interest) responsable d’une
transmission communautaire ou a multiples cas confirmés ou clusters, et/ou qui a été
détecté dans de multiples pays.

- variant en cours d'évaluation ou VUM (variant under monitoring) absence
d’éléments virologiques, épidémiologiques ou cliniques probants en faveur d’'un impact
en santé publique en France, malgré la présence de mutations retrouvées chez un ou

plusieurs variants d’'intérét/a suivre.
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En cas de diagnostic positif d'un premier test RT-PCR, un test RT-PCR de criblage est
réalisé permettant de détecter les principales mutations caractérisant les VOC connus a
ce jour et d’évaluer leur diffusion sur '’ensemble du territoire. Ces tests de criblage sont
analysés par Santé publique France pour évaluer en temps réel leur circulation sur le

territoire

Au 25 Aofit 2021, le variant majoritaire voire quasi-exclusif en circulation en France est
le VOC Delta, qui représente 98% des prélevements séquencés. (Tableau 3) Aucun autre
variant ne semble actuellement progresser en France. Le variant Delta a remplacé en
quelques semaines le VOC Alpha qui était majoritaire en France métropolitaine et

semble également avoir pris la place des autres variants qui circulaient a bas bruit.[134]

A I'heure actuelle, les vaccins autorisés en France permettent de produire des anticorps

neutralisant contre les variants majoritaires sur le territoire francais.

Tableau 3 : Classement des variants du SARS-CoV-2 en France au 25/08/2021
La nomenclature OMS attribuée a certains variants est ajoutée entre parenthéses (alphabet grec)[134]

Variants préoccupants (VOC)

201 (V1, B.1.1.7, Alpha)
1% des séquences {Flash #18)

20H (V2, B.1.351/B.1.351.2/B.1.351.3,

Beta)
Non détecté lors de Flash #18

20J (V3, P.1/P.1.*, Gamma)
1% des séquences {Flash #18)

201/484K (B.1.1.7 + E4B4K)
Non détecté lors de Flash #19

21A (B.1.617.2/AY.*, Delta)
98% des séquences (Flash #18)

Variants a suivre (VOI)

21D (B.1.525, Eta)
Non détecté lors de Flash #18

21B (B.1.617.1, Kappa)
Non gétecté lors de Flash #18

20B (B.1.1.318)
Non détecté lors de Flash #18

20D (C.36.3)
Non détecté lors de Flash #18

201/484Q (B.1.1.7 + E484Q)
Non détecté lors de Flash #18

21G (C.37, Lambda)
Non gétecté lors de Flash #18

21F (B.1.526, lota)
Non détecté lors de Flash #18

20A (B.1.214.2)
Non gétecté lors de Flash #18

20A (B.1.619/B.1.619.1)
Non détecté lors de Flash #18

20A (B.1.620)
Non détecté lors de Flash #18

21C (B.1.427 / B.1.429, Epsilon)
Non détecté lors de Flash #18

20B (P.2, Zeta)
Non détecté lors de Flash #18

21H (B.1.621/B.1.621.1)
Non détecté lors de Flash #18

201/452R (B.1.1.7 + L452R)
Non détecté lors de Flash #18

Variants en cours d’évaluation (VUM)
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PARTIE 3 :
LIEN ENTRE MICROBIOTE ET SARS-CoV-2
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INTRODUCTION

Au cours de la derniéere décennie, plusieurs études ont montré le role pivot du
microbiome intestinal dans la santé et les maladies[135]. Le SARS-CoV-2 affecte
principalement le systeme respiratoire mais le tractus gastro-intestinal est également
une cible du virus, qui, en effet, a été détecté dans 'cesophage, I’estomac, le duodénum,
le rectum et dans les selles de patients. De plus, le role du microbiote intestinal dans les
infections virales respiratoire est bien établi [136]. Aussi, nous venons de voir que les
patients les plus gravement atteints sont les personnes agées et ceux ayant des
comorbidités comme le diabéte, '’hypertension, 'obésité et les maladies cardiaques,
ceux-la méme caractérisés par une altération dans la composition et la fonctionnalité de
leur microbiote[137][1].

Tous ces éléments indiquent l'importance de considérer le microbiote afin de mieux

comprendre les caractéristiques et les complications de l'infection du COVID-19.

1. Microbiote intestinal et infections respiratoires

De nos jours, il existe de plus en plus de preuves démontrant I'importance du lien entre
le microbiote intestinal et d'autres organes tels que le cerveau, le foie, le cceur et les
poumons. Les effets du microbiote intestinal sur I'immunité des voies respiratoires ont
été étudiés et ont mis en évidence l'existence d'une interaction bidirectionnelle appelée
« axe intestin-poumon » entre la composition du microbiote intestinal et les infections

des voies respiratoires[138],[139],[136] (figure 25).

1.1 Axe bidirectionnel intestin-poumon

Nous avons une meilleure compréhension de l'influence microbienne sur I'axe complexe
d’interconnections entre l'intestin et le poumon. Le microbiote peut avoir un impact sur
le poumon et inversement les micro-organismes du poumon et son inflammation
peuvent également affecter le microbiote intestinal. Cela découle du simple fait que les
micro-organismes ingérés peuvent accéder aux deux microbiotes. De plus des études ont
montrés une amélioration de la fonction pulmonaire et de l'élimination des agents
pathogénes apreés la transplantation du microbiote fécal lors d’une pneumonie
Streptococcus pneumoniae[140]. Cette interaction peut étre médiée de différentes

manieres : de maniere directe par le microbiote et ses métabolites ou de maniere
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indirecte via les cellules immunitaires. Les différentes voies empruntées sont détaillées

dans la Figure 25.

Lung bacteria

‘/\»

Lung barrier Stimulation of Phagocytosis by Bacterial products
immune cells macrophages and dendritic cells
Lung Lymph nodes Lymph flow
[
1
"n‘ "':'
: Lymph flow l‘,.-"'lyﬁlood flow
Mesenteric Lymph nodes 4

| P

Short Chain Phagocytosis by Stimulation of
Fatty Acids macrophages and dendritic cells immune cells
Intestinal epithelial
cells
Intestinal lumen Metabolites produced Gut bacteria

Gut bacteria

Figure 25 : Axe intestin-poumon bidirectionnel. Les métabolites tels que les AGCC produits par les bactéries intestinales se
déplacent dans la circulation sanguine pour stimuler la réponse immunitaire dans les poumons et différents facteurs de
la réponse immunitaire intestinale a effet pulmonaire. Outre les métabolites, les cellules immunitaires induites par une

multitude d’antigénes se déplacent a travers le canal lymphatique entre ces deux organes, ce qui conduit a une
modulation de la réponse immunitaire dans les deux organes.[138]

1.2 Interaction entre le microbiote intestinal et les infections
respiratoires

Nous avons vu dans la partie 1 que 1'épithélium intestinal et les cellules immunitaires
assimilent les informations des micro-organismes et de la réponse locale concomitante
des cytokines afin d’ajuster les réponses inflammatoires qui fagonneront ensuite les
réponses immunitaires au niveau des sites distaux, tels que les poumons. Il y a moins de
preuves du transfert direct de micro-organismes entre les sites, bien que la
translocation de bactéries du tractus gastro-intestinal vers les poumons ait été observée
dans la septicémie et le syndrome de détresse respiratoire aigué, dans lesquels

l'intégrité de la barriere intestinale est compromise[141].
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Des études ont démontré que la composition d'un microbiote intestinal « sain » ou
plutét équilibré a une influence considérable sur l'efficacité de l'immunité
pulmonaire[142]. Le microbiote fournit des signaux conduisant a l'activation de
I'inflammasome, a 1'expression de la pro-IL-1f3 et de la pro-IL-18, et a la migration des
cellules dendritiques du poumon vers le ganglion lymphatique drainant et les
lymphocytes T, qui sont critique pour I'immunité adaptative.

En prenant comme exemples le virus respiratoire syncytial et la grippe, le microbiote
intestinal était significativement altéré par ces infections virales elles-mémes et par des
variables multifactorielles, telles que le (TNF-a) induit par l'inflammation.

En effet, lors d’'une infection grippale, les souris axéniques présentent une altération de
la clairance des agents pathogenes dans les poumons, ce qui entraine leur croissance et
leur dissémination. Tandis que les souris maintenues avec un régime fibreux ont montré
un taux de survie accru et ont résisté aux lésions pulmonaires, un phénotype attribué a
la production accrue d’AGCC[143]. Ces derniers ont réduit l'inflammation et conféré une
protection contre la grippe en favorisant les monocytes circulants Ly6c, les fonctions
effectrices des lymphocytes T CD8* et en activant les macrophages au niveau
pulmonaire. En outre, les AGCC ont des effets anti-inflammatoires tels que I'induction de
I'apoptose, I'inhibition du cycle cellulaire des cellules tumorales et la préservation des
barrieres muqueuses a l'infiltration d'endotoxines[144]

Plus important encore, la gravité des infections grippales a été largement liée aux
réponses hétérogenes du microbiote intestinal, comme le montre la découverte selon
laquelle les especes de Bifidobacterium de l'intestin peuvent se développer pour
améliorer la résistance de 1'hote a la grippe[145].

Le microbiote intestinal perturbé affecte directement ou indirectement les signaux
immunitaires innés et adaptatifs et les cellules du tissu pulmonaire, tels que la
susceptibilité accrue a l'asthme, aux maladies allergiques pulmonaires et aux maladies
pulmonaires obstructives chroniques.

De tels résultats nous amenent donc a envisager que des changement dans la
composition du microbiote intestinal peuvent étre associés a une augmentation de la
susceptibilité aux maladies respiratoires, a des modifications des réponses immunitaires
pulmonaires et donc a une modification de I'homéostasie des poumons[146]. De méme,
une population plus élevée de bactéries productrices de butyrate dans le microbiote
fécal est associée a une résistance accrue aux infections virales respiratoires[147]. De

plus, des chercheurs ont montré que la dysbiose du microbiote intestinal lors d'une
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infection respiratoire favorise la surinfection pneumococcique via des altérations de la
production d'AGCC. Ces auteurs ont également montré que la supplémentation en
acétate diminuait la sensibilité a une infection bactérienne secondaire en augmentant

l'activité des macrophages alvéolaires[147].

1.3 Influence du microbiote pulmonaire sur I'intestin

Contrairement a l'influence locale et systémique du microbiote intestinal qui est bien
connue, l'influence du microbiote pulmonaire et de ses produits, ainsi que de leur

circulation, doit encore étre correctement évaluée

2. Conséquence de l'infection du SARS-CoV-2 sur le
microbiote intestinal

En plus de l'infection des voies respiratoires, il a été démontré que le SARS-CoV-2 est
capable d'infecter le tractus gastro-intestinal. La présence du virus infectieux a été
détectée en quantité importante dans des échantillons fécaux de patients COVID-19,
indiquant que le tube digestif pourrait étre un site de réplication et d'activité
virale[148][149]. De plus, '’ACE2 et TPMRSS2 sont largement exprimés dans les cellules
des voies gastro-intestinales supérieures et glandulaires de I'cesophage, mais également
dans les entérocytes de l'iléon et du colon. Ces deux enzymes ont méme un taux
d’expression plus élevé dans les lignées cellulaires intestinales que dans les lignées
cellulaires pulmonaires[150]. De nombreuses études ont montré que quasiment tous les

malades séveres ont développé une dysbiose intestinale et une diarrhée.

2.1Induction d'une dysbiose

Outre l'effet systémique sur la régulation de la pression artérielle, 'ACE2 est un
important régulateur de I'immunité innée, de I’écologie microbienne intestinale et de
'expression de transporteur des acides aminés alimentaires[151]. Une étude a montré
que 3420 geénes sont co-exprimés avec I'expression de ’ACE2 dans les colonocytes. Ce
sont des genes régulant entre autre 'entrée du virus dans les cellules hotes, les réponses
immunitaires innées, le métabolisme énergétique, 'inflammation et I'apoptose. [152].
L’entrée du SARS-CoV-2 dans la cellule entraine I'internalisation du récepteur ACE2 qui
ne peut donc plus assurer ses fonctions enzymatiques réguliéres.

Prenons l'exemple de I'absorption du tryptophane: l'alimentation est la principale

source de tryptophane, dont l'absorption dépend d’'un transporteur d’acide aminée
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neutre: BOAT1. ACE2 va se lier et stabiliser B?AT1 (Figure 26) [153]. Lorsque la
membrane épithéliale est privée d’ACE2, cela entraine une diminution de l'absorption
du tryptophane par B°AT1 (les souris déficientes en ACE2 manquent de B°AT1 dans
l'intestin gréle[151]) Des niveaux réduits de tryptophane entrainent une diminution de
'activation de mTOR. (Figure 26)

mTOR est un régulateur lié a la prolifération cellulaire, a la synthese et a la production
de protéines. Il est activé directement par la détection de nutriments ou par la voie
tryptophane/nicotinamide. mTOR agit sur I'expression d'agents antimicrobiens par les
cellules de Paneth dans l'intestin gréle, qui régule le microbiote intestinal.

Lorsque I'ACE2 est régulée a la baisse, il y a une réduction du tryptophane, ce qui
provoque une diminution de l'activation de mTOR puis une diminution des AMP
provoquant une altération de la composition de la population bactérienne. Il en résulte
une susceptibilité accrue a I'inflammation intestinale.

Hormis les cas de dysbiose préexistante chez les malades, ce phénomene pourrait

expliquer la dysbiose observée dans le COVID-19. [151]
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Figure 26 : Réle de I'ACE2 dans I'épithélium intestinal. ACEZ2 est nécessaire pour l'expression de surface du transporteur
d'acides aminés BYAT1 dans I'épithélium de l'intestin gréle. Les niveaux de tryptophane régulent via l'activation de la voie
mTOR la sécrétion de peptides antimicrobiens qui a leur tour influencent la composition du microbiote intestinal. En
l'absence d'ACE2, le tryptophane ne peut pas étre absorbé efficacement, ce qui conduit a une diminution de la sécrétion
de peptides antimicrobiens et par conséquent a un microbiote altéré qui confére une sensibilité a I'inflammation du
colon[149]

De plus, le niveau d'expression de I'ACE2 colique pourrait étre modulé par le microbiote:
les Coprobacillus sont connus pour augmenter fortement l'expression d'ACE2 dans

b

l'intestin murin[154]. Inversement quatre especes Bacteroides savoir, B.dorei,

B.thetaiotaomicron, B.massiliensis et B.ovatus régulent a la baisse 1'expression de I'ACE2
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dans le c6lon murin. Il est a noter que le nombre de récepteurs ACE2 dans le duodénum

augmente avec l'age, ce qui serait un facteur favorisant l'infection intestinale par le

SARS-CoV-2.[155]

2.2 Induction d’une diarrhée

L'inhibition de mTOR, qui est une conséquence de l'indisponibilité d’ACE2, provoque
l'activation de 1'autophagie intestinale. Cette inhibition est démontrée par l'expression
du marqueur d'autophagosome Atg5 (Figure 27). Ce processus provoque la dégradation
autophagique de NHE3 qui est la protéine échangeuse de Na*/H* de la bordure en
brosse épithéliale intestinale localisée dans les entérocytes, et qui permet l'absorption
de NaCl. L'inhibition de mTOR réduit les niveaux de NHE3 entrainant une réduction
conséquente de l'activité d'échange Na*/H*, ce qui a pour conséquence d’augmenter
'absorption d'eau dans l'intestin et d’augmenter les fluides intestinaux, avec diarrhée de

type sécrétoire. (Figure 27)[156]
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Figure 27 : Mécanisme suggéré de dysbiose intestinale et de diarrhée induite par le SARS-COV-2. Aprés avoir pénétré dans
l'organisme, le virus parvient a infecter les cellules intestinales en se liant a I'ACE2, ce qui entraine un déréglement de
cette enzyme humaine et une absorption moindre du tryptophane. Il s’en suit une diminution de l'activation de mTOR.

Cela peut conduire a la formation d'autophagolysomes puis a une réduction de l'activité d'échange Na+/H+, une
augmentation de l'absorption d'eau et de la diarrhée. De plus, la réduction de l'activité de mTOR diminue la production
de peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth, ce qui va générer la dysbiose intestinale et les problemes gastro-
intestinaux liés au déséquilibre du microbiote intestinal[156]
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Pour conclure, la diminution de la disponibilité de I'ACE2 lors de l'infection par le SARS-

COV-2 est suffisante pour modifier la composition du microbiote intestinal entrainant

une dysbiose et une inflammation.

2.3 :la dysbiose intestinale pendant le COVID-19

Des études ont montré que le microbiote est significativement altéré par le SARS-CoV-
2[154], [157].(Figure 28) Apres analyse métagénomique globale ou séquencage par
ARNr 16S d’échantillons de selles, les microbiotes intestinaux des patients atteints de
COVID-19, par rapport a ceux des témoins sains, étaient caractérisés par une diversité
réduite de la flore microbienne, un enrichissement en agents pathogénes opportunistes
et un appauvrissement en bactéries commensales bénéfiques. Il convient de noter que la
composition altérée du microbiote a persisté apres l'élimination du SARS-CoV-2 et la
résolution des symptdmes respiratoires, indiquant que la résilience est de longue

durée[154].
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Figure 28 :composition du microbiote fécal des patients atteints de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) selon le
lieu de récupération du patient : ambulatoire (ambulatory), hospitalisé en service (ward) ou hospitalisé en soins intensifs

(cu)[158]

2.3.1 épuisement en bactéries commensales bénéfiques

L'abondance des bactéries productrices de butyrate, telles que Faecalibacterium
prausnitzii, Clostridium butyricum, Clostridium leptum et Eubacterium rectale, est
diminuée de maniére significative chez les patients les plus atteints par le COVID-
19(Figure 29). Ce changement dans la communauté bactérienne peut étre utilisé pour

prédire la gravité de la maladie en discriminant avec précision les patients critiques des
autres.[159]
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Ces commensaux intestinaux sont restés faibles dans les échantillons prélevés jusqu'a

30 jours apres le rétablissement du malade. [160]
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Figure 29 : L'écosystéme microbien intestinal et les mécanismes sous-jacents impliqués dans l'infection au COVID-19. Le
microbiote intestinal de (A) individus sains et (B) individus infectés par le COVID-19. Chez les individus en bonne santé,
l'intestin abrite diverses communautés et métabolites (par exemple, les acides gras a chaine courte (AGCC) et les acides
biliaires) qui varient des communautés microbiennes intestinales des individus infectés par COVID-19. Pendant COVID-19,
la dysbiose de l'écosystéme microbien intestinal, la réduction des métabolites impliqués et la régulation négative des

récepteurs de l'enzyme de conversion de 'angiotensine 2 (ACE2) peuvent affecter le systéme immunitaire (réduction des
peptides antimicrobiens (AMP)) et aggraver les conditions[161]

2.3.2 Enrichissement en bactéries opportunistes pathogenes

Le nombre d'agents pathogénes opportunistes courants, tels qu’'Enterococcus (Ec) et
Enterobacteriaceae (E) (Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae) a augmenté (Figure
29), en particulier chez les patients gravement malades ayant un pronostic défavorable.
Ces groupes bactériens peuvent servir de biomarqueurs diagnostiques pour COVID-19,
le rapport Ec/E pourrait méme étre utilisé pour prédire la mort chez les patients
gravement malades[159].

Les agents pathogenes opportunistes peuvent pénétrer dans la circulation sanguine a
travers la barriere intestinale et provoquer une infection. De plus, la prolifération
d'agents pathogénes opportunistes entraine une nouvelle dysbiose intestinale, une
altération de la barriéere épithéliale intestinale et des infections bactériennes
secondaires. Dans une étude, le rapport Ec/E a augmenté chez 73,7% des patients, en
particulier dans le groupe critique, et était significativement plus élevé chez les patients

séveres et les non-survivants que chez les patients modéreé.
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D’autres espéces bactériennes pathogenes ont été retrouvés telles que C. aerofaciens qui
entraine une perte d'intégrité épithéliale intestinale en augmentant 1'expression de la
cytokine pro-inflammatoire IL-17 et des chimiokines CXCL1 et CXCL5 par les
entérocytes. M. morganii est également retrouvé, c’est un pathogene opportuniste rare
associé a une pathogénicité d'organes multiples dans tous les groupes d'age. En outre,
par rapport a un groupe de témoins adultes, les patients atteints de COVID-19
présentaient plus de Ruminococcus gnavus (associés a la maladie de Crohn), et de
Ruminococcus spp. associés a la protéine C-réactive (CRP). Le pathogene C. difficile est
plus souvent retrouvé au cours de l'infection au COVID-19 que chez les personnes
négatives. On note de plus la présence accrue d'agents pathogeénes opportunistes

d'origine pulmonaire dans l'intestin (comme Actinomyces viscosus).

2.4 Relation entre dysbiose intestinale et sévérité de la maladie

La dysbiose a été largement associée a la gravité du COVID-19[154][157], [159]. En effet
la diversité microbienne est considérée comme un déterminant essentiel de la stabilité
de 1'écosystéme microbien. Les microbes intestinaux présentant la corrélation positive
la plus forte avec la gravité de la maladie étaient les bactéries Prevotella, Enterococcus,
Enterobacteriaceae, Campylobacter, Coprobacillus, Clostridium ramosum et Clostridium
hathewayi. Les deux dernieres espéces sont connues pour provoquer une
bactériémie[162]. Ces bactéries pathogenes opportunistes sont systématiquement
associées a une infectivité élevée, a une détérioration de la maladie ou a un mauvais
pronostic chez les patients COVID-19. L'espéce Prevotella, par exemple, est associée a
une activation de Th17 entrainant une augmentation de IL-23 et IL-1 puis de IL -8, IL-6
et CCL20, favorisant ainsi le recrutement des neutrophiles et augmentant
I'inflammation. Un enrichissement de la flore par Klebsiella, Streptococcus, Ruminococcus
gnavus, B.dorei et Akkermansia muciniphila est corrélée avec une augmentation d’'IFN-y,
TNF-a, I'IL- 1B, IL-6.[160][163].

Tous ces résultats sont cohérents avec les découvertes précédentes selon lesquelles des
niveaux significativement plus élevés d'ADN bactérien et de lipopolysaccharides (LPS)
sont apparus dans le plasma des patients atteints de COVID-19 sévere. La bactériémie
contribue a I'amplification de la tempéte de cytokines et a I'aggravation de la maladie.
Plusieurs études ont mis en évidence une association entre la composition du

microbiote, les concentrations plasmatiques de cytokines inflammatoires et les
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marqueurs de l'inflammation sanguine (tels que CRP, LDH, I'aspartate
aminotransférase).

On a une diminution des taux de bactéries probiotiques comme Lactobacillus et
Bifidobacterium. Or des niveaux élevés de Lactobacillus sont nécessaires a une
amplification d’IL-10. On observe également une diminution de l'abondance des
bactéries productrices de butyrate (telles que les especes Faecalibacterium prausnitzii et
Clostridium) or, le butyrate est non seulement responsable des besoins énergétiques de
I'épithélium colique, mais préserve également les tissus en atténuant les réponses
inflammatoires chroniques grace a la régulation des cytokines pro- et anti-
inflammatoires. En conséquence, la baisse subséquente de la disponibilité des AGCC a
été corrélée avec un COVID-19 sévere.

Les entérocytes infectés présentaient une expression élevée des genes de cytokines et
d’ISG (interferon-stimulated genes) ainsi qu'une expression relativement faible des IFN
de type I et IIl, ce qui concorde avec la signature immunitaire dérégulée du poumon

envahi par le SARS-CoV-2 [164]

En conclusion, l'infection entérique par le SARS-CoV-2 déclenche une réponse pro-
inflammatoire et une hyper-cytokinémie dans l'intestin. En plus du poumon, l'intestin
enflammé est probablement l'une des origines des cytokines circulantes augmentant
'orage cytokinique observé chez les patients critique de la maladie. De plus, I'altération
de lintégrité de la barriere intestinale conduit a la translocation de bactéries,
d’endotoxines et de produits inflammatoires vers des organes distants via les vaisseaux
lymphatiques intestinaux conduisant a une infection bactérienne secondaire, a une
septicémie et a un syndrome de défaillance multi organiques[165] [97][166].

La prédiction des altérations du microbiome intestinal dans l'infection par le SARS-CoV-
2 pourrait permettre le développement de stratégies thérapeutiques efficaces via la

nutrition et les pré- ou probiotiques

3. Modulation du microbiote intestinal dans la prévention et
le traitement du COVID-19

Comme détaillé précédemment la dysbiose intestinale chez les patients atteints de
COVID-19 décrit un environnement pro-inflammatoire dans l'intestin favorisant 'orage
cytokinique. Par conséquent, la modulation du microbiote intestinal pourrait réduire la

réponse hyper-inflammatoire en cas de COVID-19 sévere. Cette modulation peut étre
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réalisée par des probiotiques, des prébiotiques, des symbiotiques ou encore des
meétabolites bactériens commensaux (Figure 30). La supplémentation en alicaments,
minéraux et oligo-éléments pourrait également réduire la gravité du COVID-19 en

améliorant I'abondance et la diversité du microbiote intestinal.
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Figure 30 : Modulation du microbiote intestinal. Le microbiote intestinal peut étre amélioré grdce a diverses approches,
notamment l'administration de probiotiques, de prébiotiques, de symbiotiques, de métabolites bactériens commensaux,
de nutraceutiques et d'oligo-éléments. L'amélioration du microbiote intestinal peut augmenter la production de
métabolites bactériens commensaux, qui ont un effet anti-inflammatoire.[167]

3.1 Probiotiques

3.1.1 Définition

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en
quantités adéquates, conferent un avantage pour la santé de 1'hote[168]. Ils sont
supposés rétablir I'équilibre du microbiote dans le tractus gastro-intestinal et de réduire

le risque d'infection secondaire due a la translocation bactérienne.
3.1.2 Role des probiotiques dans la restauration d’'un microbiote sain

Les probiotiques peuvent améliorer la dysbiose d'un microbiote intestinal dans
I'environnement colique et empécher la colonisation par des organismes pathogenes via
un certain nombre de mécanismes[169][170]. Par exemple, les probiotiques peuvent se
lier aux cellules épithéliales intestinales et entrainer une inhibition compétitive contre
I'adhésion a la paroi intestinale des micro-organismes pathogenes[169][171]. Une fois

collés aux cellules épithéliales intestinales, ils liberent des substances qui empéchent la
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croissance des agents pathogenes et modulent la perméabilité intestinale[169]. De plus,
les probiotiques peuvent restaurer la santé intestinale en atténuant I'inflammation et en
renfor¢ant la barriere épithéliale en trois étapes[172]. Premiérement, les probiotiques
empéchent l'invasion de micro-organismes pathogenes en augmentant la sécrétion de
mucine[172]. Deuxiémement, les probiotiques peuvent empécher la croissance d'agents
pathogénes directement en sécrétant des facteurs antibactériens, tels que des AMPs, des
défensines, des AGCC et des bactériocines[173]. Troisiemement, les probiotiques
peuvent améliorer la fonction barriere physique en augmentant l'expression des
protéines des jonctions serrées[172].

Ainsi, un objectif important du traitement d’appoint par des probiotiques dans la gestion
du COVID-19 serait de restaurer la diversité, la composition et le potentiel
métagénomique du microbiote intestinal a des niveaux comparables a ceux des

individus en bonne santé.
3.1.3 Probiotiques et COVID-19

Al'heure actuelle, il n'y a pas de données expérimentales pour soutenir les probiotiques
comme méthode thérapeutique pour le COVID-19. Cependant, les composants
bactériens et les métabolites dérivés du microbiote intestinal contribuent de maniere
significative a l'axe intestin-poumon régulant l'immunité des voies respiratoires
[54][174]. Parce que les probiotiques ont été étudiés et recommandés dans le
traitement des infections virales des voies respiratoires[175], [176], il est plausible
d'émettre 1'hypothese que la normalisation de la dysbiose intestinale avec des
probiotiques pourrait servir d'approche pour traiter le COVID-19. En effet, il a été
démontré que la dysbiose intestinale au cours d'une infection par le virus de la grippe
aggrave la pathologie pulmonaire et aggrave les infections pulmonaires a
pneumocoques secondaires[146][147].

Certaines souches probiotiques de la famille des Lactobacillus peuvent moduler les
réponses immunitaires pour protéger 1'hdte des infections respiratoires virales. Par
exemple, des données cliniques ont montré que la prise orale de L. plantarum entraine
l'activation des cellules T CD8* cytotoxiques[143], augmente l'activité phagocytaire des
granulocytes, stimule les activités des cellules NK, favorise I'immunité muqueuse médiée
par les IgA dans les voies gastro-intestinales et respiratoires, éleve les taux de cytokines
anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 et diminue les cytokines pro-inflammatoires IFN-y et

TNF-a : deux cytokines qui contribuent a la création de I'orage cytokinique.[177].
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La suppression induite par les probiotiques de la réponse des cytokines pro-
inflammatoires pourrait empécher a la fois la gravité et I'apparition du SDRA, faisant des
probiotiques un complément intéressant.

Plusieurs études ont d’ailleurs démontré que l'administration de B. subtilis et
d'Enterococcus faecalis ensemble ou de Lactobacillus rhamnosus GG pouvait réduire la
survenue de pneumonie associée a la ventilation mécanique[178], [179].

Les preuves a ce jour ont montré que les probiotiques dotés de propriétés anti-
inflammatoires ou immunomodulatrices seraient les plus bénéfiques pour prévenir ou
soulager les symptomes du COVID-19. Ce sont les probiotiques appartenant
essentiellement aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium notamment les especes
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
gasseri, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve,
Lectobacillus mesenteroides , et Pediococcus pentosaceus[180].

De nombreux essais cliniques sont en cours dans le monde afin de délimiter le rdle des
probiotiques dans la prévention et le traitement d’appoint du COVID-19[181]. L'une
d’entre elle a constaté que la prise d'une forte dose de probiotiques comme traitement
adjuvant améliorait significativement les symptomes de la maladie avec une réduction
de l'inflammation et une récupération des anomalies du microbiote intestinal (Figure
31)[182]

Un spray pour la gorge contenant trois souches de Lactobacillus a été mis en ceuvre dans
un essai clinique pour modifier la gravité du COVID-19 et prévenir la transmission du
virus SARS-COV-2. [183]

De plus, il existe plusieurs probiotiques de nouvelle génération identifiés par des
approches métagénomiques, tels que F. prausnitzii et Akkermansia muciniphila, qui
peuvent générer des métabolites diffusibles, notamment le butyrate, la
désaminotyrosine et les AGCC, et peuvent améliorer l'immunité pulmonaire et prévenir

les infections respiratoires virales[182]

3.1.4 Probiotiques et vaccins

L'amélioration du microbiote intestinal par les probiotiques pourrait augmenter
|'efficacité des vaccins contre les infections au SARS-CoV-2. Un microbiote intestinal sain
est nécessaire a l'efficacité du vaccin[184]. Des études ont démontré que les vaccins sont
incapables de provoquer des réponses immunitaires efficaces chez des souris axéniques

ou des souris ayant recu des antibiotiques[185]. Un essai clinique étudie actuellement
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un probiotique a base de levure appelé ABBC1 pour améliorer un vaccin contre le

COVID-19[186]. ABBC1 comprend des 1,3/81,6-glucanes et des Saccharomyces cerevisae

inactivés ainsi que des oligo-éléments sélénium et zinc. On s'attend a ce que la

supplémentation puisse modifier le microbiote intestinal pour augmenter 1'efficacité du

vaccin COVID-19. En raison de sa haute tolérance, de son innocuité et de sa disponibilité

immédiate, ABBC1 est un candidat idéal pour la prise en charge complémentaire des

patients gériatriques atteints du virus de la grippe saisonniere ou COVID-19.
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Figure 31 : Schéma représentant le réle proposé des probiotiques dans la gestion du COVID-19. La dysbiose prédispose
l'individu a un état inflammatoire anormal et augmente la susceptibilité a la maladie. La supplémentation en
probiotiques aide a maintenir la symbiose dans le tractus gastro-intestinal et ainsi moduler le systéme immunitaire.
L'état symbiotique aide également a contréler la gravité de la maladie via les axes intestin-poumon et intestin-

cerveau[187]

84



3.2 Prébiotiques

Les prébiotiques sont des substances qui peuvent stimuler la croissance des bactéries
intestinales commensales et produire des métabolites microbiens[188]. Il existe une
large gamme de prébiotiques, qui ont été largement étudiés pour leurs bienfaits pour la
santé, grace a la stimulation qu'ils effectuent sur le microbiote intestinal afin de produire
des métabolites bactériens commensaux. Les prébiotiques courants comprennent les
fibres alimentaires: les FOS (Fructo-OligoSaccharides), les GOS (Galacto-
OligoSaccharides), l'inuline, le fructane, les [3-glucanes et l'arabinoxylane[188]. Les
fibres alimentaires non fermentées telles que la cellulose ne peuvent étre considérées
comme des prébiotiques. Actuellement plusieurs essais cliniques sur le COVID-19 ont
inclus des prébiotiques. Ces derniers ont pour effet d’augmenter les bactéries
probiotiques Bifidobacterium et Lactobacillus ainsi que les bactéries productrices de
butyrate Faecalibacterium, Ruminococcus et Oscillospira qui a leur tour vont stimuler les
cellules effectrices T CD8* pour augmenter la clairance virale. Par conséquent,
L’utilisation de prébiotiques dans le COVID-19 pourrait permettre de restaurer
I'abondance et la diversité du microbiote intestinal.

Un essai clinique de prébiotiques oraux, KB109, un nouveau glycane synthétique pour
moduler la composition du microbiome intestinal et augmenter la production d'AGCC

dans l'intestin, est en cours[189]

3.3 Symbiotiques

Les symbiotiques sont plus avantageux dans la modulation du microbiote intestinal par
rapport aux probiotiques et prébiotiques. Nous avons vu que la fermentation intestinale
nécessite a la fois des bactéries commensales et des substrats. Les symbiotiques
fournissent ces deux éléments, ce qui permet de faciliter la production de métabolites
bactériens commensaux. Dans un modeéle de colite de souris, une étude a montré qu'un
symbiotique composé de Lactobaccillus GG et de tagatose était meilleur que
Lactobaccillus GG ou que le tagatose administrés séparément, pour inhiber les réponses
inflammatoires.[190]

A I'heure actuelle dans un essai clinique en cours, un symbiotique appelé Omni-Biotic®
10AAD a été utilisé en traitement d’appoint du COVID-19. Il contenait deux souches de
bifidobactéries, une souche Enterococcus et sept souches Lactobacillus[191]. Les
prébiotiques utilisés étaient I'amidon de mais, l'inuline et les FOS. Le symbiotique

contenait également des oligo-éléments sulfate de magnésium, sulfate de manganese et
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chlorure de potassium. L'efficacité d'Omni-Biotic® 10 AAD a été démontrée dans un
précédent essai clinique pour le traitement de la septicémie[192]. Il a amélioré la

diversité du microbiote intestinal, la barriére intestinale, et réduit I'inflammation.

3.4 Les métabolites bactériens commensaux

Les effets anti-inflammatoires médiés par le microbiote intestinal vont impliquer divers
meétabolites bactériens commensaux. De nombreux métabolites bactériens tels que les
AGCC, les acides biliaires et les acides aminés ont été identifiés et leurs effets étudiés sur
les hotes. Dans le COVID-19, ces métabolites bénéfiques sont en déficit en raison de la
dysbiose. Parmi eux, le butyrate, un AGCC a quatre carbones, est le plus largement
étudié. Plusieurs rapports ont proposé l'utilisation du butyrate pour réduire la gravité
des infections a COVID-19[193][194] tant il exerce un effet anti-inflammatoire
important a travers de multiples mécanismes (Figure 32). Il peut aussi étre administré
en cas d'utilisation intensive d'antibiotiques ou d'autres agents thérapeutiques qui
affectent le microbiote intestinal, tels que les inhibiteurs de la pompe a protons, les
antidépresseurs, les laxatifs et les statines[195] ou tout type de situation ou les
probiotiques ne pourront pas restaurer de maniere optimale 'abondance et la diversité
du microbiote.

Le butyrate peut activer les cellules Treg via son récepteur couplé a la protéine G le
récepteur 109a ou (GPR109a) pour réguler a la baisse les cellules T cytotoxiques et
faciliter l'activation des macrophages, afin de réduire les ratios cytokines pro-
inflammatoires/cytokines anti-inflammatoires. Ainsi, étant donné que le butyrate
participe aux voies biochimiques de I'immunorégulation dans l'intestin et les tissus
périphériques, une diminution de sa production pourrait faciliter la progression de
I'hyperinflammation. De plus, le butyrate a des effets antibactériens et antiviraux en
favorisant la sécrétion de mucines et de défensines (AMP). Il maintient également la
barriere intestinale intégre et empéche ainsi la translocation des bactéries/endotoxines
vers les organes extra-intestinaux, qui provoquent une inflammation systémique.
L’acide butyrique présente une fonction anti-inflammatoire et protectrice des tissus en
inhibant la molécule pro-inflammatoire NF-kB ce qui pourrait réduire 'orage
cytokinique. Des étude ont en effet montré que les lésions pulmonaires aigués et
I'inflammation induites par les lipopolysaccharides (LPS) peuvent étre atténuées par
I'acide 4-phényl butyrique (4-PBA), un dérivé de l'acide butyrique et également par le
butyrate de sodium[196], [197].
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En résumé, les effets anti-inflammatoires et protecteurs tissulaires potentiels du
butyrate sur les poumons et l'intestin, ainsi que sa capacité a moduler la diversité du
microbiote intestinal, pourraient étre une meilleure approche préventive pour gérer le
COVID-19 par rapport a la dexaméthasone[194]. Cependant, des études et des essais
cliniques plus détaillés sont nécessaires pour déterminer la puissance et l'effet a long
terme du butyrate dans la gestion préventive des patients COVID-19 gravement
malades.

De plus, le butyrate joue un role important dans l'inhibition de la prolifération d'agents
pathogénes opportunistes, le maintien de l'intégrité de la barriere muqueuse intestinale,
'activation de la réponse immunitaire adaptative et le renforcement de l'immunité
antivirale. Une étude in vitro a montré que le butyrate peut réguler le nombre et la
fonction des cellules T régulatrices (Treg) et favoriser l'activation des cellules T helper
17 (Th17) et T helper 1 (Th1)

Une diminution de la production d’acétate entraine une diminution de I'activité
bactéricide des macrophages alvéolaires. En effet, une étude menée dans le cadre d'une
infection grippale, a montré qu’'une supplémentation en acétate (via sa fixation a son
récepteur FFAR2 dans les poumons) diminue les charges bactériennes locales et
systémiques. Cela se traduit par une pathologie pulmonaire réduite, une diminution de

la surinfection bactérienne et une amélioration des taux de survie[147]
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Figure 32 : Effet anti-inflammatoire du butyrate. Le butyrate exerce un effet anti-inflammatoire par le biais de plusieurs
mécanismes. Il peut réduire les fuites intestinales causées par la dysbiose, bloquant ainsi la translocation des
lipopolysaccharides et des microbes, inhibant l'inflammation systémique. Le butyrate agit également sur les colonocytes
pour sécréter des peptides antimicrobiens afin de réduire les infections microbiennes. Le butyrate peut activer les cellules
T régulatrices, qui inhibent ensuite I'activation des cellules T, réduisant ainsi la production de cytokines. Il peut
également stimuler les cellules caliciformes pour sécréter des mucines pour se protéger des infections microbiennes.
Grdce a l'inhibition de plusieurs voies pro-inflammatoires, le butyrate peut réduire la production de cytokines par les
cellules immunitaires sous l'effet de stimuli[193]

3.3 Transplantation de microbiote fécal

En raison de ses avantages évidents dans la gestion des infections récurrentes a
Clostridioides difficile, 1a transplantation du microbiote fécal (FMT) a été préconisée par
la communauté de gastro-entérologie comme une procédure a administrer en continu
pendant la pandémie de COVID-19. Dans le cas du SARS-CoV-2, nous émettons
I'hypotheése que l'axe bidirectionnel intestin-poumon va jouer le role d'intermédiaire

dans le processus de guérison.[161]
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CONCLUSION

Dans cette thése, nous avons vu le role du microbiote intestinal durant la maladie du
COVID-19. Les patients atteints de COVID-19 présentaient des changements importants
dans les microbiotes fécaux, caractérisés par l'enrichissement des agents pathogénes
opportunistes et I'épuisement des commensaux bénéfiques, qui sont largement associé a
la gravité de la maladie. Outre les agents antiviraux ou les traitements de soutien, la
thérapie de ciblage du microbiote peut constituer une alternative pour prévenir les
complications graves du COVID-19. Les probiotiques oraux peuvent avoir des effets
antiviraux via l'axe intestin-poumon et améliorer la santé intestinale pour atteindre
I'homéostasie. Bien que certains probiotiques commercialisés aient été efficaces contre
le coronavirus, les preuves détaillant leur efficacité dans le traitement des patients
COVID-19 sont limitées. Des essais cliniques de probiotiques principalement des
lactobacilles et des bifidobactéries sont en cours et ainsi le rdle préventif ou
thérapeutique des probiotiques pour ces patients peut étre élucidé dans un proche
avenir.

De nos jours, I'un des défis majeurs est de décrypter les implications de ces microbes sur
notre systéeme immunitaire. Il serait intéressant de décortiquer le role des autres micro-
organismes tels que les champignons et les phages qui forment un écosystéme tres riche
dans l'intestin. En effet, le virome humain est encore sous-estimé par rapport a la
communauté bactérienne, rendant notre compréhension des communautés
microbiennes moins globale. Enfin, le role du microbiote pulmonaire ainsi que l'axe
« intestin-poumon » doit étre approfondi, ce qui nous donnera une meilleure
compréhension des interactions entre 1'hdte, l'intestin et les communautés
microbiennes pulmonaires dans les maladies respiratoires ou les infections pour de
nouvelles approches thérapeutiques. Dans le contexte de COVID-19, il sera intéressant
de réaliser une approche intégrative qui combine des données omiques pour
comprendre la complexité de tels systemes biologiques que sont les micro-organismes
commensaux. Des données combinées de microbiome provenant de différents sites
corporels, y compris le nasopharynx, la bouche et I'intestin chez les patients COVID-19 a
différents stades de l'infection doivent étre étudiés. L'ensemble de ces données nous
permettra de définir des signatures de microbiote chez les patients COVID-19 qui
pourraient étre considérées comme des biomarqueurs taxonomiques potentiels

capables de prédire I'apparition de la maladie et son évolution.
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RESUME

Actuellement, le monde est confronté a une pandémie mondiale connue sous le nom de
COVID-19. Cette maladie infectieuse est déclenchée par le coronavirus-2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2). Le microbiote intestinal abrite une communauté
multi-especes avec un fort impact sur 'homéostasie immunitaire de I'hote. Cependant,
nos connaissances sur ce microbiote intestinal lors d’'une infection par le SARS-CoV-2
sont limitées. Une flore bactérienne déséquilibrée avec des infections opportunistes
peut déplacer le systeme immunitaire vers une cascade de réponses inflammatoires
conduisant a une défaillance multi-organique. Cette thése se concentrera sur le role
potentiel du microbiote intestinal dans l'infection par le SARS-CoV-2 ainsi que sur
I'immunomodulation par les probiotiques avec une attention particuliére sur I'activation

du systeme immunitaire par le microbiote intestinal.

Mots-clés: SARS-CoV-2, COVID-19, Microbiote intestinal, systéme immunitaire,

probiotiques, dysbiose
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RESUME

Actuellement, le monde est confronté a une pandémie mondiale connue sous le nom de
COVID-19. Cette maladie infectieuse est déclenchée par le coronavirus-2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2). Le microbiote intestinal abrite une communauté
multi-especes avec un fort impact sur 'homéostasie immunitaire de I'hote. Cependant,
nos connaissances sur ce microbiote intestinal lors d’'une infection par le SARS-CoV-2
sont limitées. Une flore bactérienne déséquilibrée avec des infections opportunistes
peut déplacer le systeme immunitaire vers une cascade de réponses inflammatoires
conduisant a une défaillance multi-organique. Cette thése se concentrera sur le role
potentiel du microbiote intestinal dans l'infection par le SARS-CoV-2 ainsi que sur
I'immunomodulation par les probiotiques avec une attention particuliére sur I'activation

du systeme immunitaire par le microbiote intestinal.
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