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Résumeé

Les douleurs abdominales chroniques, souvent associées a une hypersensibilité viscérale
d’origine colique (HSVC), sont 'un des symptomes majeurs constatés lors du syndrome de
I'mtestin irritable (SII). Le SII est une colopathie chronique fonctionnelle touchant environ
11% de la population mondiale et altérant significativement la qualité de vie des patients.
L’étiologie multifactorielle de cette pathologie rend la physiopathologie complexe. Les
gastroentérites infectieuses ont été décrites comme l'un des facteurs de risque dans le
développement du SII-post-infectieux (SII-PI). Le SII-PI survient en effet dans 4 a 31% des
cas suite a une gastroentérite aiglie d’origine bactérienne, virale ou parasitaire. Ces infections
peuvent avoir de nombreuses répercussions et en particulier sur Iintégrité de la barriere
épithéliale intestinale, le systeme immunitaire ou encore sur le microbiote intestinal. Par ailleurs,
suite a une infection parasitaire, le risque de développer un SII est de 40% contre seulement

14% suite a une infection bactérienne.

Blastocystis est le parasite intestinal le plus fréquemment retrouvé chez I'Homme.
Néanmoins, malgré de récentes études épidémiologiques rapportant une plus forte prévalence
de ce parasite chez les patients atteints de SII, son role en santé humaine reste débattu. De plus,
d’autres études rapportent que les individus porteurs de ce parasite présentent des douleurs
abdominales et sont atteints d’une dysbiose intestinale. Actuellement, I'absence d’'un modele
animal d’infection par Blastocystis reproductible ne permet pas d’étudier les mécanismes
physiopathologiques liés a I'infection et donc d’explorer la contribution éventuelle de ce

parasite dans le SIIL.

Les objectifs de ce travail de these étaient tout d’abord de mettre en place un modele murin
d’infection expérimentale par Blastocystzs pour dans un deuxieme temps évaluer si ce parasite
est capable d’induire une HSVC et une dysbiose intestinale avec I'objectif d’établir un nouveau

modele de SII d’origine infectieuse chez le rat.

Pour répondre au premier objectif, le pouvolr infectieux de différents sous-types et
différentes formes du parasite (formes vacuolaires ou kystes), 1solés de cultures axéniques ou
purifiés a partir de selles de patients et d’animaux a été évalué chez des animaux de laboratoire
(rats et souris). Nous avons ainsi réussi a établir un modele reproductible d’infection chronique

par Blastocystis chez le rat de laboratoire a 'aide de kystes purifiés a partir de selles humaines.



Lutilisation de ce modele z# vivo, nous a permis de mettre en évidence que le sous-type 4
(ST4) de Blastocysts induit une HSVC sans origine inflaimmatoire chez les rats
expérimentalement infectés. De plus, les animaux développent un comportement type anxio-
dépressif corrélé a THSVC. La dysbiose intestinale associée a I'infection se caractérise par une
augmentation de la richesse bactérienne et une diminution du ratio Firmicutes/ Bacteroidetes. Par
ailleurs, nous avons corrélé THSVC a 'augmentation de 'abondance relative du genre Bactervides
et la diminution de 'abondance relative de la famille des Chstridiaceae, bactéries productrices
d’acides gras a chaine courte (AGCC). Une diminution des taux ’AGCC fécaux a d’ailleurs été
constatée chez les rats mfectés. De plus, nous avons mis en évidence une augmentation de

Iactivité de protéases a sérine dans les feces des animaux infectés pouvant expliquer THSVC.

Ces données suggerent qu’une infection gastro-intestinale par Blastocystis serait associée a
une hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC) et a un déséquilibre de la flore
intestinale (dysbiose). Ainsi, ce nouveau modele d’infection pourrait étre un bon modele de SII
d’origine infectieuse et pourrait donc contribuer 2 un meilleur diagnostic et au développement
de nouvelles stratégies thérapeutiques pour des pathologies chroniques de T'intestin chez

certains individus.



Abstract

Chronic abdominal pain often associated with colonic hypersensitivity (CHS) is one of the
major symptoms of irritable bowel syndrome (IBS). IBS is a functional chronic disorder
affecting ~11% of worldwide population and disturbing patients’ quality of life. Etiology 1s
multifactorial and thus pathophysiology 1s complex and remains pootly understood. Infectious
gastroenteritis has been described as one of the risk factors for development of post-infectious
IBS (PI-IBS). PI-IBS can occur in 4-31% of patients following acute gastroenteritis of bacterial,
viral or parasitic origin. Numerous studies support a role for pathogen-mediated modifications
in the resident intestinal microbiota, epithelial barrier integrity and immune activation in PI-
IBS. Interestingly, the risk of IBS is highest with protozoal enteritis, with ~40% of individuals

developing IBS against ~14% following bacterial infection.

Blastocystis 1s the most common intestinal parasite found in human intestinal tract.
Nevertheless, clinical relevance remains controversial, despite recent epidemiological studies
showing a higher prevalence of this parasite in IBS patients. Interestingly, studies report that
individuals carrying Blastocystis display abdominal pain and intestinal dysbiosis. Currently, the
lack of reproducible animal model of Blastocystis infection does not allow to study the
pathological mechanisms related to mfection and thus to explore the potential contribution of

this parasite in IBS.

The aims of this study were first to develop a murine model of Blastocystis infection and
then to mvestigate whether this parasite could lead to the development of intestinal dysbiosis

associated CHS with the aim of developing a new PI-IBS rat model.

The first aim was to evaluate the infectivity of different parasitic subtypes and stages
(vacuolar and cystic forms) isolated from axenic cultures or purified from human or animal
feces, into laboratory animals (rats and mice). Interestingly, we succeeded in the development
of a reproducible model of chronic infection by Blastocystis in laboratory rats using cysts purified

from human stool.

Using this animal model, we found that Blastocystis ST4 induced non mnflammatory CHS in
infected rats. In addition infected rats developed anxiety- and depressive-like behavior
correlated with CHS. Infection associated intestinal dysbiosis was characterized by increased

bacterial richness and decreased Firmicutes/ Bacteroidetes ratio. Interestingly, we correlated CHS



with the increase in the relative abundance of genus Bacferozdes and the decrease in the relative
abundance of the family Chstridiaceae, some bacteria producing Short Chain Fatty Acids
(SCFAs). Indeed, fecal SCFAs levels were decreased in infected rats. These decreases were
correlated with the relative abundance of genus Osez/lospira which was also described increased
in Blastocystis individual carriers. In addition, we have demonstrated an increase in fecal serine

protease activity in infected animals that may explain development of CHS.

These data suggest that a gastroimtestinal infection with Blastocystis may be associated with
the establishment of intestinal dysbiosis associated CHS. Thus, this new infectious model could
be a good model of PI-IBS and could therefore contribute to a better diagnosis and

development of new therapeutic strategies for chronic bowel diseases.
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Préambule

L’homéostasie intestinale est un état d’interactions complexes entre le microbiote, la
muqueuse et le systeme mmmunitaire. Toute modification de cet équilibre peut avoir des
répercussions déléteres chez 'hote qui peuvent aller de pathologies fonctionnelles (syndrome
de l'intestin irritable ou SII), ou inflammatoires (maladies inflammatoires chroniques de
I'mtestin ou MICI) jusqu’au cancer colorectal. Le microbiote intestinal joue un role clé dans cet
équilibre, toute dysbiose (perturbation de cet équilibre) pouvant avoir des répercussions au
niveau périphérique (intégrité de la muqueuse) mais également au niveau central notamment
via'axe cerveau/intestin. Cela peut se traduire par Pappatition d’une hypersensibilité a 'otigine
de douleurs abdominales, une inflammation et des comorbidités psychiatriques. Néanmoins, la
place du microbiote dans la physiopathologie reste complexe puisque la dysbiose peut une
cause et/ou une conséquence de ces pathologies. Jusqu’a présent, les travaux menés sur ce sujet

n’ont pas permis de répondre a cette mnterrogation.

C’est dans ce contexte qu’en 2015 une nouvelle thématique de recherche, innovante et
fédératrice, sur le role du microbiote et de ses altérations dans ’homéostasie intestinale et de
maniere originale, de ses répercussions sur le « bien-étre », a été initiée dans le cadre d’un appel
a projet « thématique émergente » de la région Auvergne-Rhone-Alpes. Ce projet mtitulé MHIB
(Microbiote, Homéostasie Intestinale et Bien-étre) fait mntervenir trois unités de recherche du
site clerontois: TUMR1107 NeuroDol, TUMR6023 LMGE et TUMR1071 M2iSh. Trois axes de

recherche ont été proposés:

1. L’étude des perturbations du « bien-étre de I'animal » en cas de modifications du

microbiote intestinal.

2. D’étude des perturbations de 'intégrité intestinale en cas d’infection par des organismes
pathogenes bactériens ou parasitaires et les répercussions sur le microbiote intestinal et

le « bien-étre » de I’hote.
3. L’étude de I'impact de probiotiques et de médicaments sur le « bien-étre »

L’obtention de ce financement a permis la réalisation deux theses sur 'axe n°2. L’une de
ces theses portait sur un modele d’infection par Cizrobacter rodentinm chez la souris (sujet de these
d’Elodie Baudu) et impliquait les laboratoires M2iSh et NeuroDol. La deuxieme these, dans

laquelle je me suis engagée, s’est articulée sur la mise en place d’'un modele d’infection par
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Blastocystis chez le rat. Cette these s’est réalisée sous la supervision du Professeur Frédéric
Delbac (LMGE) et du Docteur Frédéric Carvalho (NeuroDol) et I'encadrement du Docteur
Philippe Poirier (LMGE).

Malgré des modeles d'infection différents, ces deux theses sont liées de par un objectif
commun qui vise a étudier les perturbations de 'homéostasie intestinale et du microbiote en

cas d’infections par des micro-organismes pathogenes et les répercussions sur le « bien-étre ».
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Partie A : Revue Bibliographique




Chapitre 1: Le Syndrome de P’Intestin Irritable (SII)

1. Généralités

Le syndrome de I'mtestin irritable (SII ou IBS pour Irritable Bowel Syndrome) est une
colopathie chronique fonctionnelle touchant ~11% de la population avec une prédominance
chez la femme et qui altere significativement la qualité de vie des patients (Enck ez 4/, 2016).
Cette pathologie se caractérise par des douleurs abdominales chroniques associées a des
troubles du transit en 'absence de modifications de la structure intestinale (Defrees et Bailey,
2017; Enck ez al, 2016a; Mayer et al, 2015). Le diagnostic repose sur la caractérisation de
symptomes permettant de déterminer les différents sous-types de SII (Schmulson et Drossman,
2017). Le SII est une pathologie multifactorielle dont la pathogénese reste complexe et peu

connue et pour laquelle aucun traitement efficace n’est disponible a ce jour.

2. Symptémes

Les symptomes caractéristiques du SII sont des douleurs abdominales chroniques qui
entrainent une diminution de la qualité¢ de vie des patients et nécessitent, en fonction de leur
sévérité, le recours aux soins médicaux (Spiegel ez 4k, 2009; Spiegel ez al, 2010; Drossman ez
al., 2000). Ces douleurs abdominales, généralement observées apres la prise alimentaire, sont
associées a des changements de la consistance des selles et sont souvent soulagées par la

défécation.

Les douleurs abdominales sont associées dans 20 a 90% des cas a de I'’hypersensibilité
viscérale d’origine colique (Gwee ez al, 2009; Kanazawa ez al., 2008; Mertz ez al., 1995; van der
Veek ez al, 2008). L’hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC) se définit par une
augmentation de la perception douloureuse suite a Papplication d’un stimulus et se caractérise
par deux composantes; ’hyperalgie, qui est une sensibilité excessive a un stimulus douloureux
et 'allodynie qui est une réponse douloureuse a un stimulus normalement indolore (Barbara ez

al., 2011; Greenwood-van Meerveld, 2007). Le concept ’HSVC a été proposé pour la premicre
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fois par Ritche e a/, qui ont montré que le gonflement d’un ballon mnséré dans le colon
provoque des douleurs chez 55% des patients souffrant de SII contre 6% chez les individus
controles (Ritchie, 1973). Cette observation a ¢té par la suite largement confirmée par
différentes études (Mettz ef al, 1995; Whitehead ez a/, 1990). Bien que les premieres études se
sont intéressées a THSVC, il faut noter que cette hypersensibilité a été également décrite au
niveau de I'cesophage, de I'estomac et de l'intestin gréle (Accarino ef al, 1995; Trimble e al,
1995; Zighelboim ez al., 1995). L’HSVC est en général corrélée a la sévérité des symptomes
(Posserud ez al., 2007; van der Veek ez al, 2008).

La modification de la consistance et/ou de la fréquence des selles, les ballonnements ainsi
que la présence de mucus dans les selles sont également des symptomes fréquemment retrouvés
chez ces patients. Les ballonnements sont en effet rapportés chez 96% des patients atteints de
SIT (Longstreth ez al, 20006). Certains peuvent présenter d’autres manifestations gastro-
intestinales telles qu'un reflux gastro-cesophagien, de la dysphagie (Longstreth e 4/, 2006) ou
des manifestations extra-digestives comme l'anxiété, la dépression, une fibromyalgie, une
cystite mnterstitielle ou une fatigue chronique (Hershfield, 2005; Saha, 2014; Whitehead ez 4L,
2002; Whorwell ez al., 19806).

Chez les femmes, 'association de symptomes avec les menstruations rend le diagnostic plus
complexe (Heitkemper ez al, 2003). Les dysménorrhées et les douleurs associées aux
menstruations sont exacerbées chez les femmes atteintes de SII. De plus, une augmentation

des ballonnements est constatée avant les menstruations (Heitkemper ez a/, 2003).

Une échelle de scores a été établie afin d’évaluer la sévérité des symptomes et ainst d’adapter
les traitements. Chez 70% des patients les symptomes sont légers. Dans 25% des cas, les
symptomes sont dits modérés et se traduisent par une intensité et une fréquence plus
mmportante. Enfin, le SII est dit sévere lorsqu’il se traduit par des symptomes fréquents et
mntenses qui interferent avec les activités quotidiennes. Cette symptomatologie sévere concerne

environ 5% des patients atteints par ce syndrome.
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3. Diagnostic

Le diagnostic du SII est un diagnostic clinique car il n’existe actuellement aucun
biomarqueur spécifique de ce syndrome. L’utilisation de tests complémentaires afin d’exclure
les pathologies intestinales dites « organiques » (présentant des modifications de la structure de
Iintestin) varie en fonction de la symptomatologie du patient (décrit a la fin de cette partie). Le

dépistage et la prévention du SII ne sont applicables du fait de la diversité de I'étiologie.

Le diagnostic ne repose pas sur I'évaluation d’un seul symptome mais sur une association
de symptomes. Afin de standardiser le diagnostic, une classification basée sur les critéres de
Rome a été mise en place. Les critéres de Rome ont été développés afin de classer les troubles
fonctionnels gastro-intestinaux, comme le SII, en fonction des symptomes cliniques. La
premicre version a été proposée dans les années 80, le SII se définissait alors grace aux criteres
de Rome. Cette version n’a cessé d’évoluer au fil des années, la dernicre étant la quatriéme
version parue en 2016 (Drossman, 2016). La version de 2006 (Rome IIT) (Drossman, 2000),
définissait un patient atteint de SII §’1l présentait des douleurs abdominales ou un inconfort
digestif au moins trois jours durant les trois derniers mois avec 'apparition des symptomes au
moins six mois avant le diagnostic et st les douleurs ou I'mnconfort étaient associés a au moins

deux des criteres sutvants :
% Amélioration a la défécation
% Sutvenue associée a une modification de la fréquence des selles

+ Survenue associée a une modification de la consistance des selles

Cette derniere version a été modifiée en 2016 et plusieurs points ont évolué. Pour établir le
diagnostic, on ne patle plus d"'inconfort” mais exclusivement de "douleur", la fréquence des
douleurs est passée a au moins un jour par semaine, et la relation des douleurs et de la défécation
est décrite différemment (on ne patle plus d"amélioration" avec la défécation). Il faut noter
que I'évolution des criteres de Rome tend a diminuer la prévalence du SII puisque ces criteres
deviennent de plus en plus restrictifs (Vork ez al, 2018). Les criteres de Rome IV sont désormais

les suivant :

« Un patient pourrait étre atteint du SII s’il présente des douleurs abdominales
récurrentes au moins une fois par semaine en moyenne durant les trois derniers avec

Papparition de symptémes au moins six mois avant le diagnostic ».
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De plus, I'existence de douleurs abdominales récurrentes doit étre associée a au moins deux

des criteres suivants:
% La défécation
% Une modification dans la fréquence des selles
% Un changement de la consistance (apparence) des selles

La notion de consistance des selles, basée sur I'échelle de Bristol, permet de définir
différents sous-types de SII (Figure 1): on distingue ainst le SII a diarrhée prédominante (SII-
D), a constipation prédominante (SII-C), des SII mixtes (SII-M) caractérisés par une alternance
de diarrhée et de constipation et des sous-types dits « non classés » (SII-U). Le SII-D se traduit
par des selles molles ou liquides de type 6 ou 7 dans plus de 25% des cas et des selles dures ou
solides de type 1 ou 2 dans moins de 25% des cas. Le SII-C se définit par des selles dures ou
solides de type 1 ou 2 dans plus de 25% des cas et des selles molles ou liquides de type 6 ou 7
dans moins de 25% des cas. Le SII-M se caractérise par des selles dures ou solides et des selles
molles ou liquides dans plus de 25% des cas. I’absence d’anomalies de consistance de selles
(selles « normales » de type 4 dans plus de 25% des cas) ne permet pas de définir un sous-type

de SII, on patle alors de SII-U.

Drautres pathologies intestinales telles que les Maladies Inflammatoires Chroniques de
IIntestin (MICI), la maladie cceliaque, la colite microscopique, le cancer colorectal ou les
infections gastro-intestinales présentent des symptomes proches de ceux du SII. L’apparition
de signes cliniques d’alarmes (présence de sang dans les selles, anémie, amaigrissement...) fait
I'objet d’investigations complémentaires afin d’éliminer ces pathologies dites « organiques »
caractérisées par une modification de la structure imntestinale (Figure 2). La recherche
d’antécédents familiaux permet également d’affiner le diagnostic. Des bilans sanguins, le dosage
de la protéine C réactive ou de la calprotectine fécale, un examen parasitologique des selles
mais également une gastroscopie et/ou une coloscopie peuvent étre réalisés afin d’exclure ce

type de maladies (Defrees et Bailey, 2017).

Les comorbidités psychiatriques associées au SII telles que lanxiété ou la dépression

peuvent ¢tre également un moyen d’ortenter le diagnostic.
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4. Epidémiologie

4.1. Prévalence

La prévalence du SII varie entre 1.1% et 45% selon les études avec une moyenne de 11.2%
(Figure 3) (Enck ez al., 2016a; Lovell et Ford, 2012). Cette prévalence est plus élevée dans les
pays occidentaux et est de I'ordre de 10 a 15% en Europe, aux Etats-Unis et en Chine (Lacy ez
al., 2016; Lovell et Ford, 2012). I.’absence de données précises dans de nombreux pays africains
et asiatiques s’explique par la difficulté a distinguer les cas de SII des cas de gastroentérites

d’origine mfectieuse, notamment dans les pays dont I'acces a la médication et a 'hygiene est

limité (Gwee 2005).

Le SIT se manifeste souvent des la petite enfance. Par ailleurs cette pathologie est a
prédominance féminine puisque le ratio homme/femme est de 1 pour 2 (Enck ez al., 2016a;

Goodwin ez al., 2013; Lacy et Moreau, 2016; Lovell et Ford, 2012).

Actuellement, il y a peu de données concernant la prévalence des différents sous-types de
SII. Les études réalisées estiment que le SII-M est largement représenté (chez ~40% des
patients), que le SIT D représente ~34%, le SII-C ~20% et enfin que le SII-U ne représente
qu’une minorité des patients (~5%) (Engsbro e al, 2012a; Vork e al., 2018). Néanmoins, les
sous-types de SII définis par la fréquence et la consistance des celles peuvent évoluer au cours
du temps. En effet, le symptome qui a la base était prédominant peut évoluer et conduire a une

classification dans un nouveau sous-type (Olafsdottir ez al., 2010).

26



4.2. Etiologie

Malgré une certaine avancée dans le diagnostic, I'étiologie du SII est multifactorielle et
donc tres complexe. Des facteurs propres a I'hote (sexe, age, génétique), des facteurs
psychologiques ou des facteurs environnementaux (alimentation et infections gastro-

intestinales) peuvent étre impliqués dans le développement de cette pathologie (Figure 4).

42.1. Sexe

La prévalence du SII est deux fois plus importante chez les femmes que chez les hommes
(Adeniyt e al., 2017; Lovell et Ford, 2012; Rajindrajith et Devanarayana, 2012). Cette différence
s’expliquerait par la fluctuation des hormones ovatiennes qui peuvent avoir un effet dans la
genese des symptomes (Chumpitazi ef al, 2017; Heitkemper e/ al, 2003). Les hormones
ovariennes peuvent avoir des répercussions sur différents mécanismes physiopathologiques du
SIT comme la modulation du transit, les douleurs abdominales, l'activation du systeme

immunitaire ou encore 'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) (Meleine et Matricon,

2014).

4.2.2. Age

La prévalence du SII ne varie pas en fonction de I'age des patients. Par contre I'incidence
du SII tend a diminuer avec I'age (Goodwin ez al., 2013; Lovell et Ford, 2012). La rémission est
en effet possible entre 'enfance et I'age adulte (Goodwin ez 4/, 2013). 11 a été également montré
que la probabilité de développer un SII était plus faible apres 50 ans. Néanmoins, 1l faut noter

qu’ll existe une forte hétérogénéité entre les études.

4.2.1. Génétique

Un tiers des patients atteints de SII possedent des antécédents familiaux (Levy ez al., 2001).
L’existence d’un parent au premier degré atteint de SII serait prédictive du développement de
cette pathologie (Wachrens ez a/, 2015). Les études réalisées chez des jumeaux ont conforté
I'idée d’une composante héréditaire dans l'apparition d'un SII. En effet, une plus forte
prévalence de SII a été observée chez les jumeaux homozygotes par rapport aux jumeaux

dizygotes (Bengtson ez al, 2006; Lembo ez al., 2007; Levy et al, 2001). A ce jour, au moins cing
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¢tudes suggerent que la composante héréditaire expliquerait 22 a 57% des cas de SII (Saito et
Talley, 2008). De plus, une croissance feetale restreinte dans le cas de jumeaux (poids de
naissance < 2.5kg) serait un facteur de risque dans le cas du SII et des comorbidités associées

(Bengtson ez al., 2015).

Par ailleurs, de nombreux facteurs génétiques de prédisposition ont été proposés mais leur
mmplication dans la genese de la pathologie est encore débattue. Ainst, certains polymorphismes

génétiques associés au SII ont été répertoriés :

< Sérotonine.

L’altération du systéeme sérotoninergique a été largement étudiée dans la genese des
symptomes du SII. Ainsi différents polymorphismes dans le gene codant le transporteur de la
sérotonine SLCOA4 (solute carrier family 6 member 4) ont été associés positivement au SII de type
D et de type C (Chot ef al., 2014; Van Ketkhoven ez a/, 2007; Kumar ez al, 2012; Niesler ez al.,
2010; Saito, 2008). Ces polymorphismes génétiques ont pour conséquence de réduire la
recapture de la sérotonine conduisant a 'augmentation du taux de sérotonine chez les patients
SIT (Kumar ez al, 2012). De plus, un polymorphisme génétique a été associé au développement
d’altérations centrales telles que I'exacerbation du signal douloureux ou encore apparition de
comorbidités comme I'anxiété et/ou la dépression (Camilleti ez al, 2008; Jarrett ez al., 2007).
D’autres polymorphismes génétiques ont été caractérisés chez les patients atteints de SII,
notamment des polymorphismes dans les genes codant pour les récepteurs de la sérotonine de
type 2 (5-HTR2A et 5-HTR2C), de type 3 (5-HTR3A et 5-HTR3E) ou de type 4 (5-HTR4).
L’implication des récepteurs 5-HTR3 dans le développement de la pathologie a été mise en
avant puisque l'utilisation d’antagonistes de ces récepteurs diminue les symptomes des patients
atteints de SII-D (Garsed ez 4/, 2014; Spiller, 2011). Cependant, les différentes cohortes étudiées
n’ont pas permis de caractériser un polymorphisme typique de la pathologie (Jun e 4/, 2014,

2011; Mulak ez al., 2013).
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% Fonction neuronale.

Dans 60% des cas, les patients SIT ont une perception douloureuse augmentée due a une
sensibilisation neuronale. Un polymorphisme du gene codant les canaux sodiques NaV1.5 a été
rapporté et se traduit par une hyperexcitabilité neuronale suggérant 'implication de ces canaux
dans le développement des symptomes du SII (Beyder ez a/, 2014; Saito ez al, 2009). D’autres
polymorphismes génétiques touchant la fonction neuronale ont été caractérisés notamment
ceux de genes codant pour les récepteurs alpha adrénergiques (Chot ez al., 2014; Kim ez al., 2004;
Stkander ez al, 2010), la catéchol-O-méthyltransférase (COMT), le facteur neurotrophique
dérivé du cerveau (BDNF), le récepteur p aux opioides (ORPMI1), le récepteur aux
cannabinoides de type 1 (CCNRI) ou encore les hydrolases des amides d’acides gras (FAAH)
(Camilleti ez al., 2008, 2013; Jiang ez al., 2014; Katling ez al., 2011; Park ez al, 2011). Cependant,

les liens directs entre ces polymorphismes et le SII restent encore trés controversés.

% Barriere épithéliale.

L’altération de la barriere épithéliale chez les patients atteints de SII-D a permis de mettre
en évidence des profils d’expression différents des genes codant les protéines de jonctions
serrées telles que les occludines, 1a gonzula occludens 1 (ZO-1) ou les claudines 1 et 2 (Dunlop et
al., 2006; Martinez et al., 2012, 2013). De plus, des variants du gene codant CDC42, qui controle
’adressage des protémes de jonctions a la membrane, ont été 1dentifiés comme des facteurs de
prédisposition au développement d’un SII-C (Wouters ez a/, 2014). Néanmoins, d’autres études
sont nécessaires pour 1dentifier et valider 'importance de ces polymorphismes dans la genese

du SII.

s Systeme immunitaire.

La dérégulation du systeme immunitaire conduisant a une inflammation dite « de bas
grade » a été décrite comme un mécanisme a l'origine du développement d’un SII (voir Chapitre
2). De multiples polymorphismes génétiques en lien avec le systeme immunitaire ont été
associés positivement au développement d’un SII (Saito, 2011). Néanmoins, la disparité des
résultats ne permet pas encore de conclure sur 'importance d’un polymorphisme en particulier.
Une méta-analyse a fait ressortir un polymorphisme du gene codant la cytokine TNEFSE15

(tumor necrosis factor de la famille 15) associé au développement d’un SII (Czogalla ez al., 2015;
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Lee et Park, 2014; Swan ef al, 2013; Zucchelli ez a/, 2011). Ce polymorphisme est également
décrit comme un facteur de prédisposition dans les MICI. Les MICI se caractérisent par des
phases de poussées et de rémission. Les symptomes associés aux phases de rémission sont
similaires a ceux que 'on peut retrouver chez les patients atteints de SII. Un diagnostic précis

est donc nécessaire pour discriminer les phases de rémissions du SIL

s Epigénétique.

Peu d’'informations concernent I'implication de facteurs épigénétiques dans la genese du
SII. Seules quelques études portant sur le role de petits ARN non codants ont permis de
montrer une modification des profils de I'expression de certains micro-ARN (miARN) dans la
mugqueuse intestinale de patients atteints de SII-D. Ainsi une augmentation de Pexpression des
miARN miR-292a et miR-29b mmpliqués dans la perméabilité intestinale »zz la régulation des
genes codant la glutamine synthétase, la claudine 1 etle facteur de transcription NF-»«B (Nuclear
Factor-Kappa B), a été constatée chez ces patients (Zhou ez al, 2010, 2015). A I'inverse, une
diminution de Pexpression de miR-103, miR-16 et miR-125b a été associée a 'augmentation de
I'expression des genes codant la claudine 2 et la cinguline (Martinez e a/., 2017). La diminution
de Pexpression de miR-199 a été quant a elle corrélée a 'augmentation de I'expression du gene
codant le récepteur TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloide tpe 1) et donc a
I’hypersensibilité viscérale (Zhou ez al, 2016). 11 a été également décrit que des mutations dans
la région de fixation de miR-510 et miR-16 des genes HIR3E et HIR4B, empéchent leur
fixation et donc la régulation de I'expression de ces genes par ces micro-ARN (Kapeller ez 4L,
2008; Wohlfarth ez al., 2017). Une étude a relevé des taux importants de miR-150 et de miR-
342-3p circulants chez les patients atteints de SII (Foutte ef a/, 2014). A noter que miR-150 a
été associé positivement au développement de MICI et a la douleur et miR-342-3p cible des
genes impliqués dans la signalisation de la douleur, la motilité du colon et la fonctionnalité des

muscles lisses (Gheinant ez a/, 2013).

4.2.2. Facteurs psychologiques

De multiples facteurs psychologiques ont été caractérisés comme des facteurs de risques
dans le développement du SII, tels que le stress (Endo ez a/, 2011; Rajindrajith et Devanarayana,
2012; Song et al., 2012), 'anxiété (Dong ez al., 2005; Giannett: ez al., 2017; Song e? al, 2012), la
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dépression (Dong ez al, 2005) ou des éléments stressants dans la petite enfance tels que les abus
sexuels (Dong ez al, 2005; Ranasinghe ez al, 2018). De plus, Pexposition a ces facteurs

psychologiques favorise la persistance des symptomes a I'age adulte (Drossman, 2011).

4.2.3. Alimentation

Environ 70% des patients atteints de SII attribuent leurs symptomes a leur alimentation
(Park et Camilleri, 2006; Simrén ez al., 2001) et plusieurs études ont permis de préciser le role
que certains aliments peuvent jouer dans cette pathologie (El-Salhy ez a/, 2012; Eswaran e? al.,
2011; Heitzer et al, 2009; Lee et Park, 2014). Le risque de développer un SII est en effet
augment¢ lors de la consommation d’aliments épicés ou frits (Dong ef al, 2005). Certains
nutriments, tels que les graisses, les carbohydrates et le gluten, peuvent moduler la motilité
intestinale, la barriere épithéliale, la sensibilité et la composition du microbiote intestinal
(Batbara ef al., 2016; Boeckxstaens et al, 2016; Hayes ez al., 2014; Vanner e al, 2016). Les
mécanismes suivants ont été alors proposés pour expliquer les liens entre le SIT et 'alimentation

(Gibson, 2011).

Les allergies alimentaires peuvent entrainer une modification du microbiote, une
inflammation de bas grade, une augmentation de la perméabilité intestinale ainsi que de
I’hypersensibilité viscérale (Barbara ez a/., 2016; El-Salhy e al, 2012; Lee et Park, 2014; Soares,
2014). Les aliments a base de blé, les ceufs ou encore le lait sont composés d’amines ou de
salicylates qui peuvent induire une hypersensibilité viscérale, des ballonnements ou de la
diarrhée, des symptomes caractéristiques des patients atteints de SII (Niec ez a/, 1998). Une
exposition chronique a ces substances peut donc jouer un réle dans la survenue ou I'aggravation
des symptomes du SII. Certaines études démontrent une association entre les allergies
alimentaires et le SII chez 'enfant mais ces résultats n’ont pas été retrouvés chez I'adulte (Ozol

et al., 2006; Zhu et al., 2014).

La production de gaz peut entrainer la modulation de la motilité intestinale et/ou la
distension du colon, impliqués dans la genese des symptomes du SII (Dickson, 2018; Simrén,
2014; Staudacher ez al, 2014; Zhou et al., 2018). Une surproduction de gaz peut étre induite par
la consommation de glucides fermentescibles a chaine courte appelés FODMAPs qui sont des
aliments riches en oligosaccharides, disaccharides et polyols (El-Salhy ez a/, 2012; Lee et Park,
2014). Ces FODMAPs sont essentiellement retrouvés dans des aliments d’origine végétale

(céréales, certains légumes et fruits..) mais ausst dans les produits laitiers (El-Salhy ez a/, 2012;
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Lee et Park, 2014). Ces carbohydrates sont métabolisés en gaz ou en acides gras a chaine courte
(AGCC) par les communautés microbiennes du colon et sont décrits pour étre a Porigine de

certains troubles gastro-intestinaux.

Le gluten est un facteur bien connu pour altérer ’homéostasie intestinale comme dans la
maladie cceliaque (Batbara ef al, 2016). Actuellement, il est difficile de différencier cette
pathologie du SII (El-Salhy ez a/., 2012; Lee et Park, 2014). Cependant, I'implication du gluten

dans la genese du SII n’est pas clairement établie (Biesiekierski ez a/, 2013).

4.2.4. Infections gastro-intestinales

Le développement d’un SII peut subvenir a la suite d’une infection gastro-intestinale aigtie
d’origine bactérienne, parasitaire ou virale, on patle alors de SII-post-infectieux (PI). La
prévalence du SII-PI varie entre 4 et 36% avec des symptoémes qui peuvent persister jusqu’a 10
ans apres Uinfection gastro-intestinale (Klem ez a/, 2017). A Torigine du développement du SII-
PI on retrouve majoritairement des bactéries telles que Campylobacter jejuni, S amonella spp., Shigella
spp., Clostridium perfringens, Bacillus cerens ou Escherichia coli (O157 :HT) ainsi que des parasites
(Giardia duodenalis, Trichinella spiralis, Blastocystis) ou des virus tels que les norovirus (Cremon ef
al., 2014; Hanevik ez al., 2014; Kowalcyk ez al, 2014; Nielsen ez al., 2014; Porter et al., 2012;
Wensaas e# al., 2012; Youn e al., 2016; Zanini ez al., 2012). Le risque de développer un SII est
fortement augmenté suite a une infection parasitaire (+40%) en comparaison aux infections
bactériennes (+14%) ou virales (+4%) (Klem ez a/, 2017). La virulence du pathogene mais
également la durée de I'nfection sont également des facteurs de risque dans le cadre du SII-PI
(Lee ez al, 2017b). Des facteurs liés a ’hote sont également impliqués dans le SII-PI, tels que le
sexe, la prédisposition génétique, les altérations psychologiques ou psychiatriques, le tabagisme
ou encore les antibiothérapies prolongées (Downs ef al, 2017; Klem ez al, 2017; Lee et al,
2017b). En revanche, I'age ou la région géographique ne sont pas des facteurs de prédisposition.
Les patients présentent un phénotype diarrhéique dans 40% des cas de SII-PI et un phénotype

mixte dans 46% des cas. Il est plus rare de retrouver un phénotype a prédominance de

constipation suite a une infection gastro-intestinale (15% des patients SII-PI) (Klem ez a/, 2017).
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5. Traitements

Les traitements de premicre intention visent a diminuer la fréquence et l'intensité des
symptomes c’est-a-dire a réduitre les troubles du transit et/ou les douleurs abdominales. Les
nouveaux traitements ciblent, quant a eux, différents processus physiopathologiques tels que le
microenvironnement de I'intestin (alimentation et microbiote intestinal), la sécrétion, la motilité,

la barriére intestinale ou 'axe cerveau-intestin.

5.1. Traitements pharmacologiques

5.1.1. Traitements de la douleur

s Antispasmodigues

La douleur dans le SII est médiée par des mécanismes périphériques et centraux. Elle
découle en partie des spasmes résultant de la contraction des muscles lisses. Deux classes
d’antispasmodiques sont utilisées: (1) les anticholinergiques qui empéchent la liaison de
'acétylcholine aux récepteurs muscariniques (Krueger ez a/., 2013) et (i1) les antispasmodiques
musculotropes qui sont des inhibiteurs des canaux calciques agissant directement sur les
muscles lisses (Ruepert ez al, 2011). Les effets bénéfiques du bromure d’otilinium
(musculotrope) et de ’hyoscine (anticholinergique) ont été décrits chez des patients atteints de
SII (Clavé et Tack, 2017; Ford ez al, 2008). Le tiropramide et 'huile de poivre mentholée qui
sont des inhibiteurs des canaux calciques réduisent également les douleurs abdominales de
maniere similaire au bromure d’otilintum (Cash ez @/, 2016; Lee ez al., 2014a). Néanmoins, des
effets déléteres sont décrits pour les deux types d’antispasmodiques. Les antispasmodiques
anticholinergiques peuvent, en effet, induire de la constipation due au blocage des sécrétions
dans la lumiere intestinale. Ainsi, ils sont utilisés chez des patients ne présentant pas de
constipation. Les antispasmodiques musculotropes peuvent conduire, quant a eux, a des

problemes cardiovasculaires.
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s Antidépresseurs

Les antidépresseurs notamment les antidépresseurs tricycliques ou les inhibiteurs de la
recapture de la sérotonine sont recommandés dans le traitement de la douleur chez les patients
atteints du SII qui sont réfractaires aux antispasmodiques ou qui présentent des formes séveres
de la maladie. Cependant, ces molécules sont utilisées hors AMM (Autorisation de Mise sur le
Marché) dans le cadre du traitement du SII. Le mode d’action de faibles doses d’antidépresseurs
n’est pas bien connu mais 1l serait a la fois périphérique, v Taltération de la transmission
cholinergique et/ou histaminergique dans le tractus gastro-intestinal, et central za la
modulation des voies descendantes de la douleur (Moret et Briley, 2006). Les inhibiteurs de la
recapture de la sérotonine sont généralement mieux tolérés que les antidépresseurs tricycliques
qui ont pour effets indésirables la constipation, la fatigue et la somnolence. Ces molécules
semblent donc particulierement efficaces pour traiter la douleur chez les patients atteints de

SII-D mais ne sont pas appropriées pour les patients atteints de SII-C.

5.1.2. Traitements des patients atteints de SII-C (Figure 5)

% Laxatifs

Chez les patients atteints de SII-C, les laxatifs tels que le senna ou le docusate semblent
efficaces. Par contre, I'utilisation du lactulose n’est pas recommandée puisque ce disaccharide
est tres mal toléré par les patients. Le linaclotide, un agoniste de la guanylilate cyclase, peut étre
utilisé en seconde mtention si le traitement a base de laxatifs n’a pas été efficace. En plus
d’augmenter la motilité intestinale, 1l a également des propriétés analgésiques 2z la modulation
des nocicepteurs présents sur les fibres afférentes primaires (FAP) coliques (Castro e al., 2013).
Ces effets tendent a réduire la douleur abdominale et les troubles du transit (Chey ez a/, 2012;
Lembo ez al., 2011; Rao et al, 2012). Néanmoins, chez 5% des patients atteints de SII-C le

linaclotide peut provoquer des diarrhées séveres (Chey ez al., 2012; Rao ez al., 2012).

Le lubiprostone est un acide gras bi-cyclique dérivé de la prostaglandine E1 qui active les
canaux chlores de type 2 présents sur les entérocytes augmentant ainst la sécrétion d’eau et
d’électrolytes. De ce fait, il a montré une efficacité dans le traitement des symptomes chez les
patients atteints de SII-C (Barish ez a4/, 2010; Drossman ez al., 2009). Cependant, comme le

linaclotide, 1l peut induire de séveres diarrhées chez les patients (Chey ez af, 2012).
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Les agonistes des récepteurs 5-HTR4 de la sérotonine stimulent le transit intestinale et les
sécrétions zia la production d’acétylcholine par les neurones excitateurs et les interneurones
(Gershon et Tack, 2007). Cest le cas du tégaserode dont I'efficacité a été montrée chez les
patients atteints de SII-C dans un certain nombre d’études (Ford ez a/, 2009). Néanmoins, des
effets indésirables notamment de la diarrhée mais aussi des troubles cardiovasculaires en ont
limité son utilisation. Le prucalopride semble étre un agoniste plus sélectif des récepteurs 5-
HTR4 (Tack et Corsettt, 2012; Tack ez al, 2012). Utilisé pour traiter des cas de constipation
chronique, aucun essat clinique n’a été encore réalisé chez les patients attemnts de SII-C (Tack

et al., 2012).

< Autre molécules

Le Tenapanot est un inhibiteur de 'échangeur sodium/hydrogéne NHE3, présent sut la
membrane apicale des entérocytes. Il permet de diminuer 'absorption de sodium et de
phosphate de manic¢re dose-dépendante ce qui a pour conséquence d’augmenter le transit
intestinal et de favoriser le soulagement de la constipation (Chey ez a/, 2017). Apres des résultats
convaincants en phase II, une étude de phase III sur 12 semaines a montré la diminution de la
douleur et une augmentation du transit chez les patients souffrant de SII-C. Une étude de phase

IIT de 26 semaines est actuellement en cours (http://ir.ardelyx.com/news-releases/news-

5.1.3. Traitements des patients atteints de SII-D (Figure 6)

s Anti-diarrhéigues

Le lopéramide est un anti-diarrhéique, agoniste des récepteur p aux opioides, utilisé pour
le traitement des symptomes chez les patients atteints de SII-D. Le lopéramide ne passant pas
la barriere hématoencéphalique, les effets déléteres sont limités. Il permet de réduire la

fréquence des selles et d’augmenter leur consistance (Efskind ez 4/, 1996).

I’éluxadoline est un mixte d’agonistes des récepteurs p et d’antagonistes des récepteurs &
aux opioides développé pour le traitement des patients atteints de SII-D (Lacy, 2016). Deux

essats en phase III ont montré une diminution des douleurs abdominales et des diarrhées
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(Lembo et al, 2016b). Cependant, le risque de développer une pancréatite a été rapporté.

Les antagonistes de récepteurs 5-HTR3 de la sérotonine tels que I'alosétron, le ramosétron
ou'ondansétron montrent une efficacité dans le traitement des symptomes des patients atteints
de SII-D. Leur mécanismes d’action est complexe et peu connu mais ils seraient impliqués dans
I'inhibition de la composante excitatrice ascendante du réflexe péristaltique et des contractions
propagatrices de grande amplitude dans le tractus gastro-intestinal (Clavé, 2011). De plus, un
effet central sur la douleur ne peut étre exclu (Berman ez a/, 2002). Malgré efficacité de
I'alosétron chez les patients (Ford ez al, 2009), les risques d’ischémies lors du traitement ont
limité son utilisation (Chang ez 4/, 2006). Quant aux deux autres antagonistes, le ramosétron et
I'ondansétron, ils ont donné de bons résultats phase clinique (Fukudo ez a/., 2014, 2016; Garsed

et al., 2014).

< Autres molécules

Les tachykinines, appartenant a la famille des neuropeptides, tels que la substance P ou la
neurokinine A sont des médiateurs importants dans la motilité et la nociception (Holzer et
Holzer-Petsche, 1997). L’ibodutant est un mhibiteur de ces médiateurs qui a été¢ développé
pour le traitement des patients atteints de SII-D (Corsettt e# al., 2015). Des effets bénéfiques
ont été observés lors d’essats en phase 11 chez les femmes atteintes de SII mais les études en

phase III n’ont pas confirmé son efficacité.

La sérotonine est synthétisée par la tryptophane hydroxylase-1. Le 1.X1031, un inhibiteur
de cette enzyme, réduit la douleur et permet une amélioration de la consistance des selles chez
les patients atteints de SII-D (Brown ez 4/, 2011). Néanmoins, son implication dans le

développement d’un syndrome carcinoide a ralenti son développement (Kulke ez a/, 2017).

L’asimadoline est un agoniste spécifique des récepteurs ® aux opioides avec une faible
pénétration de la barriere hématoencéphalique (Mangel et Hicks, 2012). L’effet bénéfique n’a
été démontré en phase II que chez les patients atteints de SII-D mais aucun résultat de I’étude

de phase III réalisée en 2013 n’a été publié.
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5.2. Traitements non pharmacologiques

5.2.1. Nutritionnels

La majorité des patients atteints de SII présentent une aggravation de leurs symptomes
apres I'ingestion de certains aliments et particulierement apres un repas riche en carbohydrates
et lipides, et fortement calorique (Béhn e a/, 2013; Le Nevé et al, 2013; Posserud ez al.,, 2013).
Plusteurs mécanismes peuvent étre responsables des symptomes liés a Dalimentation.
I’alimentation peut ainsi agir de facon directe sur I'osmolarité, les composés chimiques ou
encore le péristaltisme, mais elle peut aussi agir de facon indirecte #za le microbiote mtestinal.
Ces effets peuvent conduire au développement des symptomes comme I'hypersensibilité
viscérale, la dérégulation de l'axe cerveau/intestin ou l'altération de la motilité et/ou la
perméabilité intestinale (Spencer ez 4/, 2014). Les premicres recommandations sont de manger
«plus sainement», Cest-a-dire éviter ou limiter la consommation d’alcool, de caféine,

d’aliments épicés ou riches en graisses, mais ausst de limiter la taille et le nombre de repas.

Lorsque les symptomes ne sont pas réduits avec cette alimentation plus « saine », 1l est alors
proposé de sutvre un régime pauvre en FODMAPs. De nombreuses études cliniques ont, en
effet, rapporté une réduction importante des symptomes chez des patients atteints du SIT avec
une alimentation appauvrie en FODMAPs (Halmos ¢z a/, 2014; Pourmand et Esmaillzadeh,
2017; Shepherd ez al., 2008; Staudacher ez al., 2017; Zahed1 e al, 2018). Jusqu’a présent, la
plupart des études ont été réalisées sur de courtes périodes (jusqu’a 4 semaines) mais un régime
appauvri en FODMAPs plutot quune éiimimation complete des habitudes alimentaires pourrait
étre efficace sur du plus long terme (O’Keeffe ¢z 4/, 2018; Whelan ez al, 2018). Par ailleurs, un
régime appauvri en FODMAPS peut favoriser les modifications de la composition du
microbiote intestinal (Schumann ez a/, 2018). Ainsi, ce régime peut donc étre utilisé en
combinaison avec des probiotiques afin de préserver le microbiote intestinal et prévenir
notamment la réduction de I'abondance du genre Bifidobacterium caractéristique des patients

atteints de SII (Staudacher ez af, 2017).

Un régime sans gluten a été également évoqué dans le traitement des symptomes du SII
(Biesiekierski ez al., 2011). Des évidences émergent quant a la diminution de I'activation du
systeme immunitaire dans le cadre d’un régime sans gluten (Uhde ez a/, 2016). Cependant,
aucun lien direct n’a été établi entre le développement des symptomes associés au SII et le

gluten.
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5.2.2. Modulation de la composition du microbiote intestinal

La mise en évidence du role central du microbiote intestinal dans le SII a incité a utiliser
des antibiotiques, des probiotiques ou des pré-biotiques dans le traitement des symptomes. Le

role du microbiote dans la physiopathologie du SII sera abordé dans le Chapitre 2.

s Traitements a base d'antibiotigues

Les patients atteints de SII présentent des modifications de la composition et de la fonction
du microbiote (voir Chapitre 2). En se basant sur ces constatations, 'utilisation d’antibiotiques
non absorbables a été suggérée pour traiter les patients. Initialement, la néomycine a révélé des
effets bénéfiques (diminution de gaz) (Pimentel ez a/, 2003) mais le développement de
résistances bactériennes en a limité son utilisation (Distrutti e a/, 2016; Pimentel ez a/, 2000,
Rezaie et al, 2010). La rifaximine est un antibiotique a large spectre (bactéries aérobies et
anaérobies a Gram positif et négatif) présentant un plus faible risque de sélectionner des
bactéries résistantes (Koo et DuPont, 2010). Apres un premier essai clinique de faible ampleur
(Pimentel ez al., 2006a; Sharara ef al., 2006), une étude clinique a grande échelle a été réalisée
chez des patients attemnts de SII-D. Les résultats montrent ainsi que 8 a 10% des patients ont
un soulagement des symptomes dans les 10 semaines qui sutvent un traitement de 2 semaines
a la rifaximine (Pimentel ef a/, 2011; Schoenfeld ez /., 2014). Cependant, ces effets bénéfiques
disparaissant apres 10 semaines, un second traitement a été ajouté au premier dans certaines
¢tudes randomisées. Suite a ce deuxiéme traitement, les patients atteints de SII-D ont également
montré une nette amélioration de leur qualité de vie et aucune résistance bactérienne n’a été
décrite (Lembo ez al., 2016a; Pimentel ez a/., 2017). L’utilisation de cet antibiotique dans le cadre
du SII a été approuvée aux Etats-Unis mais elle reste controversée en Europe. En effet, 1l faut
noter que l'utilisation d’antibiotiques est un facteur de risque dans le développement du SII
(Krogsgaard ez al., 2018; Paula ez a/, 2015). Le microbiote intestinal jouant un réle dans la genese

des symptomes (voir Chapitre 2), la modulation de sa composition par les antibiotiques peut

conduire au développement d’une dysbiose intestinale impliquée dans la génese de la pathologie.
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s Utilisation de probiotigues

La définition des probiotiques a été formulée pour la premiere fois en 2002 et confirmée
en 2013 par I'association scientifique internationale pour les probiotiques et les pré-biotiques
(Hill ez al, 2014). Les probiotiques sont « des souches vivantes de micro-organismes
sélectionnées et qui lorsqu’ils sont administrés en quantité suffisante conferent un avantage

pour la santé de I’hote ».

En accord avec la modulation du microbiote chez les patients atteints de SII, les
probiotiques utilisés sont composés principalement de bactéries appartenant aux genres

Bifidobacterium et Lactobacillus connues pour leurs effets bénéfiques chez ’hote (voir Chapitre 2).

Dans les traitements a base d’une combinaison de plusieurs souches de probiotiques, on
sapercoit quil y a une forte hétérogénéité dans la composition des souches utilisées, leur
quantité et dans la durée des traitements. Sur 27 études répertoriées par Enck et Mazurak, 14
n’ont montré aucun effet bénéfique chez les patients, des effets secondaires ont méme été
rapportés chez certains suite au traitement (Enck et Mazurak, 2018a). Ainst, 13 études sur 27

ont décrit des effets positifs sur les symptomes du SII.

De manicre surprenante, les traitements n’utiisant qu’une souche de probiotiques
semblent avoir une efficacité plus importante. Enck et Mazurak ont répertorié 29 articles
publiés entre 1989 et 2014 (Enck et Mazurak, 2018a). Comme pour les probiotiques multi-
souches il existe une grande hétérogénéité concernant les souches utilisées, les quantités
administrées (entre 108 et 101"), le nombre de patients inclus dans ces études et la durée du
traitement (entre 4 et 12 semaines). L’efficacité des traitements probiotiques semble varier
principalement en fonction de la souche utilisée. Les souches les plus fréquemment utilisées
sont des espece du genre Lactobacillus: 1. plantagrum (Ducrotté et al., 2012; Ligaarden ez al., 2010;
Niedzielin ez al., 2001; Nobaek ez al, 2000; Sen et al., 2002; Stevenson e al., 2014), L. brevi
(Murakami ez al., 2012), L. acidophilus (Halpern et al., 1996; Sinn e al., 2008), L. reuters (Niv et al.,
2005), L. rhamnosus (O’Sullivan et O’Morain, 2000) et L. case; (Dapoigny ez al, 2012). On
retrouve également de nombreuses souches du genre Bifidobacterium: B. bifidum (Guglielmettt ez
al, 2011), B. lactis (Agrawal et al, 2009), B. animalis (Guyonnet ez al, 2007) et B. infantis
(Charbonneau ez al., 2013; Whorwell ¢z a/., 2006). D’autres études ont également évalué I'impact
de levures comme Saccharomyces bounlardii (Abbas et al., 2014; Chot ez al., 2011; Kabir ez al., 2011)
ou S. cerevisiae (Pineton de Chambrun ez a/, 2015). Enfin, plus récemment, des souches de

Streptococcus faecium (Gade et Thorn, 1989), de Bacillus coagulans et d’Escherichia coli (Nissle) ont été
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utilisées (Kruis ez a/, 2012). Sur les 29 é¢tudes actuellement répertoriées 13 ont montré des effets
bénéfiques sur les symptomes (Enck et Mazurak, 2018a). De maniere générale, l'utilisation de

bifidobactéries semble ¢tre plus efficace que I'utilisation de lactobacilles.

Ces divergences au sein des résultats font qu’actuellement les probiotiques ne sont pas ou
peu utilisés dans le traitement du SII. Des investigations complémentaires sont donc

nécessaires.

s Utilisation de pré-biotigues

Les pré-biotiques définis depuis 2007 comme « un composant alimentaire inerte qui
confere un avantage pour la santé de ’hote en association avec la modulation du microbiote »

(Pineiro et al., 2008).

Les pré-biotiques peuvent étre des disaccharides ou des polysaccharides provenant de
sources naturelles telles que les céréales ou les fruits ou d’origine synthétique comme le
lactulose (Rodiio-Janeiro er al, 2018). Les pré-biotiques sont résistants aux digestions
enzymatiques et chimiques ce qui leur permet d’atteindre le colon et d’étre métabolisés en
AGCC par les communautés bactériennes commensales. Ces AGCC comprenant I'acétate, le
propionate et le butyrate sont impliqués dans I’homéostasie intestinale (voir Chapitre 2). Les
pré-biotiques ont également la capacité de moduler la composition du microbiote intestinal et
de favoriser le développement certaines especes bénéfiques pour I'’hote telles que les

bifidobactéries ou les lactobacilles (Roberfroid ez 4/, 2010; Wilson et Whelan, 2017).

Des essats cliniques randomisés a base de pré-biotiques ont été réalisés chez les patients
attemnts de SII mais les résultats obtenus sont assez hétérogenes. Néanmoins, certaines études
indiquent une amélioration des symptomes associée a une augmentation de 'abondance relative
des bifidobactéries et de la production ’AGCC (Gibson et Wang, 1994b, 1994a; Mego e aL.,
2017; Paineau ez al., 2008; Vogt et al, 2015; Vulevic et al., 2015). I’abondance relative des
bifidobactéries étant généralement diminuée chez les patients atteints de SII (voir Chapitre 2),
1l semble intéressant de favoriser cette population bactérienne afin de réduire les symptomes.
Cependant, malgré certaines évidences, peu d’essats ont été réalisés avec les pré-biotiques et ne
permettent pas de conclure sur leur efficacité. Les pré-biotiques sont donc a ’heure actuelle
peu utilisés pour traiter les patients attemnts de SII (Ford ez a, 2014b, 2014a). Des études

supplémentaires sont nécessaires pour mieux évaluer leur efficacité dans le traitement du SII.
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s Ulilisation de symbiotiques

Les symbiotiques sont une combinaison de pré-biotiques et de probiotiques pouvant avoir
un effet synergique, c’est-a-dire un effet cumulatif. Cependant, peu d’études randomisées ont
été réalisées (Rodifio-Janeiro ez a/, 2018). De maniere globale les probiotiques utilisés, en
association avec des pré-biotiques, sont des bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et
Bifidobacterium. Les études rapportent une réduction des douleurs abdominales, ballonnements
et une amélioration du transit chez les enfants et les adultes atteints de SII (Basturk ez 4/, 2016;
Bogovi¢ Matijasic ez al, 2016; Min ez al., 2012; Rogha ez al., 2014; Saneian ez al., 2015; Tsuchiya
et al, 2004). L utilisation de Saccharomyces boulardii en association avec des téguments de psyllium
blond (plantain des Indes ou Ispaghul) a permis de réduire les concentrations sériques de
cytokines pro-inflaimmatoires (IL-8 et TNF-o) et d’augmenter la concentration sérique de
cytokines anti-inflammatoires (IL-10) (Abbas ez a/, 2014). Malgté des évidences prometteuses,
des investigations supplémentaires sont nécessaires pour démonter 'efficacité des symbiotiques

dans la gestion du SII.

s Transplantation de microbiote fécal

Des altérations du microbiote intestinal ont été constatées dans différentes pathologies,
suscitant 'intérét de la transplantation de microbiote fécal (TMF) pour la mise en place de
traitements alternatifs (Halkjer ez a/, 2017; Pmn ez al, 2015). La TMF a ainst montré son
efficacité dans le traitement des infections par Clostridium difficile (Cammarota et al., 2017). A ce
jour, seules deux études cliniques randomisées chez des patients atteints de SII ont été publiées
mais avec des résultats contradictoires (Halkjaer ez a/, 2018; Johnsen ez al, 2018). Johnsen ez al.,
ont montré que la TMF favorise la résolution des symptomes (Johnsen ez al, 2018). A contrario,
Halkjaer ez al, ne montrent pas d’effet de la TMI sur 'amélioration des symptomes, malgré
que ces patients présentent une diversité microbienne augmentée par rapport aux patients ayant
recu le placebo (Halkjaer ez a/, 2018). Des investigations complémentaires sont donc nécessaires

afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la TME.
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5.2.3. Méthodes alternatives

Les patients insatisfaits des traitements « classiques » se retournent fréquemment vers un
ou plusieurs traitements alternatifs. Les troubles psychologiques contribuant a la
physiopathologie du SII (voir Chapitre 2), les thérapies cognitivo-comportementales, la gestion
du stress, les thérapies psychosociales ou encore ’hypnose peuvent etre des options en cas
d’échecs thérapeutiques. De plus, leur utilisation dans certains cas en complément de
traitements pharmacologiques permet de réduire la consommation de médicaments (Ahl ez a/,
2013; Levy et al., 20006; Pajak ez al., 2013). D’autres méthodes alternatives sont encore a I'étude
comme l'ostéopathie ou 'acupuncture (Attali ez a/, 2013; Chao et Zhang, 2014; Florance e? al.,
2012; Pet et al., 2018; Zhang et al., 2018). L’activité physique permet également de réduire les
symptomes (Johannesson ez 4/, 2011, 2015).

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que les patients ont souvent des préjugés notamment sur les
risques d’évolution de la maladie ce qui contribue a augmenter leur anxiété et aggrave souvent
les symptomes. Le fait d’informer les patients sur les causes de la maladie diminue le recours
aux soins et la sévérité du SII, on parle alors « d’éducation thérapeutique « (Halpert, 2018; Joc

et al., 2015).
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Synthése

Le syndrome de Pintestin irritable (SII) est une pathologie complexe qui se
caractérise par des douleurs abdominales et des troubles du transit. Le diagnostic
repose essentiellement sur les symptomes (criteres de Rome IV). L’étiologie de cette
pathologie est complexe puisque des facteurs propres a ’hote (sexe, age, génétique) et
des facteurs environnementaux (facteurs psychologiques, alimentation, infection)
interviennent dans la genése des symptomes. Les mécanismes physiopathologiques
sont donc nombreux et complexes entrainant un manque flagrant de thérapies efficaces
malgré la diversité des traitements utilisés. Une meilleure connaissance de ces
mécanismes pourrait permettre ’identification de cibles thérapeutiques pertinentes et

une médecine personnalisée et ciblée.




Chapitre 2: Altération de Paxe cerveau/intestin/microbiote dans le SII

Le syndrome de Tlintestin irritable est une pathologie multifactorielle dont la
physiopathologie reste complexe et peu connue. De nombreuses altérations gastro-intestinales
amnsi que des perturbations centrales ont été décrites chez les patients atteints du SII. Les
anomalies gastro-intestinales sont nombreuses avec notamment une activation du systéme
immunitaire, une perturbation de la barric¢re intestinale et une modification (dysbiose) de la
composition et de la fonction du microbiote mntestinal (Enck ez a/, 2016). Depuis quelques
années, plusieurs études montrent que ces perturbations sont associé¢es a une dérégulation de
'axe cerveau/intestin et que le microbiote intestinal joue un role fondamental. C’est pour ces

raisons que 'on patle d’axe cerveau/intestin/microbiote.

1. Perturbations centrales

11.  Cognition

Les premiers travaux dédiés a I’étude de la fonction cognitive chez les patients atteints de
SII ont montré que ces derniers présentent une perception douloureuse exacerbée suite a un
stimulus viscéral (Elsenbruch ez a/, 2010; Hauser ez al, 2014; Lackner et Gurtman, 2004).
L’appréhension de ces symptomes douloureux modifie la composante cognitivo-
comportementale de ces individus contribuant a I'aggravation des symptomes associés au SII
(Hauser ez al., 2014; Kennedy ez al, 2012). Tro1s troubles cognitivo-comportementaux sont
souvent associés au SII : une hypervigilance avec une attention sélective envers les symptomes
gastro-intestinaux, une somatisation et une « catastrophisation » de la douleur qui se traduisent
par une focalisation et une exacerbation de la perception douloureuse conduisant a une
¢évaluation négative de sa gestion de la douleur (Hauser ez a/, 2014; Kennedy ez a/, 2012; Lackner
et Gurtman, 2004). Ces troubles cognitifs peuvent découler ou avoir des répercussions sur

I’humeur, le sommeil mais également sur le stress, la douleur, le microbiote intestinal et
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'activation du systeme immunitaire. En effet, une relation a été établie entre le taux de cortisol
et la mémoire épisodique médiée par Phippocampe. De plus, le passage de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-8 et TNF-o) au niveau du systeme nerveux central conduit au

développement de troubles cognitifs (Kennedy ez al., 2014a).

La communication entre la cognition et la douleur est bidirectionnelle, la composante
cognitive mfluencant la perception douloureuse et mversement. En 2012, Kennedy ez /., ont
suggéré que le SII était un syndrome associé a une déficience cognitive (Kennedy ez af, 2012).
Cette hypothese a été ensuite appuyée par d’autres études qui ont caractérisé, par des approches
neuropsychologiques, les altérations cognitives chez les patients atteints de SII. L’apprentissage,
la flexibilité attentionnelle, attention sélective, I'inhibition de la réponse ainsi que différents
domaines de la mémoire ont alors été étudiés. Un déficit de la mémoire spatio-visuelle médié
par Paxe HHS a été décrit chez les patients atteints de SII (Kennedy ez al, 2014a). Le
développement des techniques d’imagerie cérébrale a également permis de mettre en évidence
la difficulté des patients atteints de SII a réaliser un test de flexibilité cognitive associée a une
activation anormale des régions cérébrales préfrontales durant le test (Aizawa ez al, 2012).
Cependant, 1l existe une forte disparité entre les études réalisées qui traduit la complexité du
SIT et appute la nécessité de prendre en compte les différentes variables associées a cette

colopathie fonctionnelle (Kennedy ez a/, 2014b).

1.2.  Comorbidités psychiatriques

I1 est actuellement bien établi que les comorbidités psychiatriques telles que 'anxiété et la
dépression sont retrouvées chez de nombreux patients atteints du SII (Fond ez a4k, 2014;
Kennedy ez al., 2014b). Environ 40 a 60% des patients atteints de SII présentent en effet des
désordres psychologiques (Levy ez al, 2006), 33% souffrent de dépression et 19% sont victimes
d’anxiété (Shah ez 4/, 2014). Méme s’1l est communément admis que les patients atteints de SII
souffrent d’anxiété et de dépression de maniere plus importante que la population dite controle,
1l existe néanmoins des différences dans la prévalence et la sévérité de ces comorbidités en
fonction du sous-type de SII et du sexe des patients (Fond ez al, 2014; Lee ez al, 2017a;
Roohafza ez al, 2016). En effet, les comorbidités sont généralement plus marquées chez les
femmes ainsi que chez les patients atteints de SII-M (Roohafza ez 4/, 2016). L.a méta-analyse
réalisée par Fond ez a/, montre que les patients atteints de SII de type D et de type C souffrent

d’anxiété de manicre plus importante, maits seuls les patients atteints de SII-D sont victimes
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de dépression (Fond ez al, 2014). Une seconde méta-analyse, réalisée en 2017, montre quant a
elle que les patients ayant un SII sont touchés par ces comorbidités quel que soit le sous-type
de SII (Lee ez al., 2017a). Des comorbidités psychiatriques sont donc décrites chez les patients

atteints de SII malgré de fortes disparités dans les résultats des études réalisées.

I’axe cetrveau/intestin/microbiote joue un role important dans lapparition de ces
symptomes bien que les interactions au sein de cet axe ne permettent pas actuellement de

définir s’1l s’agit d’une cause ou d’'une conséquence du SII.

1.3.  Stress

Le stress chronique est 'un des facteurs de prédisposition majeur dans le développement
du SII. En effet, le stress contribue fortement au développement des perturbations intestinales
retrouvées chez les patients atteints de SII telles qu'une modification de la motilité intestinale,
une hypersensibilité viscérale, une altération de la barricre intestinale ou une dysbiose intestinale

(Kennedy ez al, 2014b; Oswi¢cimska ez al, 2017; Pellissier et Bonaz, 2017).

La réponse au stress est médiée en partie par 'axe HHS. I’activation de cet axe entraine la
production de corticolibérine (CRF) par le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus,
stimulant ainsi la libération d’adrénocorticotrophine (ACTH) par Thypophyse antérieure.
I’ACTH stimule a son tout le cortex surrénalien afin de libérer du cortisol qui peut alors réguler,

via un rétrocontrole négatif, la réponse de I'axe HHS (Juruena, 2014).

Une altération de 'axe HHS ainsi que des perturbations du systeme nerveux autonome ont
été caractérisées chez les patients atteints de SII (Dian ez 4/, 2006; Elsenbruch et Orr, 2001;
Elsenbruch e al, 2004; Fukudo er al, 1998). La concentration de neurohormones
(catécholamines) ainsi que le tonus sympathique sont augmentés (Dickhaus ez 4k, 2003;
Elsenbruch et Orr, 2001; Elsenbruch ez a/., 2004; Heitkemper ez a/., 1996, 2001). Cependant, les
données bibliographiques sont contradictoires. De facon générale, il est rapporté une
augmentation de la concentration basale de cortisol chez les patients atteints de SII
(Heitkemper ez al, 1996; Videlock ez al, 2016). Toutefois, d’autres études rapportent une
diminution des concentrations basales de cortisol chez les patients, allant dans le sens d’'une

hypoactivité de I'axe HHS (Bohmelt ez /., 2005; Notlin ez al., 2017).

La dérégulation de I'axe HHS a également été mise en évidence en réponse a des éléments

stressants tels qu'une ponction lombaire ou en réponse au test de distension colorectale mais
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¢galement en réponse a des éléments stressants ou traumatiques durant la période périnatale
ou la petite enfance (FitzGerald ez a/, 2009; Kano ez al., 2017; Videlock ez al, 2009). En effet,
ce traumatisme dans 'enfance entraine des perturbations de 'axe HHS caractérisées par une
augmentation des taux de cortisol chez les patients qui a 'age adulte souffrent de SII (Bradford
et al., 2012; McGowan ez al., 2009; Videlock ez al., 2009).

De facon similaire, 1l existe une forte disparité quant a la dérégulation de 'axe HHS et la
sévérité des symptomes. Certamnes études ne décrivent pas de corrélation entre les
concentrations de cortisol et les symptomes associés au SII (Chang ez a/., 2009). D’autres études
assoclent de faibles concentrations aux douleurs abdominales et de fortes concentrations aux
comorbidités rencontrées (Ehlert ez al, 2005; Katling ez al, 2016; Kennedy ez al, 2014a). A
I'inverse, de fortes concentrations en cortisol ont été associées aux douleurs abdominales
(Videlock et al, 2016). Finalement, les résultats divergent aussi en fonction du sexe, le SII
touchant préférentiellement les femmes qui présentent des perturbations de 'axe HHS
différentes de celles retrouvées chez 'homme (FitzGerald ez al, 2009; Kano et al, 2017,

Videlock ez al, 2016).

Malgré 'hétérogénéité des résultats, 'implication de I'axe HHS dans le développement de

ce syndrome semble étre établie.

2. Perturbations de Phomeéostasie intestinale

2.1.  Altérations de la perméabilité intestinale

Des altérations de la perméabilité intestinale ont été caractérisées dans tous les sous-types
de SII par des études 7z vivo (dosage de sondes administrées par voie orale) (Camilleri ez aL,
2012a; Shulman ez al, 2014; Del Valle-Pinero ez al, 2013) ou ex vivo (sur des biopsies »za des
chambres d’Ussing) (Lee ez al., 2010; Piche ez al, 2009). La modification des composants de la
barriére intestinale est également bien documentée mais aucun biomarqueur n’a été validé dans

le diagnostic du SIL

L’augmentation de la perméabilité intestinale est considérée comme un événement précoce

dans le SII conduisant a I'installation d’une mflammation de bas grade (infiltration de cellules

47



immunitaires) (Bischoff ez a/, 2014). En effet, 'augmentation de la perméabilité intestinale a
été tout d’abord caractérisée dans le cadre du SII-PI et chez les patients atteints de SII-D
(Dunlop et al., 20006). Par la suite, d’autres études 7z vzvo utilisant comme marqueur du sucrose,
du sucralose, du mannitol ou du lactulose ont montré des taux élevés de ces molécules dans les
urines traduisant une augmentation de la perméabilité intestinale chez des individus présentant
d’autres sous-types de SII (Shulman ez a/, 2014; Del Valle-Pinero ez al, 2013; Zhou et al., 2009).
Le remodelage de la barricre épithéliale, se traduisant par de larges espaces entre les cellules et
une condensation du cytosquelette, a été décrit par microscopie électronique a partir de biopsies
de patients atteints de SII-D (Martinez ez a/, 2013). De plus, I'utilisation des chambres d’Ussing
(dispositif de mesure permettant de mesurer le transport des ions, des nutriments et des
molécules d'intéréts a travers différents tissus) a permis de mettre en évidence, sur des biopsies
de patients ayant un SII, le passage excessif de molécules fluorescentes confirmant le
remodelage de la barriere épithéliale (Lee ez a/, 2010; Piche ez al, 2009). Les résultats obtenus a
la fois zn vivo et ex vivo ont démontré que cette augmentation de la perméabilité intestinale était

retrouvée aux différents étages du tractus gastro-intestinal (intestin gréle et colon).

Ce remodelage de la barriere épithéliale s’accompagne d’une modulation de 'expression
des genes codant des protéines impliquées dans la formation des jonctions serrées. En effet, il
est décrit une réduction de expression et/ou une délocalisation des occludines et de ZO-1
(Bertiaux-Vandaéle ez 4/, 2011; Bischoff ez al, 2014; Martinez ez al., 2013; Piche ez al,, 2009). Ces
modifications d’expression des protéines des jonctions serrées s’expliquent a la fois par I'impact
du microbiote intestinal mais également par certains médiateurs imnflammatoires (eicosanoides,
histamine, protéases) retrouvés lors d’une inflammation a bas grade. En effet, dans ce contexte
inflammatoire, le protéasome peut conduire a la dégradation des jonctions serrées (Coéffier ez
al., 2010). De plus, la réorganisation des jonctions serrées peut étre médiée par les protéases a
sérine produites par les mastocytes »zz l'activation des récepteurs PAR-2 (Protease-activated
receptors) présents a la surface des entérocytes (Lee ez al, 2010; O’Sullivan ez a/, 2000; Park ez al.,
2000). De plus, ces effets peuvent étre potentialisés par le systeme nerveux entérique (SNE)

(Buhner ez al, 2009; Piche ez al,, 2009).

La sévérnté des symptomes du SII comme la douleur abdominale et la survenue de
diarrhées ont été corrélées a 'augmentation de la perméabilité mntestinale (Camilleri ez 2/, 2012b;
Martinez et al., 2013; Wilcz-Villega ez al., 2014) suggérant que ce mécanisme pourrait jouer un

role dans la pathogenese du SII. Cependant, I'étiologie a 'origine de ces perturbations est peu
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documentée. Des facteurs génétiques et épigénétiques, le stress (production de cortisol), la
dysbiose intestinale ou encore les allergies alimentaires peuvent étre a lorigine des

perturbations de la perméabilité intestinale (Bischoff ez al., 2014).

2.2. Activation du systeme immunitaire

Le systeme immunitaire joue un role prépondérant dans le maintien de I’homéostasie
intestinale. Depuis quelques années, il est admis que 'activation du systeme immunitaire est un
facteur clé dans le développement du SII. En effet, 1l pourrait entrainer un état inflammatoire
de bras grade et ainsi expliquer la sensibilisation des FAP et donc de THSVC retrouvée chez

les patients (Katiraei et Bultron, 2011).

Des mécanismes d’'immunité innée et adaptative sont mis en jeu chez les individus souffrant
de SII. Des études rapportent une infiltration de cellules immunitaires telles que les
¢osinophiles, les lymphocytes T (CD4+ et CD8+) et B mais également une augmentation du
nombre de cellules résidantes les cellules entérochromaffines, les macrophages et les
mastocytes (Hughes ez 2/, 2013). Une méta-analyse a notamment révélé que le SII se caractérise
par une augmentation de la quantité de mastocytes et une infiltration de lymphocytes T CD4+
(Bashashati ez al., 2018).

Les mastocytes interviennent communément dans la réponse allergique et dans la réponse
antiparasitaire médiée par les lymphocytes T helper de type 2 (Th2). L’augmentation du nombre
de ces cellules est largement décrite mndépendamment du sexe ou du sous-type de SII.
Cependant, des différences existent en fonction de I'étage du tractus gastro-intestinal étudié
(Bashashati ez al, 2018). Leur présence a été corrélée aux symptomes gastro-mntestinaux mais
également aux comorbidités associées telles que la fatigue et la dépression (Barbara ez a/., 2004,
2007; Piche ez al, 2008). L’activation des mastocytes se traduit par la production de nombreux
médiateurs inflammatoire tels que l'histamine, la tryptase et la sérotonine (5-HT). Ces
médiateurs, retrouvés en plus grande quantité dans les selles et les surnageants de biopsies de
patients atteints de SII, augmentent I'excitabilité des FAP coliques (Cenac ez a/, 2007; Roka ez
al, 2007). En effet, les tryptases, qui appartiennent a la famille des protéases a sérine, sont
capables d’activer les FAP 22z le clivage des récepteurs PAR-2 (Barbara ez al, 2004; Cenac et al.,
2007; Park ez al, 2006). De plus, 'augmentation de la libération de sérotonine, associée 2a
I'augmentation du nombre de mastocytes, est corrélée a la sévérité des douleurs abdominales

(Cremon ez al, 2011). Ces médiateurs inflammatoires sont également mmpliqués dans la
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déstabilisation de la barricre épithéliale intestinale conduisant a la genése des symptomes

(Coéftier ez al., 2010; Martinez ez al., 2013).

Les lymphocytes T jouent un role central dans la réponse adaptative. Dans le cadre du SII,
il est décrit une infiltration de lymphocytes T CD3+ CD4+ (Bashashati ez a/, 2018; Chadwick
et al.,, 2002; Cremon et al., 2009, 2011; Lee ez al, 2008). Comme pour les mastocytes, aucune
différence n’est rapportée selon le sexe ou les sous-types de SII rencontrés (Bashashati ez a/,
2018). Cependant, I'infiltration lymphocytaire est fortement corrélée au développement dun
SII-PI (Bashashati e al., 2018; Lee ez al., 2008). La réponse des lymphocytes T auxiliaires ou (T
helper- Th) est connue pour étre polarisée en fonction des pathogenes rencontrés, les Thl
permettent de lutter principalement contre des micro-organismes intracellulaires, les Th2 ayant
plutot pour cibles des parasites et notamment les helminthes et les Th17 en réponse a des
micro-organismes extracellulaires (Ii ez a/, 2014). Actuellement, aucune donnée n’a été publi¢e
quant a la polarisation des lymphocytes T' dans le cas du SII. De plus, une infiltration de la
mugqueuse par les lymphocytes T est caractéristique d'une inflammation sévere telle que 'on
peut rencontrer chez les patients atteints de MICI. Les études décrivant une association de
I'infiltration lymphocytaire au SII-PI suggerent qu’une réponse T' mémoire est mise en place a
la suite d’une infection. Ainsi une réponse T' mémoire expliquerait I'infiltration lymphocytaire

et absence d’une réponse inflammatoire sévere.

L’inflammation de bas grade se caractérise également par 'augmentation de facteurs pro-
inflammatoires au niveau plasmatique et colique. Les taux circulants de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, 1L-8, TNF-a, IL-18) sont augmentés alors que les taux d’IL-10, une
cytokine anti-inflammatoire, sont diminués chez les patients attemnts de SII (Bashashati ez a/,
2017; Lazanidis et Germanidis, 2018; Martin-Vinas et Quigley, 2016). Cependant, il existe une
disparité des résultats obtenus en fonction du sous-type de SII. Les patients atteints de SII-D
ou de SII-PI présentent ainst des taux plasmatiques d’IL-6 plus importants que des patients
atteints de SII-M ou de SII-C (Bashashati ez a/, 2017; Spiller et Lam, 2012). D’autres études
rapportent des taux élevés d’IL-6 et d’IL-8 et une diminution des concentrations d’IL-10 dans
les biopsies de patients atteints de SII (Buhner ez 2/, 2009; Martin-Vinas et Quigley, 2016). A
I'heure actuelle, 1l est bien décrit que I'IL-6, I'TL-1-8 et le TNF-a ont des répercussions sur
Pactivité neuronale conduisant a des modifications de la contractilité, de 'absorption et/ou des

sécrétions digestives. Les surnageants de biopsies de patients atteints de SII sont, en effet,
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capables d’activer les neurones entériques de facon IL-6-dépendante et les neurones

myentériques 22z les voies de I'TL-6 et de 'IL-8 (Buhner ¢z af, 2009).

La mise en place d'une linflammation se fait suite a la reconnaissance de motifs
moléculaires caractéristiques d’un agent pathogene (PAMP, Pathogen Associated Molecular
Partterns) ou de signaux de danger venant de I’hote (DAMP, Danger Associated Molecular Pattern)
par des récepteurs de 'immunité mnée appelés PRR (Pattern Recognition Receptor) tels que les
TLR (Toll Like Receptors) ou les récepteurs NLR (NOD-Like-Receptors). Les TLRs sont des
récepteurs transmembranaires qui reconnaissent différents motifs bactériens, parasitaires ou
viraux. Dans le cadre du SII, I'expression et la fonction des TLRs sont modulées au niveau
intestinal ou plasmatique (Lazaridis et Germanidis, 2018). Au niveau plasmatique, 'expression
des TLR2, TLR4 et TLR5 est augmentée (Brint ez al., 2011; Jizhong ez al., 2016; Ohman e7 al.,
2012). A l'nverse, I'expression de TLR7 et de TLRS est diminuée significativement chez les
patients atteints de SII (Brint ez a/, 2011). L.a modulation de Pexpression des TLR2 et TLR4 au
niveau plasmatique est corrélée a la dépression mais ne serait pas associée aux troubles du
transit (Jizhong ez al, 2016; Ohman ez al, 2012). De plus, des anticorps dirigés contre les
lipopolysaccharides (LPS) et la flagelline ont été détectés chez les patients souffrant de SII
(Dlugosz et al., 2015). La fonction des TLRs est également altérée au niveau plasmatique. Suite
a 'administration d’agonistes spécifiques des TLR4, TLR5 et TLR8 chez des patients atteints
de SII, les taux de cytokines pro-inflammatoires sont augmentés par rapport aux individus
controles (McKernan ez 4., 2011). Le méme constat a été fait au niveau de la muqueuse
mntestinale. L’analyse de biopsies de patients attemnts de SII montre en effet une augmentation
significative de 'expression des TLR2 et TLR4 (Belmonte ez al, 2012; Kocak ez al., 2016).
Cependant, Belmonte ez 4/, concluent que cette expression est associée au SII-M et corrélée a
la durée des symptomes (Belmonte ez al, 2012). Par ailleurs, depuis quelques années
I'implication des récepteurs NLRs dans le développement du SII est discutée (Ringel-Scaia ez
al, 2016). Peu d’études cliniques ont été réalisées mais I'analyse de biopsies a montré une
augmentation du nombre de cellules activées par la caspase-1 suggérant une altération de la

fonction des NLRs chez les patients (Liu ez al., 2016).
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3. Perturbations du microbiote intestinal

Le tractus intestinal abrite une importante communauté microbienne appelée microbiote
intestinal qui est composée de bactéries, d’archées, de virus, de protozoaires et de champignons.
Chez 'Homme, ce microbiote intestinal comprend environ 10* micro-organismes avec une
prédominance de bactéries (Backhed e 4/, 2005; Gill ez al, 20006). Au cours des quinze dernieres
années, les avancées considérables des technologies de séquencage a haut débit ont contribué
a Pamélioration des connaissances sur la composition, la diversité et le role du microbiote
mntestinal. Plus récemment, I'avénement des techniques « omics» a permis des avancées
majeures concernant les fonctions du microbiote intestinal grice notamment au projet
américain « Human Microbiome Project », et au projet européen MetaHIT' (Metagenomics of the
Human Intestinal Tracf) (Dusko Ehtlich et MetaHIT consortium, 2010; Human Microbiome
Project Consortium, 2012). Le colon abrite la population la plus abondante de micro-
organismes du tractus intestinal, avec environ 10! bactéries/g, constituée a 80 % d’especes
anaérobies strictes appattenant a trois phyla principaux, les Bacteroidetes (30-40%), les Firmicutes
(60-70%) et les Actinobacteria (Neish, 2009). 11 existe néanmoins d’mmportantes variations
interindividuelles, qualitatives (nature des especes bactériennes) et quantitatives (abondances
relatives de ces especes). St ces variations interindividuelles sont en partie liées a la génétique
de I'hote, des facteurs environnementaux, tels que l'alimentation ou des infections par des
agents pathogenes peuvent ausst moduler la composition du microbiote (Lozupone ez al, 2012),
et ¢tre ainsi a 'origine d’un déséquilibre de la microflore intestinale appelé dysbiose mtestinale
(Icaza-Chavez, 2013). Ces altérations du microbiote intestinal, nommées dysbioses intestinales

sont constatées dans de nombreuses pathologies et notamment dans le cas du SII.

Depuis quelques années la place du microbiote dans la physiopathologie du SII est
largement décrite. La modulation de sa composition par différents facteurs tels que le stress,
I'alimentation, les antibiothérapies mais également les infections gastro-intestinales est un
facteur de risque dans le développement de cette pathologie. La dysbiose induite peut alors
avoir des répercussions intestinales (altération de la barriere épithéliale, activation du systeme
immunitaire, troubles de la motilité) mais également centrales (comorbidités et hypersensibilité

viscérale) faisant du microbiote intestinal, un acteur central dans la pathogénese.
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3.1. Altérations de la composante bactérienne

3.1.1. Altérations de la composition

De nombreuses études décrivent une dysbiose intestinale chez les patients atteints de SIL.
Bien que les résultats soient hétérogenes, le microbiote semble donc jouer un role important
dans la pathologie. La modulation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes est un indicateur de la
perturbation de la composition du microbiote intestinal. Dans la littérature, ce ratio pourrait
etre augmenté (Jeffery ez al, 2012; Rajili¢-Stojanovic ez al., 2011; Tana ez al., 2010; Tap et al,
2017) ou diminué (Jalanka-Tuovinen e al, 2014; Pozuelo ez al., 2015) chez les patients souffrant
de SII. Plusieurs hypothéses méthodologiques ont été avancées pouvant expliquer cette
divergence de résultats: le choix des amorces utilisées pour 'amplification d’une région variable
du gene de PARNr 16S, la méthode d’extraction d’ADN, le faible nombre de patients atteints

de SIT inclus dans I'étude, le sous-type de SII diagnostiqué ou encore la sévérité de la pathologie.

De maniére générale, les études montrent une augmentation de 'abondance relative de
bactéries pro-mnflammatoires incluant la famille des Ewnterobacteriaceae et inversement une
réduction de I'abondance relative des genres Lactobacillus et Bifidobacterium (Duboc et al., 2012;
Kerckhoffs ez al., 2009; Parkes et al., 2012; Rajili¢-Stojanovié ez al, 2011; Zhuang et al., 2017).
Ces deux genres bactériens sont capables d’'interagir avec d’autres especes bactériennes mais
également I’hote entrainant une modulation du microbiote et de la réponse immunitaire. De
nombreuses especes appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont aussi capables
de produire des peptides antimicrobiens. Des études zz vitro ont montré Peffet bactéricide de
ces peptides contre des agents pathogenes tels que Salmonella spp. ou Listeria monocytogenes
(Angelakis ez al, 2013). De plus, les lactobacilles et la bifidobactéries modulent la réponse
immunitaire 2a le développement d’une tolérance immunitaire au contact d’une lectine de type
C (CD209 ou DC-SIGN) présent sur les cellules dendritiques permettant la production d’IL-
10 (Konstantinov ez al., 2008; Pace et al., 2015; Taverniti et Guglielmetti, 2011). Cependant, des
résultats contradictoires ont ¢été récemment rapportés. L’abondance relative du genre
Lactobacillus et plus globalement de ordre des Lactobacillales serait notamment augmentée chez
les patients atteints de SII (Labus ez al, 2017; Rigsbee ez al, 2012; Tana ez al., 2010). Cette
augmentation de 'abondance relative des Lactobaci/lus serait a I'origine de taux élevés d’acide
acétique qui ont été associés a la sévérité des douleurs abdominales et des ballonnements (Tana

et al., 2010).
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Par ailleurs, Uespece Feacalibacterium prauznitsii et le genre Bifidobacterium, les familles des
Ruminococcaceae et des Erysipelotrichaceae et ordre des Clostridiales sont des bactéries productrices
d’AGCC qui sont connus pour étre impliqués dans 'homéostasie intestinale. Plusieurs études
ont mis en évidence une réduction de 'abondance relative ces bactéries chez les patients atteints
de SII (Lyra ez al, 2009; Pozuelo ez al., 2015; Rajilic-Stojanovi¢ ez al., 2011; Rigsbee ez al., 2012
Saulnter ez al, 2011; Tana ez al, 2010; Zhuang et al, 2017). De plus, une modulation de
I'abondance relative d’autres genres bactériens a également été¢ démontrée dans d’autres études.
On peut par exemple citer une augmentation de 'abondance relative des [ezbonnella (Malinen
et al., 2005; Rigsbee ez al, 2012; Tana ez al., 2010), des Ruminococcus (Lyra et al., 2009; Malinen ez
al., 2005; Rajilic-Stojanovié ef al., 2011; Saulnier e a/, 2011) notamment R. gnavus et R torgues
qui sont capables de dégrader le mucus (Ringel et Ringel-Kulka, 2015). Une augmentation de
I'abondance relative des Bactervides (Jetfery et al., 2012; Patkes et al, 2012; Ponnusamy et al.,
2011; Rajilic-Stojanovi¢ ef al, 2011) ainsi que des Streptococcus qui peuvent conduire a la
production d’IL-6 (Jalanka-Tuovinen ef al., 2014) a également été constatée. Plus récemment,
I'augmentation de 'abondance relative du gente Prevote/la a été associée au développement d'un

SIT de type D (Su ez al., 2018).

De maniere intéressante, 'augmentation de 'abondance relative de bactéries sulfato-
réductrices productrices de sulfure d’hydrogene a été caractérisée chez les patients atteints de
SII (Crouzet ez al, 2013). Par ailleurs le méthane a lui été associé au développement d’un SII.
La production de méthane se limite au regne des Archées et notamment a lordre des
Methanobacteriales chez ’Homme. I.’augmentation des taux de méthane chez les patients atteints
de SII-C se caractérise par la présence de Methanobacteriales associées a 'augmentation de
I'abondance relative de Pordre des Clostridiales se traduisant par un ralentissement du transit
(Falony ez al., 2016; Jahng ez al., 2012; Pimentel e al, 2006b; Tap ez al, 2017; Vandeputte ez al.,
2016). De plus, la sévérité des symptomes est corrélée positivement a la présence de ces archées
et une augmentation de 'abondance de bactéries appartenant a Pordre des Clostridiales ou au

genre Prevotella (Rodifo-Janeiro ez al, 2018).

3.1.2. Altération du métabolome

Le microbiote intestinal joue un réle important dans la dégradation des composants non
digestibles ingérés (Cummings et Macfarlane, 1997). La fermentation des carbohydrates est

nécessaire en raison des effets bénéfiques des principaux produits de fermentation comme les
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AGCC importants pour le maintien de ’homéostasie intestinale (Hamer ¢z a/, 2007). En effet,
les AGCC notamment l'acétate, le butyrate et le propionate sont impliqués dans le maintien de
la barriere épithéliale ainsi que dans la mise en place d’'une tolérance immunitaire (Figure 7)
(Tan ez al, 2014). Les données de la littérature révelent une modulation de la quantité de ces
AGCC chez les patients atteints de SII (Farup ez al.,, 2016; Gatgati et al., 2018; Treem ez al., 1996;
Valeur ez al., 2015) mais les résultats sont parfois contradictoires (Tana ez al, 2010). Certaines
¢tudes montrent en effet une diminution de la production de ces AGCC qui est associée a une
baisse de 'abondance relative des bactéries qui les produisent (Voir partie 3.1.2. Altération de
la composition du microbiote), alors que d’autres études indiquent que les quantités ’AGCC
sont fortement augmentées chez les patients atteints de SII avec une augmentation de
l'abondance de plusieurs bactéries productrices d'AGCC telles que Roseburia, Blantia et
Vetllonella (Rajili¢-Stojanovi¢ et de Vos, 2014).

Drautres bactéries utilisant les carbohydrates peuvent étre a Porigine de la production de
gaz. Une surproduction de gaz est associée au SII ce qui expliquerait les ballonnements et les
douleurs abdominales (King ez a/, 1998). La production excessive de gaz peut également
accélérer le transit comme décrit chez les patients atteints de SII-D (Pritchard ez af., 2014). Ces
gaz comme le dihydrogene peuvent étre convertis par les Archaebactéries et étre transformés
en méthane qui est connu pour ralentir le transit intestinal. Ainsi, de faibles taux de méthane
ont été mesurés chez les patients atteints de SII-D alors que de fort taux sont retrouvés chez

les patients atteints de SII-C (Kim ez a/, 2012; Pimentel ez al., 2006b; Tap ez al., 2017).

Parallelement, des études rapportent une augmentation de la quantité de protéases dans les
feces et les surnageants de biopsies coliques de patients atteints de SII (Buhner ez a/, 2009;
Cenac ef al, 2007; Roka ez al., 2007). Les protéases a cystéine ou a sérine sont impliquées dans
Iaugmentation de la perméabilité intestinale (réorganisation des jonctions serrées) mais
également dans l'activation neuronale et donc dans THSVC. De plus, leur activité a été corrélée
a la sévérité des symptomes et a la perception douloureuse (Annahazi ef al, 2013; Steck ez al.,
2012). La dégradation des protéines génere de nombreuses substances telles que du sulfure
d'hydrogene (H2S) qui peut également étre produit par différents genres bactériens tels que le
genre Prevote/la. 1 HoS, peut favoriser la croissance certaines bactéries pathogenes appartenant
a Pordre des Gammaprotéobacteria dont 'abondance est augmentée chez les patients atteints de

SII (Thiennimitr ez a/, 2011; Weissfeld et Sonnenwirth, 1982). De plus, 1l peut aller directement
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activer les canaux présents sur les FAP et induire un message nociceptif (Fukami ez a/, 2017,

Smith, 2009).

Jusqu'a 90% de la sérotonine (5-HT) corporelle est produite par les cellules
entérochromaffines présentes au niveau du tractus gastro-intestinal. La 5-H'T régule entre autre
la motilit¢ intestinale (Spiller, 2008). De plus, il a été identifié que certaines bactéries
appartenant la classe des Chstridiales sont également capables de produire de la 5-HT (Rajilic-
Stojanovi¢ et de Vos, 2014). Cette piste est actuellement peu étudiée et d’autres études sont
nécessaires pour mettre en évidence un lien éventuel entre la sérotonine d’origine bactérienne

et la physiopathologie du SII.

3.2. Altérations de la composante microbienne eucaryote

3.2.1. Champignons

Le regne des Fungi plus communément appelés champignons est un composant tres
minoritaire (0.1%) du microbiote intestinal que 'on nomme mycobiote (Arumugam ez a/., 2011,
Qun et al., 2010; Richard ez al, 2015; Underhill et Iliev, 2014). De ce fait, le mycobiote intestinal
est tres peu étudié dans le cadre du SII. Malgré cette faible proportion, de récentes études ont
mis en évidence certaines communautés fongiques impliqués dans le développement de MICI
(Chehoud ez al, 2015; Thev ez al., 2012; Qiu ez al., 2015; Sokol ez al., 2017). De plus, des études
tn vitro ont montré que Candida albicans est capable d’activer les mastocytes (Lopes ez al, 2015;
Nieto-Patlan ez a/, 2015). Ces résultats ont alors conduit a I'évaluation d’un profil fongique chez
les patients atteints de SII. Dans cette étude, le mycobiote fécal a été étudié chez des patients
atteints de SII classés normo-sensibles (ne présentant pas d’HSVC) ou hypersensibles
(présentant une HSVC) en comparaison avec des individus sains (Botschuijver ez a/, 2017). Le
mycobiote fécal des individus sains se compose a 57% des especes Saccharomyces cerevisiae et
Candida albicans. Ce pourcentage s’éleve a 76 chez les sujets hypersensibles et a 83% chez les
sujets normo-sensibles. Ainsi, chez les patients atteints de SII, on observe une augmentation
significative de I'abondance relative de ces deux levures qu’ils soient normo-sensibles ou
hypersensibles. De plus, I'a-diversité qui représente la diversité mesurée au sein d’un échantillon
donné (nombre d’especes qui cohabitent au semn de cet échantillon), est diminuée chez les

patients atteints de SII en comparaison aux sujets controles. Dans cette méme étude, les
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expérimentations réalisées chez 'animal ont révélé que THSVC induite lors d’un stress néonatal
par séparation maternelle pouvait étre réduite par l'utilisation d’antifongiques (Botschuijver ez
al, 2017). Ces résultats suggerent donc une implication de certaines communautés fongiques
dans la genese des symptomes du SII. Cependant, des études complémentaires sont nécessaires
afin de confirmer ces résultats mais également d’évaluer les perturbations éventuelles du

mycobiote en fonction des différents sous-types de SII.

3.2.2. Protozoaires

Comme décrit dans le chapitre 1, certains protozoaires ont été spécifiquement retrouvés
chez les patients atteints de SII et peuvent étre a Porigine du développement des symptomes
dans le cadre du SII-PI (Stark ez a/, 2007). On peut également supposer que linfection
parasitaire pourrait étre non pas la cause mais une conséquence de la dysbiose intestinale
observée. En effet, la dysbiose intestinale pourrait participer a la mise en place d’un
microenvironnement propice a 'implantation de certains protozoaires ce qui expliquerait leur

forte prévalence chez certains patients atteints de SII.

% Giardia dnodenalis

Giardia duodenalis est un protozoaire flagellé dont la prévalence varie entre 2 et 5% dans les
pays industrialisés et peut atteindre 20 a 30% dans les pays en développement (Ortega et Adam,
1997). Ce parasite est 'agent responsable de la giardiose se traduisant par des diarrhées et des
douleurs abdominales (Ankarklev ez 4/, 2010). Il est désormais bien établi que les répercussions
intestinales induites los de 'infection par Giardia est un facteur impliqué dans la genese du SII
(D’Anchino ez al, 2002; Dormond ez al, 2016; Hanevik ez a/, 2014). En effet, des études
longitudinales sur 3, 6 et 10 ans ont révélé une persistance des douleurs abdominales plusieurs
années apres la résolution de I'infection (Litleskare ez a/., 2018; Nakao ez al., 2017; Wensaas ez
al., 2012). De plus, des études épidémiologiques rapportent également une plus forte prévalence

de ce parasite chez les patients atteints de SII (Jadallah ez a/, 2017).
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s Cryptosporidinm parvum

Cryptosporidium parvum est un protozoaire responsable de la cryptosporidiose dont les
symptomes sont assez similaires a ceux du SII. En effet, I'infection par ce protozoaire se
manifeste par des diatrhées, des nausées, des vomissements et/ou des douleurs abdominales
(Collinet-Adler et Ward, 2010; Laurent ez al., 1999). La prévalence de Cryptosporidium varie de
0,26 a 22% dans les pays industrialisés et entre 1 et 45% dans les pays émergents (Collinet-
Adler et Ward, 2010). A I'heure actuelle, peu d’études se sont intéressées a 'i'mpact de ce
parasite dans le SII. Une étude a montré une plus forte prévalence de ce parasite chez les

patients atteints de SII (Jadallah ez a/, 2017).

% Dientamoeba fragilis

Dientamoeba fragilis est un protozoaire intestinal dont la pathogénicité reste controversée.
Malgré un portage souvent asymptomatique certains individus développent des troubles
intestinaux tels que des diarrhées, des douleurs abdominales ou une perte de poids (Stark ez a/,
2007). Une plus forte prévalence de ce parasite est observée chez les patients atteints de SII
indépendamment du sous-type (Ibrahim ez a/, 2018; Nourrisson ez al., 2014a; Yakoob ez al.,
2010a). Cependant, 1l existe une forte disparité entre les résultats. En effet, certaines études ne
décrivent pas de différence de prévalence entre les patients atteints de SII et les individus
controles (Jimenez-Gonzalez ez al, 2012; Krogsgaard ez al., 2015; Rostami ez al., 2017). De plus,
I’éradication de ce parasite ne conduit pas a la réduction des douleurs abdomunales (Engsbro et

al., 2012b; de Jong ez al., 2014; Roser ez al., 2014).

% Blastocystis

Blastocystis est le protozoaire intestinal le plus fréquemment retrouvé chez ’'Homme, mais
son role en santé humaine est encore débattu. De maniére intéressante, de nombreuses études
se sont intéressées a la prévalence de ce micro-organisme chez les patients atteints de SII et
suggerent qu’il pourrait étre a I'origine ou contribuer au développement de cette pathologie.

Cet aspect sera discuté dans le chapitre suivant.
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Synthése

L’étiologie multifactorielle du SII rend donc la physiopathologie complexe. De
nombreuses perturbations centrales ainsi que des altérations gastro-intestinales ont été

décrites chez les patients atteints du SII (Figure 8).

On note au niveau central des troubles de la cognition, des comorbidités (anxiété
et dépression) et une perturbation de Paxe HHS. La production de cortisol par ’axe
HHS en réponse a un stress peut moduler ’environnement colique notamment la
composition du microbiote, 'intégrité de la barriére épithéliale, activation du systéme

immunitaire ainsi que la motilité.

Au niveau intestinal, on répertorie une perturbation de la perméabilité intestinale,
une activation du systéme immunitaire et une dysbiose intestinale pouvant conduire
au développement d’une hypersensibilité viscérale d’origine colique. L’augmentation
de la perméabilité intestinale peut conduire au passage de métabolites bactériens
capables d’activer le systéme immunitaire, qui en réponse, va produire des cytokines
pro-inflammatoires. Ces cytokines peuvent alors moduler la composition du
microbiote et la barriére intestinale. Elles peuvent également induire une HSVC via
leurs récepteurs présents sur les fibres afférentes primaires (FAP) et moduler la
composante centrale vzala circulation sanguine. Les mastocytes semblent jouer un role
important dans la physiopathologie du SII. Leur activation caractérisée par la
production d’histamine et de protéases peut moduler la motilité, la perméabilité
intestinale et induire une HSVC via le clivage des récepteurs PAR-2 présents sur les
FAP. Les patients atteints de SII présentent également une dysbiose intestinale.
L’altération du métabolome intestinal peut avoir des répercussions sur la barriere
épithéliale, le systétme immunitaire, 'induction d’une HSVC ainsi que des atteintes
centrales via la circulation sanguine. Enfin, 90% de la sérotonine est produite par les
cellules entérochromaffines. La sécrétion de sérotonine peut favoriser le

développement d’une HSVC mais également les comorbidités.

Ainsi de nombreux mécanismes physiopathologiques peuvent conduire au
développement de douleurs abdominales, des troubles du transit et des comorbidités

psychiatriques chez les patients atteints de SII.




Chapitre 3: Blastocystis, un nouvel acteur dans le SII ?

Blastocystis est un protozoaire intestinal anaérobie colonisant le tractus digestif de ’THomme
et de nombreux animaux. Sa répartition géographique est mondiale, avec une prévalence
variable selon les pays de 5% dans les pays mdustrialisés jusqu’a 60% dans les pays en
développement. Blastocystis est classé en 17 sous-types (ST) dont 10 ont été répertoriés chez
I’Homme. Malgré que ce soit le parasite le plus fréquemment retrouvé chez 'Homme, son role
en santé humain est treés controversé. De nombreuses études épidémiologiques ont pourtant
rapporté de plus fortes prévalences de Blastocystis chez des patients atteints de différentes
pathologies. Plusieurs données expérimentales menées i vitro et/ ou in vivo suggerent également

un pouvoir pathogene de ce parasite.

1. Taxonomie et diversité génétique

1.1. Taxonomie

Au siecle dernter, la taxonomie de Blastocystis a été largement contestée. Au début du
XXeme siecle, ce micro-organisme est décrit au premier abord comme une levure de par son
aspect morphologique proche des champignons et de son mode de division par fission binaire.
Il fut nommé Blastocystis enterocola par Aliexieff en 1911 avant que Brumpt en 1912 ne le
renomme Blastocystis hominis du fait de sa présence dans les selles humaines. Ce n’est qu'en 1967
que Blastocystis est classé parmi les protozoaires sur des criteres morphologiques et
physiologiques tels que I'absence de croissance sur des milieux fongiques, une résistance aux

fongicides et une sensibilité a différentes molécules antiparasitaires (Zierdt, 1988).

L’essor des approches moléculaires basées sur le séquencage partiel du gene de PARNr de
la petite sous-unité ribosomique (ARNr 18S) a permis de montrer que Blastocystis n’était ni affilié

aux levures ni aux Sarcodinés (Johnson et al, 1989). Une nouvelle classification a alors été
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proposée en 1993 avec la création un nouveau sous-phylum, Blastocysta, au sein duquel on
trouve la classe Blastocystea, Vordre Blastocystida, 1a famille Blastocystidae, le genre Blastocystis et
Vespece Blastocystis hominis (Jiang et He, 1993). Cependant, 'analyse de la séquence complete du
gene de PARNr 18S qui a permis d’élucider la classification de Blastocystis. En effet, en 1996
Silberman ez al, replacent Blastocystis au sein des Straménopiles (Silberman ez al, 1996). Les
Straménopiles regroupent divers micro-organismes tels que des organismes unicellulaires,
hétérotrophes ou phototrophes, qu’ils soient libres comme les diatomées et les algues brunes
ou parasites comme les oomycetes (Silberman ez al, 1996). Blastocystis émerge au sein des
Straménopiles hétérotrophes et est phylogénétiquement proche de Proteromonas lacertae, un
Straménopile anaérobie colonisant le tractus digestif des lézards (Figure 9). 11 est cependant
intéressant de noter que Blastocystis est le seul Straménopile capable de coloniser le tube digestif
des mammiferes et de présenter un stade kystique au cours de son cycle de vie. Une étude
publiée en 2002 est venue confirmer 'appartenance de Blastocystis aux Straménopiles sur la base

d’analyses phylogénétiques de la séquence codant la protéine HSP7 (Arisue 7 al., 2002).

1.2.  Diversité génétique

Les isolats de Blastocystis retrouvés chez ’'Homme et les animaux sont morphologiquement
similaires. Ainsi, plusieurs especes ont été décrites en fonction de leur hote d’origine: Blastocystis
hominis chez 'Homme, Blastocystis ratti chez le rat ou encore Blastocystis pythoni chez le python
(Boreham et Stenzel, 1993; Stenzel et Boreham, 1996; Tan, 2004, 2008a). Cependant, I'analyse
du gene codant PARNY 18S a révélé que des 1solats humains étatent génétiquement identiques
aux 1solats observés chez les animaux confirmant le potentiel zoonotique et la faible spécificité
d’hotes. Ces résultats ont ausst montré une large diversité génétique au sein du genre Blastocystis

(Noel ez al., 2005).

La classification actuelle repose sur une séquence d’environ 600 nucléotides du gene codant
IPARNr 18S (Scicluna ez 4/, 20006). Stenvold ez al., ont proposé en 2007 de nommer chaque isolat
identifié par Blastocystis suivi d’'un numéro de sous-types (ST) (Stensvold e al, 2007). Depuis la
normalisation de la terminologie, 17 sous-types ont été mis en évidence dont 10 ont été

retrouvés chez ’homme (ST1-ST9, et ST12) (Alfellant ez a/., 2013; Ramirez ez al., 2014).
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2. Morphologie

Ce micro-organisme est caractérisé par un important polymorphisme au cours de son cycle
de vie. En effet, pas moins de quatre formes majoritaires ont été décrites dans la littérature sur
la base d’obsetvations microscopiques de selles fraiches humaines et/ou de cultures du parasite

n vitro.

2.1. Forme vacuolaire

La forme vacuolaire est la forme la plus fréquemment retrouvée dans les échantillons de
selles et les cultures zz vitro (T'an, 2008; Zhang e al., 2012). De forme sphérique, sa taille vatie
de 3 a 120um, pour une moyenne de 15um (Patija et Jeremiah, 2013). Ces variations de taille
peuvent étre observées entre différents ST mais aussi au sein d’'un méme isolat appartenant a
un méme ST. La forme vacuolaire est principalement caractérisée par une large vacuole qui
occupe environ 90% du volume cellulaire. Cette vacuole repousse le cytoplasme et les organites
en périphérie de la cellule (Parija et Jeremiah, 2013; Zhang ez al, 2012). Le cytoplasme contient
un ou deux noyaux. L’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique et des organites apparentés
aux mitochondries (dénommés MLO- Mitochondria-Like Ornagelles) entourent le noyau dans cet
espace confiné (Partja et Jeremiah, 2013). La vacuole contient des carbohydrates et des lipides
qui participeraient a la croissance cellulaire (Yoshikawa ez a/, 1995). Un important glycocalyx
est présent a la surface du parasite (Parija et Jeremiah, 2013; Zaman ez al., 1997; Zierdt, 1991).
I pourrait mtervenir dans I'adhérence du parasite au mucus recouvrant I'épithélium intestinal
et/ou étre impliqué dans 'absorption de nutriments (Cassidy ez a/, 1994; Zaman ez al, 1997,
1999). Ce dernier phénomene expliquerait la faible épaisseur de ce glycocalyx chez les formes
parasitaires en culture 7z vfro, qui serait ainsi liée a la présence en exces de nutriments dans le
milieu (Parjja et Jeremiah, 2013). A Theure actuelle, la forme vacuolaire est le seul stade décrit

comme étant capable de se diviser et seulement par fission binaire (Tan, 2008).

2.2. Forme granulaire

La forme granulaire est essentiellement observée aprés de nombreux passages en culture 7z
vitro. La forme granulaire ressemble a la forme vacuolaire mais elle possede de nombreux
granules au sein de sa vacuole centrale et parfois dans son cytoplasme (Parija et Jeremiah, 2013).

Sa taille est légerement plus petite que celle de la forme vacuolaire, et varie de 3 a 80 pm (Parja



et Jeremiah, 2013; Zierdt, 1973; Zierdt et Williams, 1974). L’aspect des vacuoles est tres variable.

L’analyse en microscopie électronique, révele des granules tres denses et d’autres qui semblent
vides et qui s’apparentent a des gouttelettes lipides (Tan, 2008). Les granules denses joueraient
un role dans les voies métaboliques du parasite. Enfin, les gouttelettes lipidiques pourraient
etre impliquées dans la croissance cellulaire (Dunn ez a/., 1989; Tan et Zierdt, 1973). Cependant,

le role précis de cette forme granulaire dans le cycle du parasite n’est toujours pas établi.

2.3. Forme amiboide

La forme amiboide est rarement observée et son existence reste controversée. Sa taille
moyenne est de 10pum et son aspect est irrégulier (Parija et Jeremiah, 2013; Tan et Zierdt, 1973).
Tout comme la forme vacuolaire, on note la présence d’'une large vacuole centrale ou de
multiples vacuoles de plus petites tailles (Parija et Jeremiah, 2013; Tan et Suresh, 2006a; Tan ez
al., 1996). Cette forme serait une étape intermédiaire avant Ienkystement pendant laquelle la
dégradation de bactéries a des fins nutritionnelles favorisaient la formation de kystes (Patija et
Jeremiah, 2013; Singh ez a/, 1995). Néanmoins, 1l n’y a aucune évidence quant a la capacité de
Blastocystis a se nourrir de bactéries. Certains auteurs suggerent que ces formes amiboides,
cultivables sur milieu gélosé, seraient impliquées dans la pathogénicité du parasite (Tan et
Suresh, 2006a, 2006b). En effet, la présence récurrente de cette forme dans les selles de patients

symptomatiques conforte cette hypothese.

2.4. Forme kystique

La forme kystique est la forme qui présente la plus petite taille ce qui la rend difficilement
1dentifiable dans les selles. De forme sphérique ou ovoide, les kystes ont une taille qui n’excede
pas 10 um dans les selles humaines (Parija et Jeremiah, 2013; Stenzel e al, 1997; Zaman ef al.,
1995). Cette forme n’est pas toujours observée dans les selles de patients infectés ce qui pourrait
s’expliquer par Pexistence de ST plus ou moins kystogenes. Cependant aucune étude n’a mis
en évidence de relation entre la nature du ST et 'excrétion de kystes (Rene ez a/., 2009). La paroi
kystique est composée d’une couche interne séparée d’'une couche externe par une bande fine
opaque aux €électrons. La paroi peut étre recouverte d’une seconde couche externe composée
de carbohydrates similaires a ceux décrits a la surface des formes vacuolaires (Moe ez al., 1996;

Stenzel et Boreham, 1996). Le cytoplasme condensé referme un a quatre noyaux, de nombreux
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MLO, du réticulum endoplasmique ainst que de petites vacuoles contenant des lipides et du

glycogene (Moe ez al., 1996; Stenzel et Boreham, 1996).

Les kystes peuvent survivre durant 1 mois a 25°C et 2 mois a 4°C (Moe ¢/ al., 1996). Le
passage de la forme kystique a la forme vacuolaire est observé entre 12 et 24 heures en culture
in vitro (Moe et al., 1999). Ces résultats suggerent donc que cette forme correspondrait a la forme

de résistance et de transmission du parasite.

3. Cycle parasitaire

Le cycle de vie de Blastocystis reste encore hypothétique. Le modele actuellement proposé
prend en compte le potentiel zoonotique de ce parasite. L’Homme et les animaux sont infectés
suite a l'ingestion de kystes qui apres dékystement, dans le tractus digestif de I'hote, se
transforment en formes vacuolaires. Les conditions et le lieu précis de dékystement ne sont
actuellement pas connus. Le parasite va ensuite se multiplier par fission binaire. Dans le colon,
les formes vacuolaires pourraient donner naissance aux formes amiboides et granulaires et/ou
se ré-enkyster avant d’étre excrétées dans I'environnement (Figure 10). Les kystes excrétés sont
alors capable de résister et de contaminer un nouvel hote humain ou animal par la voie oro-
técale lors de la consommation d’eau ou d’aliments contaminés (Tan, 2008; Wawrzyniak ez 4/,

2013).

Le passage d’une forme a une autre est encore peu connu et les méthodes actuelles de
culture 2z vitro de Blastocystis ne permettent pas de disposer de 'ensemble des formes parasitaires.
I est décrit que I'incubation de kystes 1solées de selles humaines ou animales dans un milieu
adapté favorise I'apparition de formes vacuolaires (Chen ez al., 1999; Moe ez al, 1999). Dans
I'étude Moe ez al., un passage intermédiaire en formes granulaires serait nécessaire afin d’aboutir
a la forme vacuolaire (Moe ez al, 1999). A contrario, 1l est montré que les conditions de culture
pourraient favoriser le développement de formes granulaires a partir des formes vacuolaires
(concentrations importantes en sérum, culture axénique, changement de milieu de culture...).
Une autre étude a montré que les kystes incubés en milieu de Jones pouvaient se développer
en formes vacuolaires et granulaires sans toutefois savoir laquelle découle de l'autre (Zaman ez
al, 1999). Concernant la forme amiboide, il est décrit que l'ensemencement de formes

vacuolaires sur gélose favorise leur développement.
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4. Méthode de détection

Des approches de diagnostics directs et indirects ont été développées pour mettre en
évidence I'infection par Blastocystis. Les méthodes directes regroupent les techniques basées a la
fois sur l'aspect morphologique (microscopie) et la détection ’ADN (PCR, qPCR...) ou
d’antigenes (ELISA- engyme linked immunosorbent assay, immunohistochimie...) alors que les
méthodes indirectes sont basées sur la détection dans les sérums des hotes infectés d’anticorps
dirigés contre le parasite. La sensibilité de ces techniques varie considérablement mnduisant

souvent une sous-estimation de la prévalence de Blastocystis.

4.1. Microscopie directe

Le diagnostic en microscopie optique a partir d’'un examen direct des selles des patients,
est la méthode la plus couramment utilisée pour détecter Blastocystis. Néanmoins, le diagnostic
de Blastocystis pose un réel probleme. En effet, la controverse quant a son role en santé humaine
fait qu’il est généralement négligé et qu’il n’est pas recherché de facon systématique dans les
laboratoires hospitaliers. Compte tenu de son polymorphisme, de I'altération provoquée par
les conditions environnementales ou des traitements médicamenteux, le risque de confondre
Blastocystis avec d’autres micro-organismes est avéré et I'examen microscopique des selles de
patients semble avoir entrainé une sous-estimation de sa prévalence (Leelayoova ez al, 2002;
Suresh et Smith, 2004; Termmathurapoj e al., 2004). De plus, la forme vacuolaire qui est la plus
facilement identifiable reste minotitaire dans les échantillons de selles humaines, contrairement
aux kystes qui représentent la forme majoritaire dans les selles mais qui, du fait de leur petite
taille, restent difficilement identifiables (Tan, 2004, 2008). Le diagnostic en microscopie
nécessite généralement une coloratton afin d’améliorer la sensibilit¢é du diagnostic
microscopique. Les principales colorations utilisées pour les observations directes sont le lugol-
1odine, le Giemsa et le trichrome (Stensvold et Clark, 2016a; Tan, 2008a), cette dernicre étant
la plus utilisée (Stensvold ez a/, 2007; Tan, 2008). La mise en culture des selles de patients sur
une courte durée accroit la sensibilité de la détection par la coloration au trichrome ou au lugol
(T'an, 2008). Dans le cas d’une co-infection par plusieurs ST, les différents ST's de Blastocystis ne
peuvent pas étre différenciés microscopiquement et la mise en culture favorise souvent le
développement d’un ST majoritaire (Tan, 2008). Les laboratoires hospitaliers ont parfois
recours aux techniques de concentration des selles mais ces techniques ont I''nconvénient

d’altérer ou de provoquer la lyse des formes vacuolaires (Tan, 2008). Afin d’augmenter la
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sensibilité de détection, des étapes de concentration par centrifugation en gradient de densité
sont souvent nécessaires (Suresh et Smith, 2004; Tan, 2008a). La charge parasitaire peut-ctre
estimée en comptant le nombre de kystes par champ, contribuant ainsi a linterprétation
clinique de la présence du parasite. En effet, certaines études établissent une corrélation entre
la présence abondante de cellules parasitaires (plus de 5 parasites par champs) et I'apparition
de troubles digestifs en 'absence de toute autre étiologie (Tan, 2008). Pourtant, de nombreuses
études critiquent cette corrélation et expliquent la présence de symptomes par d’autres facteurs

tels que I'age ou des facteurs génétiques.

4.2.  Culture xénique des selles

La mise en culture xénique des selles de patients s’est avérée une méthode de choix compte
tenu de sa plus grande sensibilité comparativement a 'examen direct des selles en microscopie.
Une culture xénique se définit par la culture d’un micro-organisme en présence dune flore
bactérienne non controlée. Blastocystis peut étre cultivé dans différents milieux de culture tels
que le milieu de Robinson (diphasique), le milieu de Jones ou le milieu LYSGM dérivé du
TSGM-9 (Clatk et Diamond, 2002; Leelayoova ez a/, 2002). De par sa simplicité et son faible
cout, le milieu de Jones est le plus couramment utilisé pour identifier et maintenir différents ST
de Blastocystis 1solés a partir d’échantillons de selles. Ce milieu permet le dékystement et la
prolifération du parasite sous sa forme vacuolaire apres 24 heures de culture. Cependant cette
méthode présente quelques inconvénients dont le principal est la difficulté a mettre en culture
certains isolats dont le ST3 en milieu de Jones (Jones ez al., 2008; Parkar ez al., 2007; Tan, 2008a).
De plus, le temps de multiplication étant variable selon les ST, cette méthode sous-estime les

cas de co-mnfection (Tan ez al., 2010).

4.3. Recherche de copro-antigénes

Un test rapide de détection d’antigenes dans les selles (Copro ELISA Blastocystis, Savyon
Diagnostics, Israél) a été récemment commercialisé. I présente de bonnes performances en
termes de sensibilité en comparaison a un examen microscopique direct suite a une coloration
au lugol. Néanmoins, sa sensibilité (92%) est assez proche de celle du diagnostic par mise en
culture. De plus, 11 ne permet pas de cibler I'intégralité des ST humains, puisque seuls les ST1,

ST2, ST3 et ST5 sont détectés (Dogruman-Al ez al, 2015). Ainsi, 11 ne serait pas pertinent
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d’utiliser ce test en Europe ou le ST4, qui n’est pas détecté par cette approche, est majoritaire

dans plusieurs régions.

4.4. Biologie moléculaire

Le diagnostic moléculaire de Blastocystis repose sur la PCR. L’utilisation d’amorces
spécifiques ciblant PARNr 188 a été privilégiée, permettant ainsi le génotypage des différents
ST. Plusieurs études ont montré la nette supériorité de cette approche moléculaire, en termes
de sensibilité et de spécificité comparée a I'examen microscopique et la culture xénique des
selles. La premiere PCR quantitative (qPCR), utilisant du SYBR green, a été développée en
2008. L’amplification d’un fragment de 152 nucléotides ne permet d’identifier que les sous-
types ST1 ST3 et ST4 (Jones et al, 2008). La deuxieme qPCR décrite en 2011, utilisant
¢galement du SYBR green, permet d’amplifier un fragment d’environ 339 nucléotides du gene
codant PARNTr 18S (Poitier ez al., 2011). Elle présente Pavantage de permettre un sous-typage
direct par séquencage des produits d’amplification et a été validée pour les sous-types ST1 a
ST9. La troisieme méthode, publiée en 2012 par Stensvold e a/, est la premiere a utiliser une
sonde TaqMan. Elle cible une région de 190 nucléotides du gene codant PARNTr 18S et permet
de détecter tous les ST's humains (Stensvold e a/., 2012). Enfin en 2014, Dagci ez al., ont mis au
point une qPCR, utilisant également la technologie Taq man et ciblant une portion d’environ
359 nucléotides du gene codant PARNr 185 (Dagci ez al, 2014). Cette qPCR a été validée sur
une cohorte turque et a permis de détecter les sous-types ST1, ST2, ST3, ST6 et ST7. Malgré
sa forte sensibilité, le diagnostic moléculaire n’est pas utilisé en routine du fait de son cott élevé

pour un parasite dont la pathogénicité reste encore aujourd’hui tres controversée.

4.5. Analyses sérologiques

L’infection par Blastocystis conduit a la production d’Immunoglobulines G et A (IgG et
IgA) qui peuvent étre détectées par des techniques immunologiques telles que
I'immunofluorescence indirecte ou ELISA (Garavelli ez a/, 1995; Mahmoud et Saleh, 2003;
Zierdt ez al., 1995). Les premicres études par ELISA ont décrit une forte concentration d’IgG
chez les mdividus porteurs de Blastocystis. Un titre élevé en IgG serait prédictif de patients
symptomatiques (Zierdt et Nagy, 1993). En revanche, la présence d’IgA n’a pas été corrélée

avec la sévérité de 'infection. Cependant, la présence de ces deux isotypes reste controversée.

67



En effet, une étude rapporte la présence d’IgA et d’IgG seulement chez les patients
symptomatiques alors qu’une autre étude décrit la présence d’anticorps également chez les
patients asymptomatiques (Kaneda e 2/, 2000; Mahmoud et Saleh, 2003). Compte tenu de la
disparité des résultats et du manque d’'information quant a la réponse de 'hote, le diagnostic

sérologique n’est pas utilisé en routine.

5. Epidémiologie

5.1. Prévalence

Blastocystis est le parasite intestinal le plus fréquemment retrouvé dans les selles humaines.
Sa répartition est mondiale mais sa prévalence varie selon les pays ainsi qu’entre différentes
régions d’'un méme pays (Tan, 2008; Tan e al, 2010). La prévalence dans les pays en
développement est plus élevée que dans les pays industrialisés. On estime la prévalence dans
les pays industrialisés entre 1 et 23 % alors que celle dans les pays en développement varie
autour de 60%. Une étude sénégalaise 2 méme montré une prévalence de 100% au sein d’une
cohorte de 93 enfants issus de différents villages (El Safadi ez a/, 2013). Ce constat s’explique
pat les conditions d’hygiéne ainsi que le contact avec un téservoir animal et/ou de I'eau
contaminée. Cependant, les méthodes de détection varient ce qui entraine une sous-estimation

de la prévalence dans de nombreux cas (Poirter ez a, 2011).

5.2. Répartition des ST's

Le ST le plus fréquemment retrouvé chez ’Homme est le ST3 (Tan, 2008; Tan ez a/, 2010,
Wawrzyniak ez al, 2013; Yoshikawa et al.) suivi par le ST1, le ST2 et le ST4 (Figure 11)
(Stensvold ez al, 2009a). Cependant, cette répartition peut varier selon les régions du monde.
En Asie, on retrouve majoritairement des ST's dits aviaires (ST6 et ST7) a 'exception de la
Thailande ou le ST1 est retrouvé majoritairement. En Europe, le ST4 est largement représenté
avec notamment de fortes prévalences en Espagne (Dominguez-Marquez ez al., 2009) et au
Danemark (Olsen ez al., 2011). Des variations sont également décrites au sein d’'un méme pays,

comme en France ou une étude lilloise a rapporté une prédominance de ST3 (53.5%) alors
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qu’une étude clermontoise a décrit une prévalence tres élevée de ST4 (63%) (Potrier ez al., 2011;
Souppart ez al., 2009). Des cas de co-infection par différents ST's sont également fréquemment
décrits. La prévalence de ces co-infections a été évaluée entre 2.6 et 14.3% et peut atteindre
22% (Li et al., 2007; Melont et al., 2012; Scanlan et al, 2015; Souppatt ez al., 2009; Yan et al.,
2000). Ainsi, le ST1 est fréquemment associ¢ au ST2 ou au ST3 (Tan, 2008).

En plus de cette diversité en fonction de la zone géographique, la répartition des ST's varie
aussi selon les especes animales. Blastocyszzs possede un fort potentiel zoonotique, des ST
identiques étant retrouvés dans différents groupes d’animaux, mcluant les mammiferes, les
reptiles, les oiseaux, les batraciens ou les insectes (Cian ez al, 2017; Stensvold ez al, 2009a;
Yoshikawa e7 al., 2016). En dépit du fait quun méme ST puisse étre isolé dans différentes
especes animales, il existerait une certaine spécificité d’hotes. Ainsi, les sous-types ST1 etle ST5
sont fréquemment retrouvés chez le porc alors que les sous-types ST5 et ST10 sont fortement
prévalents chez les bovins (Stensvold ez a/., 2009a). Le ST4 a été décrit préférentiellement chez
les rongeurs (Katsumata ez a/., 2018). Chez les primates, on retrouve essentiellement le ST'1 et
le ST3. Le ST8 est 1solé communément chez les primates non humains et trés rarement retrouvé
chez 'Homme (Cian e al, 2017). Chez les oiseaux, deux ST's ont été décrits : ST6 et ST7
(Yoshikawa ez al., 2016). Ceci est d’autant plus intéressant que ces deux ST's sont tres proches
phylogénétiquement sur la base du géne codant ’ARNr 18S. Curieusement, bien que ST9 soit
également tres proche de ces deux ST, il n’a jamais été retrouvé chez les oiseaux mais

uniquement chez ’Homme.

6. Role en santé humaine

L’impact en santé humaine de Blastocystis est controversé du fait qu’il est fréquemment 1solé
de selles de patients asymptomatiques. Pourtant, différentes études épidémiologiques
démontrent que Blastocystis serait, dans certaines situations, associ¢ a la survenue de troubles
digestifs. De ce fait, Blastocystis apparait aujourd’hui comme un pathogene émergent et a été
récemment ajouté a la liste des agents pathogenes a rechercher chez un donneur pour une TMF

dans le cadre d’une infection a Clostridium difficile (Cammarota et al., 2017).
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6.1. Blastocystose

L’infection par Blastocystis est plus communément appelée blastocystose. De nombreux
symptomes sont associés a cette infection allant de troubles gastro-intestinaux non spécifiques

a des atteintes cutanées.

La blastocystose s’accompagne fréquemment de diarrhées et de douleurs abdominales
(Stensvold ez al., 2009; Tan, 2008a; Tan ez al., 2010). D’autres symptomes gastro-intestinaux non
spécifiques tels que des ballonnements, des nausées et la constipation peuvent étre également
retrouvés (Stensvold ez al, 2009; Tan ez al., 2010). La sévérité des symptomes peut varier d’'une
simple diarrhée a une gastro-entérite aigiie en fonction de la charge parasiaire (Katsarou-Katsart
et al., 2008; Kaya et al., 2007; Tan, 2008; Tan e al., 2010). De plus, certaines études indiquent
que la présence de symptomes serait liée au ST (Dominguez-Marquez ef al., 2009; Eroglu et al.,
2009; Stensvold ez al, 2009b; Stensvold ez al,, 2009). Ces études suggerent en effet que le ST1,
ST4 etle ST7 sont des ST pathogenes alors que le ST2 et ST3 seraient responsables d’infections

asymptomatiques (Eroglu ef al, 2009; Stensvold ez al., 2009).

Le dosage de cytokines pro-mflammatoires dans le sérum des sujets porteurs de Blastocystis
n’a pas révélé de modifications (Nieves-Ramirez ez 4/, 2018). De plus, le dosage de molécules
jouant un role dans le stress oxydant a été réalisé et comme pour les cytokines aucun
changement n’a été constaté (Nieves-Ramirez ez a/, 2018). Il a cependant été rapporté une
diminution des taux de calprotectine et d’IgA amnsi qu’une diminution des taux d’AGCC
(acétate, propionate et butyrate) dans les selles des individus porteurs du parasite (Nieves-

Ramirez e al, 2018).

Les études du microbiote intestinal chez des patients porteurs de Blastocystis ont révélé une
augmentation de la richesse bactérienne (Andersen ez al., 2015; Audebert ez al, 2016; Nash ez al.,
2017; Nieves-Ramirez ez a/, 2018). Par ailleurs, il existe une grande hétérogénéité des résultats
concernant la composition du microbiote intestinal en cas d’infection (Tableau 1). Néanmoins,
les études s’accordent a dire que Blastocystzs pourrait étre a Porigine d’une dysbiose intestinale

chez ’'Homme.
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6.2.  Blastocystis et Syndrome de Pintestin irritable

Plusieurs études épidémiologiques ont rapporté une plus forte prévalence de Blastocystis
spp. chez les patients souffrant de SII en comparaison avec des individus controles (Jimenez-
Gonzalez et al., 2012; Nourrisson et al., 2014; Ragavan et al., 2015; Ramirez-Miranda et al.,
2010; Rostami et al., 2017; Yakoob et al., 2004, 2010). Les différentes méta-analyses réalis¢es
ont mis en évidence une association positive entre la présence de ce parasite et le SII
(Nouttisson ez al., 2014; Rostami ez al,, 2017). En effet, la prévalence de Blastocystzs est deux fois
plus importante chez les patients atteints de SIT que chez des patients controles (Noutrisson ez
al, 2014). Les sous-types retrouvés majoritairement chez les patients atteints de SII sont les

sous-types ST1, ST3 et ST4 (Cifre ez al., 2018; Lepczynska ez al., 2017).

Il a été¢ montré que les taux d’IgG dirigés contre Blastocystis spp. sont significativement plus
¢levés chez des patients atteints du SII (Hussain ez a/, 1997; Nagel ez al., 2015). A T'inverse, les
taux d’IgA sont diminués chez les individus porteurs mais ne sont pas corrélés aux symptomes
(Nagel ez al,, 2015). De plus, les taux sériques d’IL-8, d’IL-3 et I’IL-5 sont fortement augmentés
chez les patients attemnts de SII et porteurs de Blastocystis en comparaison avec des patients
souffrant de SII non porteurs ou d’individus porteurs asymptomatiques (Ragavan ez al, 2015;

Yakoob ez al., 2014).

La présence d’une dysbiose mntestinale a également été étudiée chez les patients atteints de
SII porteurs ou non de Blastocystis. Noutrisson ez al., ont ainsi montré par qPCR que les patients
souffrant de SII et porteurs du parasite étatent caractérisés par une abondance relative des
bifidobactéries significativement diminuée comparé aux patients atteints de SII non porteurs

de Blastocystis (Nourtisson et al., 2014).

Devant ce constat, une recherche de ces parasites a été menée chez des groupes de patients
souffrant d’autres syndromes digestifs. Ainsi, des études rapportent une prévalence
significativement plus faible de Blastocystis chez des patients atteints de MICI par rapport a un

groupe témoin (Mirjalali ez a/., 2017; Rossen ez al., 2015).
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6.3.  Blastocystis et 1ésions cutanées

De nombreuses études associent 'infection par Blastocystis avec certaines 1ésions cutanées
telles que I'urticaire (Tan e al., 2010). Le ST le plus fréquent dans le cadre de ces lésions est le
ST3 (Casero et al., 2015; Kolkhir ez al., 2016; Zuel-Fakkar ez al, 2011). Certaines études associent
le déclenchement de cet urticaire avec la présence de formes amiboides (Zuel-Fakkar ef al,
2011) et d’autres avec la présence de formes vacuolaires (Casero ef al., 2015). Cependant,
I'utilisation d’antiparasitaires tend a réduire les symptomes (Gupta et Parsi, 2006; Kolkhir ez al,
2016; Tan ez al, 2010). Dans une étude rétrospective regroupant 80 patients souffrant de
troubles gastro-intestinaux et porteurs de Blastocystis spp., 10% des sujets présentaient des

manifestations cutanées (Balint ez a/, 2014).

Les mécanismes physiopathologiques a origine de ces symptomes demandent cependant
a étre ¢lucidés. Certains auteurs suggerent que Blastocystis, au méme titre que les helminthes,
induirait Pactivation de lymphocytes Th2 et la production de cytokines pro-inflammatoires
spécifiques (IL-3, I1.-4, IL-5 et IL.-13) qui provoqueraient une production d’IgE similaire a celle
observée l'ors d’une réponse allergique. L’augmentation des mastocytes et des cellules
mononucléées 7z situ entrainerait alors une libération d’histamine et d’autres médiateurs pro-

inflammatoires (Kolkhir ef a/, 2016; Pasqui e al., ; Tan et al.,, 2010).

6.4. Blastocystis et patients immunodéprimés

Les patients infectés par le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) responsable du
syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) présentent une immunodépression importante.
Ces patients sont donc plus susceptibles aux infections opportunistes telles que les infections
parasitaires. Blastocystis est le protozoaire le plus fréquemment retrouvé chez ces patients entre
5 et 70 % selon les études (Hamad ez a/, 2018; Kurniawan ez a/., 2009), notamment le ST3 (Tan
et al, 2009). Cette infection opportuniste s’accompagne fréquemment de diarrhées chez le

patient VIH positif.

Des cas d’infection ont été également décrits chez les transplantés rénaux (4.4% vs 2.2%),
des patients splénectomisés (30% »s 13%) ou des patients atteints d’hémopathies malignes (13%
s 1%) (Azami ez al, 2010; Ghosh ez al., 1998; Karasartova ez al, 2016; Rao ez al., 2003; Rast1 ez
al., 2017).
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6.5.  Blastocystis et cancer

Blastocystis est un des parasites les plus fréquemment retrouvés chez les patients atteints
de cancer (7.7-13%) (Tasova et al., 2000). Plusieurs études montrent en effet une plus forte
prévalence du parasite chez des patients atteints de cancers du sang, du sein, des poumons, de
cancer colorectal ou d’hémopathies malignes (Chandramathi ez a/, 2012; Kumarasamy ez al.,
2014; Mohamed ez al., 2017; Yersal e al., 2016). De plus, 1l est aussi fréquemment retrouvé chez
les patients ayant subi une chimiothérapie (Chandramathi ez a/, 2012; Yersal ez al, 2016). Ces
patients présentent des symptomes tels que des douleurs abdominales, des diarrhées ou des
ballonnements (Tasova ez al., 2000). Les ST's communément retrouvés sont le ST1 et le ST3.
Par ailleurs, des études 7z vitro et in vivo suggerent que Blastocystis pourrait favoriser la
prolifération des cellules tumorales et donc la carcinogénese (Chan ef a/, 2012; Chandramathi

et al., 2010a; Kumarasamy ez a/,, 2013, 2017).

7. Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogene de Blastocystis spp. est largement débattu du fait de la présence de
nombreux porteurs asymptomatiques. Néanmoins, lIaccumulation de données
épidémiologiques, I'analyse des données génomiques ainsi que des études menées i vitro et/ou

tn vivo suggerent une réelle pathogénicité du parasite.

7.1. Facteurs de virulence

Le séquencage des génomes de différents ST's de Blastocystis (ST7, ST4 et ST1) a permis
d’identifier plusieurs genes 1ssus de transferts horizontaux acquis de bactéries mais également
de ’hote et qui pourraient étre impliqués dans la pathogénicité (Denoeud ez al., 2011; Eme ez
al., 2017). Un gene codant pour une $1,3galactosyltranférase issue de I’hote serait un mécanisme
d’échappement du parasite (Eme ez a/, 2017). En effet, cette enzyme est responsable de la
synthese d’antigenes du soi exprimés par divers types cellulaires dont les entérocytes (Isshiki ez
al., 1999). Les auteurs supposent alors que Blastocystzs pourrait mimer la surface des cellules de
I’hote et donc échapper au systeme immunitaire. Dans la méme optique, I'acquisition d’une
cholestérol-a-glucosyltransférase d’origine bactérienne a été décrite (Eme ez al, 2017). Le

cholestérol contenu dans les membranes bactériennes stimule la phagocytose par les
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macrophages. Ainsi, la glycosylation du cholestérol permet alors 'échappement de Helzcobacter
pylorz (Wunder ez al., 2006). Denoeud et al., ont décrit un gene codant pour une polykétide
synthase (PKS) d’origine bactérienne dans le génome de Blastocyszzs ST7 qui pourrait contribuer
a I'induction d’une dysbiose intestinale (discuté dans le paragraphe sutvant) (Denoeud ef af,
2011). De maniere générale, ces transferts ont probablement permis aux parasites d’évoluer et

de s’adapter a leur environnement.

Par ailleurs, 'analyse 7z sz/ico du génome du ST7 a permis d’identifier différentes protéines
potentiellement impliquées dans la virulence du parasite (Denoeud ez a/, 2011). Des hydrolases
(fucosidases, hexosaminidases et 3-galactosidases) ont été mises en évidence dans le sécrétome
prédictif du ST7. Le parasite utilise probablement ces hydrolases pour dégrader les
glycoprotéines constituant le mucus a des fins nutritionnelles. Le mucus peut également étre
dégradé par des protéases a cystéine (Steck ez a/, 2012). En effet, analyse du génome du ST7
amis en évidence 68 genes codant des protéases avec une majorité de protéases a cystéine. Une
vingtaine de protéases sont prédites comme étant sécrétées, dont 20 protéases a cystéine, 1
protéase a sérine et 1 protéase a aspartate (Denoeud ez a/, 2011). Ces différentes protéines
pourraient participer a la dégradation du mucus, 'augmentation de la perméabilité intestinale,
la mise en place d’'une réponse inflammatoire mais aussi la modulation du message nociceptif
(Steck ez al., 2012). 11 existe de nombreuses évidences quant a 'implication des protéases a sérine
dans 'activation des FAP coliques conduisant a de ’hypersensibilité viscérale (voir Chapitre 2).
Par ailleurs, des genes codant des mhibiteurs de protéases ont été également identifiés dans le
génome du ST7, ces molécules pouvant favoriser un microenvironnement adéquat pour la
survie du parasite. On retrouve également des geénes codant une PKS, une mégasynthase
susceptible de produire des métabolites secondaires ayant des activités antibactériennes ou
encore immuno-modulatrices, ainsi que pour des NRPS (Non Ribosomal Peptide Synthase)
qui synthétisent des peptides non ribosomaux aux propriétés parfois antibactériennes
(Schwarzer et Marahiel, 2001). La production d’antibactériens par le parasite pourrait lui
permettre de créer un microenvironnement favorable a son implantation, mais aussi a terme,
provoquer une dysbiose intestinale. Enfin, le ST7 possede des genes codant pour des protéines
constitutives de canaux ou de pompes membranaires (transporteurs ABC), qui pourraient
contribuer a la multi-résistance aux drogues et conférer au parasite une résistance aux différents
traitements utilisés. Ces différents facteurs de virulence ne sont pas spécifiques du ST7. En
effet, certains genes orthologues ont été retrouvés dans le génome des sous-types ST4 et ST1

(Gentekaki e# al., 2017; Wawrzyniak ef al., 2015). 11 existe néanmoins une diversité génétique
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entre les différents ST's pouvant expliquer la présence éventuelle de ST plus ou moins virulents

(Gentekaki ez al,, 2017).

L’analyse du surnageant de cultures axéniques de ST7 a confirmé la présence de protéases
sécrétées par Blastocystis. 17analyse en spectrométrie de masse des surnageants de culture a en
effet permis d’identifier deux protéases a cystéines: une légumaine et une cathepsine B
(Wawrzyniak ez al, 2012). De plus, I'ajout de phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF), un
mnhibiteur spécifique des protéases a sérine, dans le surnageant de culture diminue I'activité
protéasique témoignant d'une activité protéase a sérine. De plus, des expériences menées au
laboratoire ont montré la production d’HoS, de maniere dose dépendante, en présence de
concentrations croissantes de L-cystéine. Comme décrit précédemment dans le Chapitre 2,

I’HaS peut participer a la mise en place d’'une HSVC.

7.2. Etudes in vitro

Les modeles cellulaires permettent d’étudier les mécanismes physiopathologiques de
I'infection par Blastocystis en 'absence d’un modele animal reproductible. Plusieurs études 2
vitro ont été menées afin d’évaluer 'influence du parasite et/ou de ses métabolites sur des
cellules épithéliales. Cependant, 1l faut noter que ces modeles cellulaires sont empiriques du fait
de la nature anaérobie de Blastocystis et de I'absence de culture axénique pour de nombreux
sous-types notamment le ST3. De plus, l'utilisation des cultures axéniques contenant une
majorité de formes vacuolaires ne reflete pas le polymorphisme existant et donc I'impact des

différentes formes observées z vivo.

7.2.1. Perméabilité mtestinale et apoptose

L’un des premiers effets observés a été la capacité de Blastocysts a mnduire 'apoptose des
cellules épithéliales intestinales. Puthia ez a/, ont en effet montré que des formes « vivantes »
ou lysées de Blastocystis ST4 WR1 (isolat de rat) induisent P'apoptose de cellules épithéliales
intestinales de rats (IEC-6) (Puthia ez a/, 2006). Cet effet pro-apoptotique, indépendant du
contact parasitaire, a ¢galement ¢été décrit suite a la co-incubation de cellules épithéliales
coliques humaines (Caco-2) avec un lysat parasitaire de ST7-B (isolat provenant d’un patient
symptomatique) (Wu ez 4, 2014a). Néanmoins, 'apoptose n’est pas observée apres incubation

avec un lysat de ST4 WR1 (1solat de rat) suggérant une spécificité d’hotes. L’apoptose a été
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¢galement décrite comme un mécanisme d’échappement au systeéme immunitaire dans un
contexte pro-tumoral (Chandramathi ez 2/, 2010a). En effet, au contact d’antigenes solubles de
Blastocystis, Pexpression de genes pro-apoptotiques (P53 et Cathepsine B) est augmentée dans
les cellules mononucléées du sang suggérant une adaptation du parasite afin de favoriser sa

survie et sa propagation chez 'Homme.

Le mécanisme d’apoptose est souvent associé a une augmentation de la perméabilité
intestinale. Il a été démontée que la perméabilité intestinale de cellules IEC-6 était augmentée
in vitro lorsque les cellules étatent mises en contact d’un lysat parasitaire (Mirza ez al., 2012;
Puthia ez al, 2006; Wu ef al, 2014a). La co-incubation des cellules épithéliales IEC-6 avec des
lysats de ST4 WR1 favorise les réarrangements des filaments d’actine diminuant ainsi la
résistance trans-épithéliale et conduisant a 'augmentation de la perméabilité intestinale (Puthia
et al., 2006). De méme, la perméabilité intestinale est augmentée lorsque des cellules Caco-2
sont co-incubées avec des lysats de ST7-B (Wu ez 4/, 2014a). Le ST7-B est capable de modifier
la distribution de ZO-1, impliquée dans la formation des jonctions serrées, de maniere caspase
dépendante. Plus récemment, Wu es a/, (Wu et al, 2014b) ont souligné I'importance de
I'adhésion parasitaire, dont Defficacité est variable selon les STs. L’adhésion se fait
préférentiellement au niveau des jonctions serrées et peut étre inhibée par 'ajout de galactose
dans le milieu de culture, suggérant un role des composés glycosylés a la surface de I'épithélium
mntestinal. I’adhésion du parasite a Iépithélium induit la réorganisation des protéines des
jonctions serrées notamment occludine et la protéme ZO-1 (Wu ez al, 2014a). Les protéases
a cystéine produites par le ST7 telles que la cathepsine B et la légumaine sont a 'origine du
réarrangement des jonctions serrées et sont capables d’'induire le réarrangement des filaments
d’actine de la cellule 2 1a phosphorylation des myosines par des Rho kinases (Mirza ez al, 2012;

Nourrisson ez al., 2016).

7.2.2. Effets immuno-modulateurs

Blastocystis posséde également des propriétés immuno-modulatrices. Des travaux
expérimentaux ont montré que les protéases a cystéine issues de lysats parasitaires ou de
surnageants de culture du parasite sont capables de cliver les IgA sécrétées (Puthia ez a/, 2005).
Ces mémes protéases a cystéine mnduisent également la production d’IL-8 »zzla voie NF-xB par
les cellules épithéliales (Puthia ez 4/, 2008). La production d’IL-18, d’IL-6 et de TNF-o a été

également rapportée suite a exposition de ces cellules a des lysats de ST4 et de ST7.
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L’activation de la voie MAP kinase par les protéases a sérine produites par le parasite serait a
origine de cet effet pro-inflammatoire (Lim ez al., 2014). En 2001, Long ¢z al., ont montré que
le ST1 (isolat Nandll) induisait la production tardive d’IL-8 et de GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony-S timulating Factor) par les cellules épithéliales humaines T84 et HT29 (Long ez
al, 2001). La présence du parasite a été associée a une réduction de la production de cytokines
par les cellules exposées a du LPS d’E. w/i (Long e al, 2001). Les auteurs concluent donc qu’il
s’agirait d'un mécanisme permettant au parasite de moduler la réponse immunitaire de ’hote le
temps de son implantation. Plus récemment, 1l a été montré que le ST7 et le ST4 mis en co-
culture avec une lignée de monocytes (I'HP1-blue) bloquent la voie NF-xB médiée par le LPS
(déterminée par les taux de phosphatase alcaline exprimée sous le contréle du promoteur
inductible NF-»B) (Teo ez al, 2014). Par ailleurs, les lysats du parasite augmenteraient les effets
du LPS (production de cytokines). Cette meéme étude, suggere aussi que Blastocystis serait
capable d’atténuer I'effet du zymosan, agoniste du TLR2 (Teo ez al., 2014). Des investigations
supplémentaires sur la voie NF-xB et notamment la régulation de 'expression de cytokines

sont nécessaires pour mieux comprendre I'effet du parasite.

7.2.3. Prolifération cellulaire

Des études cliniques ont mis en avant une association entre les patients atteints de cancer
et 'infection par Blastocystis spp. De plus, des études 7z v2tro ont montré que des lysats parasitaires
de différents ST's avaient la capacité de stimuler la croissance des cellules tumorales HCT116
(Chan et al, 2012; Chandramathi ez a/, 2010a; Kumarasamy ez al., 2013). Cette prolifération de
cellules tumorales semble néanmoins étre plus importante en présence de lysats parasitaires de
ST3 (Kumarasamy ez al., 2013). De plus, cette prolifération cellulaire est associée a la production
de cytokines Th2 (Chan ez a/, 2012; Chandramathi ez a/, 2010a). Cependant, les auteurs
associent I'IL-6 le TNF-o une réponse Th2 alors que les cytokines sécrétées majoritairement
par les lymphocytes Th2 sont I'IL-4, P'IL-5 et 'IL.-13. Ainsi la croissance tumorale est plutot

associée a une réponse inflammatoire qu’une réelle réponse de type Th2.
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7.3. Etudes in vivo

7.3.1. Modeéles d’infection

A ce jour une quarantaine d’études 7z vivo ont porté sur la mise en place de modecles
d’infection par Blastocyszzs. 11 existe une forte disparité entre ces études concernant Iespéce
animale utilisée, le mode d’infection, le ST et la forme du parasite utilisés, la quantité de
I'moculum et la durée d’infection (Ajjampur et Tan, 2016). Le modele animal ne semble donc

pas standardisé.

De nombreuses especes animales ont été utilisées comme modele d'infection par
Blastocystis : rats (Tableau 2), soutis (Tableau 3), poulets, cochons d’Inde, gerbilles et mini-
porcs. Au sein méme d’une espece les fonds génétiques divergent comme pour la souris avec
l'utilisation de soutis BALB/c, C57BL/6 ou Swiss. L’espéce la plus communément utilisée dans
les différentes études est le rat Wistar ce qui pose la question de savoir si les autres especes sont
réellement susceptibles a 'infection. Les infections expérimentales sont en général menées chez
des animaux tres jeunes entre 3 et 4 semaines. Moe ¢ 4/, ont montré que des souris agées de
plus de 8 semaines ne sont pas permissives a I'implantation de Blastocystis (Moe et al., 1997).
Cependant, une étude récente a montré que 'age n’était pas un facteur de susceptibilité puisque
des rats adultes agés de 12 a 20 semaines étatent également susceptibles a I'infection (Ruzkova

et al., 2018).

Les ST et les formes du parasite utilisées varient en fonction de leur provenance (selles,
cultures 7z wiro...). Les cultures axéniques son composées majoritairement de formes
vacuolaires. I’administration orale ainsi que les injections intra-caecale de ces formes
vacuolaires semblent induire une mnfection chez 'animal (Moe ez al, 1997; Pavanell ez al,, 2015;
Santos et Rivera, 2009). Cependant, différentes études ont montré que le kyste était la seule
forme infectieuse (Suresh et al., 1993; Yoshikawa et al., 2004). Des protocoles d’enkystement
in vitro a partir des cultures axéniques ont été décrits, pourtant ceux-ci n’ont jamais été utilisés
par la suite (Suresh et al., 1993). L’utilisation de kystes issus des selles de patients semblent étre
la seule méthode de choix pour infecter les animaux de manicre reproductible. Différents
protocoles de purification des kystes ont été décrits a 'aide de gradient de ficoll, de sucrose ou
de percoll (Chandramathi ez 4/, 2010b; Razkova ez al, 2018; Yoshikawa ez al., 2004). Cependant,
aucune donnée concernant le nombre de bactéries associées aux kystes n’est disponible posant

la question de savoir st les effets biologiques constatés chez les animaux ne sont pas dus a la
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flore bactérienne apportée plutdt qu’au parasite lui-méme. Par ailleurs, la concentration de
parasite utilisée est variable en fonction des études, 10 kystes étant suffisant pour induire une
infection chez le rat (Yoshikawa ez al., 2004). Cependant, les infections expérimentales sont la

plupart du temps réalisées avec 10° parasites (voir Tableau 2 et 3).

Lorsque les animaux sont infectés, des parasites sont retrouvés tout le long du tractus
mntestinal. Les segments les plus touchés sont le caecum avec la présence majoritaire de formes
vacuolaires et le colon avec majoritairement des kystes. Certamnes études ont ausst mis en
évidence des formes vacuolaires dans 'estomac, le duodénum, le jéjunum et I'lléon (Fayer ez a/,
2014; Yao et al, 2005). La localisation préférentielle de Blastocystis est généralement dans la
lumiere intestinale ou aux abords de I'épithélium, suggérant la dégradation des couches de
mucus (Fayer ef al,, 2014; Wang ef al., 2014a). Iguchi et a/, ont montré une augmentation des
cellules caliciformes contenant de la mucine neutre chez les rats expérimentalement infectés
(Iguchi ez al, 2009). La couche de mucus semble jouer un réle important dans la résistance des
soutts a 'infection. L’utilisation de Dextran Sodium Sulfate (DSS) permet d’altérer la couche
de mucus et d’'induire des dommages de I'épithélium intestinal conduisant a 'entrée de micro-
organismes au niveau de la muqueuse et donc d’induire une imnflammation. L’utilisation de DSS
chez la souris permet une colonisation du tractus intestinal par le ST7 (Ajjampur ez al, 2016).
D'autres études sont donc nécessaires pour préciser I'interaction entre ce parasite et le mucus,
et mieux comprendre comment ce parasite peut traverser la couche de mucus pour atteindre la
surface des cellules épithéliales. Quelques cas d’mvaston de la /amina propria et de la couche
musculaire ont été répertoriés suite a I'observation de coupes histologiques. Cependant, des
méthodes immunologiques sont nécessaires pour identifier des formes invasives du parasite et

affirmer qu’il s’agit bien de Blastocystis.

7.3.2. Effets biologiques

I’infection chez lanimal par le ST1 et le ST3 a révélé des mfiltrats de cellules
inflammatoires notamment des lymphocytes et des ¢osinophiles au niveau de la muqueuse, de
la sous-muqueuse ainsi que des cedémes (Abdel-Hafeez ez a/, 2016; Elwakil et Hewedi, 2010;
L1 ez al., 2013; Moe et al., 1997; Pavanelli ez al., 2015). Ces résultats n’ont pas été observés chez
des animaux infectés avec le ST4 bien qu’une augmentation de 'expression des genes codant
des cytokines pro-mflammatoires au niveau intestinal (Interféron vy, 1L-12 et TNF-a a été

décrite (Iguchi ez al, 2009). Par ailleurs, des taux significativement plus élevés d’IL-6 et I’IL-8
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sériques ont été mesurés chez les rats infectés (Chandramathi ez a/, 2010). Cette production de
cytokines a été associ¢e a une augmentation de la quantité de hyaluronidase et de molécules
oxydantes dans les urines et le sérum des animaux (Chandramathi ef 2/, 2010b; Chandramathi
et al., 2010). Des études sérologiques chez des animaux infectés ont révélé des taux ¢levés d’IgM,
d’IgG et d’IgA intestinales (Santos et Rivera, 2009; Wang ez al., 2014b). Par ailleurs, la sévérité
de I'inflammation a été associée a la charge parasitaire mats également a certains ST's. Hussein
et al, ont mis en évidence que les ST1, ST3 et ST4 1solés de patients symptomatiques induisatent
une inflammation modérée a sévére chez 'animal. En revanche, les ST2, ST3 et ST4 isolés de
patients asymptomatiques ne provoquaient pas ou tres peu d’inflammation chez le rat (Hussein
et al, 2008). Dans cette méme étude, I'augmentation de la perméabilité intestinale n’a été
associée qu’aux ST 1solés de patients symptomatiques. Cependant, dans une autre étude, aucune
modification de I'expression des protéines des jonctions serrées (occludine et ZO-2) n’a été

constatée (Iguchi ez al, 2009).

Une seule étude fait part de 'impact du stress a ét¢ évalué suite a une infection par
Blastocystis chez le rat. Le stress a été induit par la secousse des cages a 90rpm pendant 1h durant
30 jours. L'utilisation de ce modele de stress chez le rat (Be/y Dancer Shaker) a permis de mettre
en évidence une augmentation de la sécrétion de kystes mais également une augmentation des
taux d’IgE, de 'oxydation des protéines (AOPP- produits de I'oxydation avancée des protéines)
et de la peroxydation des lipides (LHP- hydroperoxydes lipidiques) chez les animaux stressés

et infectés par Blastocystis (Chandramathi ez al, 2014).

Enfin de récents travaux ont montré que dans un modele de cancer mduit par
I'azoxyméthane, le ST3 favorisait le développement d’'une hyperplasie et la production de
molécules oxydantes dans les urines suggérant une contribution dans le phénomene de

carcinogénese (Kumarasamy ez al, 2017)
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8. Traitements

De nombreuses molécules ont été évaluées dans le traitement de la blastocystose mais
aucun consensus n’est défini quant a leur utilisation (Figure 12) (Coyle ¢z a/, 2012; Stensvold
et al, 2010). Aucun traitement n’est préconis¢ dans le cas de portage asymptomatique. A

I'inverse, les patients symptomatiques sans autre étiologie identifiée dotvent étre traités.

Le métronidazole (Flagyl®) est un antibiotique classiquement utilisé lors d’infection par
des bactéries anaérobies ou des parasites (amibes, protozoaires flagellés...). Cette molécule
utilisée en premicre intention a montré une certaine efficacité contre Blastocystzs spp (Coyle ef
al, 2012; Toro Monjaraz ez al, 2018). Néanmoins, son efficacité reste limitée par existence de
certains isolats résistants ou présentant des niveaux de sensibilités variables a cet antibiotique

(Hartesh et al, 1999; Mirza et al, 2011).

L’utilisation de triméthoptime/sulfaméthoxazole (Bacttim®) en seconde intention est
recommandée en cas d’intolérance ou pour les patients en échec thérapeutique (Coyle ef af,
2012). Néanmoins, cette molécule ne permet pas de réduire les symptomes associés a U'infection

(Toro Monjaraz et al., 2018).

Le nitazoxanide (Alinia®) ainsi que d’autres molécules telles que 'lodoquinol, le tinidazole,
le kétoconazole, la paromomycine ou le secnidazole ont montré une efficacité variable dans le

traitement de 'infection (Coyle e a/, 2012; Stensvold ez al., 2010; Toro Monjaraz ez al., 2018).

Toutes ces molécules étant majoritairement des antibiotiques, leur impact sur la flore
mntestinale doit étre pris en compte, notamment en raison du réle central du microbiote dans
les pathologies chroniques mtestinales. Le développement de traitements plus spécifiques

semble donc nécessaire.
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Synthése

Blastocystis est un protozoaire intestinal, appartenant aux Straménopiles, retrouvé
chez PHomme et chez de nombreuses espéces animales. Sa prévalence est mondiale
et varie en fonction des conditions d’hygiéne. Ce micro-organisme est classé en 17
sous-types (ST) basés sur la séquence du gene codant PARNr 18S et 10 STs sont
retrouvés chez PHomme (ST1-ST9 et ST12). Son rdle en santé humaine est tres
controversé malgré de récentes études rapportant une plus forte prévalence de ce
parasite chez des patients atteints de SII, de cancers, d’urticaire ou encore des patients
immunodéprimés. L’accumulation de données génomiques et expérimentales suggere
une réelle contribution de Blastocystis dans ces différentes pathologies notamment le
SII (Figure 13). Néanmoins, I’absence d’un modéle animal standardisé ne permet pas

de confirmer ces données et donc d’étudier les interactions entre le parasite et son hote.




Chapitre 4: Obijectifs

Le SII est une pathologie multifactorielle touchant environ 11% de la population mondiale
et dont 'ilmpact économique est non négligeable. La physiopathologie est complexe, ce qui fait
que la prise en charge des patients est actuellement limitée. De maniere intéressante, de
nombreuses études épidémiologiques mndiquent une association entre le SII et la prévalence de
Blastocystis. 1.7 absence d’un modele animal fiable et reproductible ne permet pas d’établir de lien
entre cette pathologie et 'infection parasitaire ce qui rend le role de ce parasite en santé humaine

trés controversé.

Dans ce contexte, le premier objectif de ma these a été de mettre en place un modele
animal d’infection par Blastocystzs. De nombreuses expérimentations ont été réalisées chez le rat
mais également chez la souris a I'aide de différents ST's et de différentes formes parasitaires
1solés de selles humaines ou produits en culture 7z vifro. De maniere intéressante, nous avons
réussi a établir un modele reproductible d’infection chronique par Blastocystis chez le rat de

laboratoire a 'aide de kystes purifiés a partir de selles humaines.

Le second objectif de ma thése a été de déterminer si 'infection par Blastocystis peut
conduire au développement d'une HSVC associée a une dysbiose intestinale dans le but de
développer un nouveau modele murin de SII d’origine infectieuse. Nous avons mis en évidence
que Blastocyszis ST4 mduisait une HSVC sans origine mflammatoire chez les rats infectés. De
plus, les animaux développatent un comportement type anxio-dépressif corrélé a THSVC. La
dysbiose intestinale associée a l'infection se caractérisait par des modifications de la
composition du microbiote intestinal mats également des altérations du métabolome. Nous
avons en effet mis en évidence une diminution des concentrations d’AGCC et une
augmentation de 'activité de protéases a sérine dans les feces des animaux infectés pouvant

expliquer THSVC.

Ces données suggerent qu’une infection gastro-intestinale par Blastocystis serait associée a
la mise en place d’'une HSVC et d’une dysbiose intestinale. Ainsi, ce nouveau modele d’infection
pourrait étre un bon modele de SII d’origine infectieuse et pourrait donc contribuer au
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour des pathologies chroniques de

Pintestin chez certains individus
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Partie B : Données expérimentales




Article 1: Efficient and reproducible experimental infections of rats with

Blastocystis spp.

Blastocystis est un protozoaire intestinal retrouvé dans le tractus intestinal d’un grand
nombre d’especes animales ainsi que chez I'Homme (Tan, 2008). Quatre stades
morphologiquement différents ont été caractérisés : la forme amiboide, la forme granulaire, la
forme vacuolaire et le kyste. Les formes vacuolaires et les kystes sont fréquemment retrouvés
dans les selles de patients et ce dernier stade est considéré comme la forme infectieuse du
parasite (Stenzel et Boreham, 1996; Tan, 2008; Wawrzyniak e# a/., 2013). Sur la base du gene
codant PARN ribosomique de la petite sous-unité (ARNr 18S), Blastocystis a été classé en 17
sous-types (ST) dont 10 ont été retrouvés chez P'Homme (ST1 a ST9 et ST12) (Alfellant ez 4L,
2013; Ramirez e al., 2016; Stensvold et Clark, 2016). A noter que le ST le plus fréquent chez
I’Homme est le ST3 suivi par le ST1, le ST2 et le ST4 (Stensvold ez al., 20092). Cependant, cette
répartition des ST's varie en fonction de certaines régions du monde et de maniere intéressante
le ST4 est fortement répandu en Europe (Dominguez-Marquez ef al, 2009; Olsen ez al., 2011,
Poirier et al., 2011).

L’infection par Blastocystis est aussi bien retrouvée chez les patients immunodéprimés que
les patients immunocompétents. Par ailleurs, de récentes études épidémiologiques ont décrit
une forte prévalence de ce parasite dans certains contextes pathologiques tels que le cancer
colorectal ou le SII suggérant un lien de cause a effet entre la présence de ce parasite et le
développement de ces pathologies (Mohamed e7 4/, 2017; Nourrisson ez al., 2014; Padukone et
al., 2017, Rostami ez al., 2017). Néanmoins, 'implication de Blastocyszzs en santé humaine est
encore largement débattue. Afin de palier a cette controverse, des modeles animaux ont été
utilisés afin de valider les postulats de Koch maits peu d’études 7z vzvo ont été publiées en raison
des difficultés rencontrées dans Iétablissement et la reproductibilité de ces modeles (Ajjampur
et Tan, 2016). Comme vu précédemment dans le chapitre 3, la forte disparité des modeles
d’infection expérimentales par Blastocystis, tant par I'espece animale que les différentes formes
et/ou STs utilisés, montre bien I'absence d’un modele standardisé. Cette hétérogénéité
confirme la nécessité d’établir un modele fiable et reproductible pour enfin comprendre les

mécanismes physiopathologiques liés a 'mfection.
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Dans cette ¢tude nous avons évalué le pouvoir infectieux de différents ST's et différentes
formes du parasite (formes vacuolaires ou kystes), isolés de culture axénique ou purifiés a partir
de selles de patients et d’animaux, chez des animaux de laboratoire (rats et soutis). De maniére
intéressante, nous avons réussi a établir un modele reproductible d'infection chronique par

Blastocystis chez le rat de laboratoire a 'aide de kystes purifiés a partir de selles humaines.
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Abstract

Although Blastocystis spp. infect probably more than 1 billion people worldwide,
their clinical significance is still controversial and their pathophysiology remains poorly
understood. In this study, we describe a protocol for an efficient and reproducible
model of chronic infection in rats, laying the groundwork for future work to evaluate the
pathogenic potential of this parasite. In our experimental conditions, we were unable
to infect rats using vacuolar forms of an axenically cultivated ST4 isolate, but we
successfully established chronic infections of 4 week-old rats after oral administration
of both ST3 and ST4 purified cysts isolated from human stool samples. The infection
protocol was also applied to 4 week-old C57BL/9, BALB/C and C3H mice, but any
mouse was found to be infected by Blastocystis. Minimal cyst inoculum required for rat
infection was higher with ST3 (10%) than with ST4 (102). These results were confirmed
by co-housing experiments highlighting a higher contagious potential of ST4 in rats
compared to ST3. Finally, experiments mimicking fecal microbiota transfer from
infected to healthy animals showed that Blastocystis spp. could easily infect a new host,
even though its intestinal microbiota is not disturbed. In conclusion, our results provide
a well-documented and robust rat model of Blastocystis chronic infection, reproducing
“natural” infection. This model will be of great interest to study host parasite interactions

and to better evaluate clinical significance of Blastocystis.



Introduction

Blastocystis spp. are anaerobic enteric protist found in the intestinal tract of a wide
range of animals, and are probably the most prevalent human parasites (1). Four
morphological stages of Blastocystis spp. have been described including amoeboid,
granular, vacuolar and cystic stages. Both vacuolar and cystic forms are commonly
found in human fecal samples and cyst is considered to be the infectious stage (1-3).
Blastocystis spp. have been classified into 17 subtypes (ST) based on nuclear small
subunit (SSU) ribosomal RNA-encoding gene, the ST1 to ST9 and ST12 being
recovered from human (4-7). ST3 is the most frequent subtype in human, followed by
ST1, ST2 and ST4 (5). However, this distribution depends on geographic areas, and a

higher prevalence of ST4 was reported from the north of Europe (7-9).

Blastocystis  spp. infection occurs in both immunocompetent and
immunocompromised hosts and recent studies highlighted higher prevalence of these
parasites in patients with Irritable Bowel Syndrome (IBS) and colorectal cancer (10—
13). However, the involvement of Blastocystis spp. in human diseases is highly
debated and well-designed epidemiological studies still need to be performed. Animal
experimental models for Blastocystis infection have been purposed for proving Koch’s
postulates, but few animal-based studies have been published so far, suggesting
difficulties in the establishment and reproducibility of these models (14). To date
various animal models were used for Blastocystis infection as rodents (rats or mice),
guinea pigs or chickens. Moreover, studies have shown that both vacuolar and cystic

stages of different STs can efficiently infect animals (14). The heterogeneity of infection



methods with various animal models and/or different STs inoculation confirm that the

establishment of a standardized model is necessary.

In this study, we evaluated several methods to inoculate Blastocystis spp. into
laboratory animals (mice and rats) using different parasitic stages (vacuolar and cystic
forms) isolated from in vitro cultures or from human or animal feces. Interestingly, we
succeeded in the development of a reproducible model of chronic infection in juvenile

and adult Wistar rats using purified cysts isolated from human stools.



Materials and methods

Animals.

All animals were housed in animal biosafety level 2 (21-22°C, 12:12 h light-dark
cycle) with access to food and water ad libitum. Three- and ten-week-old specific-
pathogen-free (SPF) Wistar male rats and three-week-old SPF C57BL/9, BALB/C and
C3H mice were purchased from Charles River Lab (Saint Germain Nuelles, France).
All experiments were performed according to the ethical guidelines set out in the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals and with approval of the “Comité d'Ethique
pour I'Expérimentation Animale Auvergne" (C2E2A), the local ethics committee
(Reference number: EU0116-3003). After experimental infections with Blastocystis,

fecal samples were collected every week until sacrifice.

Blastocystis ST4 axenic cultures.

Blastocystis ST4 WR1 strain isolated from Wistar rats and axenized by Chen et al.,
(15) was cultured anaerobically in Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)
(Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) with 10% horse serum (PAA, Pasching,
Austria) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

at 37°C.

Vacuolar forms were collected from 48h-old cultures by centrifugation at 1000 g
for 10 min and suspended in sterile phosphate buffered saline (PBS) to reach a

concentration of 107 parasites per milliliter and were used for experimental infections.



Oral administration of vacuolar forms isolated from axenic

Blastocystis ST4 strain.

In a first experiment, four-week-old Wistar male rats were orally inoculated with
107 ST4 vacuolar forms per rat from in vitro axenic culture (n=14). Eight rats were used
to evaluate kinetic of ST4 route through the gastrointestinal tract and six rats were kept
to monitor the progression of infection over time. To reduce gastric acidity, rats
received 3 oral administrations every 2 hours of cimetidine (50 mg/kg, Mylan,
Canonsburg, PA, USA) (n=4) or 0.2 M sodium bicarbonate (Cooper, Melun, France)
(n=4) before oral inoculation with 107 vacuolar forms of ST4 in a second experiment.
Similarly as before, four rats were used to evaluate kinetic of ST4 route through the
gastrointestinal tract and four rats were kept to monitor the progression of infection

over time.

Kinetic of ST4 route through the gastrointestinal tract of

experimentally-infected rats.

After oral administration of ST4, rats were euthanized at 3 (n=2), 6 (n=2), 12 (n=2)
or 24 h (n=2) post-inoculation (Pl). Stomach content was collected at 3 h PI, stomach
and duodenum contents at 6 h PI, ileum and caecum contents at 12 h PIl, and caecum,

proximal and distal colon contents at 24 h PI.

For the experiments with animals pretreated with cimetidine or sodium bicarbonate,
euthanasia of rats was done at 3 or 6 h (n=2 for each time and condition). Stomach

contents were collected at 3 h Pl and caecum contents at 6 h PI.



Intra-caecal inoculation of vacuolar forms isolated from axenic

Blastocystis ST4.

Four-week-old Wistar male rats were intra-caecally inoculated with 107 ST4
vacuolar forms per rat from axenic culture (n=6). Briefly, after 24 h of fasting, rats were
anesthetized (Ketamine 75 mg/kg + Xylazine 10 mg/kg), followed by an abdomen
incision, caecum externalization and injection of 107 ST4 vacuolar forms. Then,

caecum was repositioned and abdomen sutured.

Blastocystis isolates collected from human stools.

Four asymptomatic human carriers of Blastocystis ST2, ST3, ST4 and ST7 were
identified at the medical laboratory of Parasitology of the Clermont-Ferrand teaching
hospital (France). Both Blastocystis cysts and vacuolar forms were observed in stools
for patients with ST2, ST3 and ST4, whereas only vacuolar forms were observed for
the ST7 carrier. Fresh stools were collected for animal infections (approved by the
research ethics committees of the Clermont-Ferrand Hospital, “Comité de Protection
des Personnes Sud-Est 6”, France, agreement ref: 2014/CE29). Subtyping was
performed by SSU rDNA sequencing as previously described (9,16). Sequences were
analyzed using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

Purification of cysts isolated from human stools.

Cysts were purified from human stools of ST2-, ST3- or ST4-infected patients (one

patient for each subtype) by an optimized method (Figure 14) adapted from



Yoshikawa'’s protocol (17). Almost 50 g of fresh stools were suspended in distilled
water and larger debris were removed by filtration (funnel with filter disc 1mm,
Theradiag, Marne La Vallee, France). The fecal suspension was washed twice in
distilled water by centrifugation at 1700 g for 10 min. The supernatant was discarded
and pellet was suspended in 40 ml of sucrose solution (d = 1.20) (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO, USA) and was divided into 15 ml tubes. Then, 0.5 ml of distilled water was
added in each tube followed by a centrifugation at 1700 g for 10 min. The interface
between sucrose and distilled water was collected and suspended in distilled water.
Two washes in distilled water were performed by centrifugation at 1700 g for 10 min.
The pellet was suspended in 0.5 ml of distilled water and mixed with 7 ml Percoll
solution (d = 1.13) (MP Biomedicals, lllkirch, France). Then, 6 ml of distilled water were
added, followed by a centrifugation at 1200 g for 10 min. The interface between distilled
water and Percoll solution was collected, adjusted to 15 ml with distilled water and
centrifuged at 1700 g for 10 minutes. This step using Percoll gradients was performed
twice. Pellets containing purified cysts were suspended in 0.5 ml of an antibiotic
cocktail containing 0.01 g/L Vancomycin (Sandoz, Levallois-Perret, France), 0.1 g/L
Amoxicillin-clavulanic acid (Sandoz, Levallois-Perret, France) and 0.1 g/L Cefotaxim
(SteriMax, Oakville, ON, Canada) diluted in sterile PBS (Gibco, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) and incubated for 6 h at 4°C. Cysts were washed twice in sterile
PBS by centrifugation at 300 g for 5 min and finally suspended in sterile PBS. Ten
microliters of the suspension were plated on LB media and incubated at 37°C for 24 h

in order to quantify the number of Colony Forming Units (CFU).

Cysts were counted in Malassez chamber and suspension was diluted in sterile

PBS to obtain concentrations of 102, 103,10* or 10° cysts per milliliter.



Oral administration of purified cysts isolated from human stools.

Wistar male rats (four or twelve-week-old) were orally inoculated with 10%/rat to
10%/rat ST2, ST3 or ST4 purified cysts isolated from human stools (n=5 for each
condition). Blastocystis isolated from rat feces after infection were subtyped by
sequencing the SSU rRNA encoding gene as described above. For mice infections,
10° ST4 purified cysts per animal were orally inoculated to four-week-old C57BL/6

(n=3), BALB/C (n=3) or C3H mice (n=3).

Co-housing experiments.

Four-week-old Wistar male rats were orally inoculated with 10° ST3 (n=2) or ST4
(n=2) purified cysts per animal, as described above. Four-weeks PI, these animals

were co-housed for 6 weeks with eight-week-old non-infected rats (n=4 per ST).

Oral administration of rat feces containing Blastocystis cysts.

Fresh feces from experimentally-infected rats, containing ST3 or ST4 cysts, were
collected. Almost 300 mg of feces samples were pooled and suspended in 3 ml of
sterile PBS. Then, eight-week-old rats (n=3, for each ST) were orally inoculated with

10° cysts.



Fecal microbiota transplantation (FMT) using Blastocystis-positive

human stools.

Fresh stools from infected humans, containing ST2 or ST3 or ST4 cysts, or ST7
vacuolar forms, were collected. Almost 30 g of each fecal samples were suspended in
90 ml of sterile PBS. Moreover, almost 30 g of ST4 fecal sample were cryopreserved
in 90 ml of PBS/glycerol 10% and stored at -80°C for two months. Four-week-old Wistar
male rats were orally inoculated with 1 ml (corresponding to 300 mg of Human stools)
of the suspension containing either ST2 (n=3), ST3 (n=3), ST4 with or without

cryopreservation (n=3 for each condition) cysts or ST7 (n=3) vacuolar forms.

Xenic cultures of Blastocystis-positive animal or human feces.

Human or rat feces were cultured in Jone’s medium at 37°C in anaerobic chambers
as previously described (18). After 48 h of incubation, the culture was observed by
standard light microscopy (x 400). Identification of vacuolar forms revealed the

presence of viable parasites

Detection of Blastocystis by quantitative PCR (qPCR).

DNA was extracted from gastrointestinal tract contents or fecal samples using the
NucleoSpin® Soil kit protocol (Macherey-Nagel SARL, Hoerdt, France). DNA was
amplified with LC-FastStart DNA Master SYBR green kit (Roche Diagnostics, France)
and specific primers BL18SPPF1 (5-AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3’) and
BL18SR2PP (5'-TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3’) using a Rotor-Gene 6000 system

(Corbett Life Science, France) as described by Poirier et al (9).



Immunofluorescence labeling of Blastocystis cysts.

Purified cyst smears were incubated with 5% milk in PBS for 1 h and washed in
PBS/Triton-X100 0.1%. Then, cysts were incubated with anti-Blastocystis mouse
polyclonal antibodies (diluted 1:200 in PBS) for 1 h at room temperature (RT), followed
by three washes, and incubated with AlexaFluor 488-conjugated secondary antibody
(anti-mouse 1gG, 2 pg/ml in PBS) (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) for 1 h at RT.
Preparations were washed twice with PBS and stained with 4'.6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI).

Immunofluorescence staining of intestinal sections.

Four weeks PI, ST4- or ST3-infected rats were euthanized and the intestine was
prepared as “Swiss rolls” of 4 cm and fixed by incubating in PFA 4% during 24 h. Then,
the rolls were transferred in sucrose 30% during 24-48 h at 4°C. Finally, the rolls were
included in OCT compound (CellPath®, Newton, United Kingdom). Sections of OCT -
embedded intestine were incubated with 5% milk in PBS for 1 h, and then washed in
0.1% Triton-X100 in PBS. Anti-Blastocystis mouse polyclonal antibodies (diluted
1:200) were added for 1 h at RT, washed, and incubated further 1 h at RT with
AlexaFluor 546-conjugated secondary antibody (diluted 1:1000) (anti-mouse IgG,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA). Sections were washed and then
incubated with fluorescein phalloidin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MS, USA)
diluted 1:100 in PBS during 20 min. Finally, sections were washed and stained with
DAPI. For each ST, six sections of duodenum, jejunum, ileum, caecum and colon from

three rats were observed.



Transmission electron microscopy (TEM).

Samples were washed in 0.2 M Sodium Cacodylate buffer and fixed overnight at
4°C with a mixture of 2% glutaraldehyde and 0,5% PAF in 0,2 M Sodium Cacodylate
buffer. Specimens were then washed three-times in 0.2 M Sodium Cacodylate buffer,
post-fixed 1 h with 1% OsO4 in 0.2 M Sodium Cacodylate buffer, and washed three-
times (10 min) in 0.2 M Sodium Cacodylate buffer. Specimens were then dehydrated
in a graded ethanol and acetone solution. Subsequently, they were infiltrated with
acetone and EPON resin mixture (2:1) for 1 h, with acetone and EPON resin mixture
(1:1) for 1 h, and with acetone and EPON resin mixture (1:2) for 1 h. Specimens were
embedded in resin overnight at RT, and cured for 2 days in a 60°C oven. Thin sections
(70 nm) were cut using a UCG6 ultramicrotome (Leica, Wetzlar, Germany) and stained
with uranyl acetate and lead citrate. Carbone was evaporated using CE6500 unit.
Specimens sections were observed at 80 kV with a Hitachi H-7650 TEM and a camera
Hamamatsu AMT40. Electron microscopy preparations were all performed by the
‘Centre d’Imagerie Cellulaire Santé” (Clermont-Ferrand, France). All chemical
products were from Electron Microscopy Science, and distributed in France by Delta

Microscopies.



Results

Inoculation of rats with vacuolar forms of in vitro-cultivated

Blastocystis ST4.

In all our tested conditions, oral infections with vacuolar forms of Blastocystis ST4
axenic cultures failed (Table 4) even in animals pretreated with molecules which
increase intragastric pH (cimetidine 50 mg/kg or sodium bicarbonate 0.2 M). To confirm
the absence of parasites, we performed a follow-up of the parasite course through the
intestinal tract of rats from 3 h to 24 h post-infection (PIl) by xenic culture and gPCR.
Even though high parasite loads were inoculated (107 per animal), xenic culure and
gPCR were all negative suggesting that vacuolar forms are not able to pass through
the stomach alive (Table 5). After treatment with cimetidine or sodium bicarbonate,
gPCR analysis revealed the presence of Blastocystis DNA in the caecum of rats 6 h
P1 but no viable parasitic form was observed after xenic cultures from collected caecum
contents (Table 5). To avoid stomach passage, ST4 vacuolar forms were directly
inoculated into the caecum of rats, but here again all animals remained uninfected
(Table 4).These data suggest that vacuolar forms are not able to infect rats in our

experimental conditions.

Infection of mice and rats with purified cysts isolated from human
stool samples.
We optimized a protocol of purification as described previously by adding another

Percoll gradient step and a treatment with an antibiotic cocktail (Figure 14). This

protocol decreased drastically the number of bacteria below 250 CFUs inoculated per



animal (data not shown). From 50 g of human stool about 4 million cysts were purified
for each subtype (Figure 15A). The size of purified cysts ranged from 2 to 7 ym and
cysts were characterized by the presence of two or four nuclei (Figure 15B). Both
juvenile (four-week-old) and adult (twelve-week-old) rats were successfully infected by
oral inoculation of 10° cysts of Blastocystis ST2, ST3 and ST4 per animal (Table 4).
Cultures of feces collected 8 weeks after oral inoculation of cysts were positive for

Blastocystis, confirming a chronic infection by the parasite

We then evaluated the minimal inoculum for both ST3 and ST4 by using infectious
dose ranging from 102 to 105 purified cysts per animal. Interestingly, rats were
chronically infected with the lowest cyst inoculum of ST4 (102), whereas higher

inoculum of ST3 (10°) was required for the establishment of infection (Table 4).

During all experiments, only cystic forms were observed in feces from infected rats
for both Blastocystis subtypes. Indeed excreted cysts in rat feces were characterized
by light microscopy and immunofluorescence labeling using polyclonal antibodies.
Cysts from ST3 and ST4 infected rats were similar in size to those isolated from human

stools and were also characterized by the presence of two to four nuclei (81 Fig.).

The same infection protocol was further applied to 3 different genetic mice
backgrounds, C57BL/6, BALB/c and C3H mice (Table 4). However, we were not able
to obtain any infection, suggesting that immunocompetent mice could be resistant to

infection by these ST4 Blastocystis strains.



Transmission between animals by co-housing experiments or oral

inoculation.

Eight-week-old ST3 (n=2) or ST4 (n=2) infected rats were co-housed with eight-
week-old naive rats (n=4 per subtype) during six weeks. Infections were monitored by
microscopy observation and xenic cultures of fecal samples. For ST4 co-housing
experiments, all naive rats became infected only two weeks after the beginning of the
experiment, whereas only 1/4 naive rat became infected with ST3, 6 weeks after the

beginning of the experiment (Table 4).

Naive eight-week-old rats (n=3 for each subtype) were also orally inoculated with

feces from ST3 or ST4 infected rats. Only ST4-inoculated rats were infected (Table 4).

Fecal microbiota transplantation from human to rats.

Four-week-old rats were orally inoculated with fresh human stools containing
Blastocystis ST2, ST3, ST4 or ST7, mimicking fecal microbiota transplantation. Both
cystic and vacuolar forms were present in ST2, ST3 and ST4 human positive stools.
In contrast, only vacuolar forms were observed in ST7-positive stools. Infection
monitoring was done following FMT by xenic cultures of rat feces. Vacuolar forms were
detected in culture feces from ST2, ST3 and ST4 infected rats but no viable parasite

was identified in ST7-inoculated rat feces (Table 4).

Interestingly, we also performed FMT from Human to rat after cryopreservation of
Blastocystis ST4 stools, by following the recommended protocol for Human to Human
FMT (22). After 2 months at -80°C, stools were thaw out and transferred to naive rats.
All animals were infected, suggesting that the procedure of cryopreservation use for

Human to Human FMT also maintain Blastocystis alive.



Colonization of the intestinal tract by Blastocystis.

Both ST3- and ST4-infected rats by purified cysts from human stools were
sacrificed four weeks PI. Full gastrointestinal tract was collected and “Swiss rolls” were
performed on duodenum, jejunum, ileum, caecum, proximal and distal colon.
Blastocystis vacuolar forms were observed from duodenum to distal colon for both ST3
and ST4 (S2 Fig.). Immunofluorescence labeling revealed that parasites were mainly
localized in the intestine lumen (Figure 16A), and sometime in close contact with
epithelial cells (Figure 16B). No invasive form was observed. Transmission electron
microscopy performed on colonic sections confirmed the presence of parasites in the

lumen (Figure 16C) and in close contact with epithelial cells (Figure 16D).



Discussion

Animal models are essential for a better understanding of the pathogenic potential
of Blastocystis spp which still remains controversial. Rats (Wistar strain being the most
common) (17, 20-24), mice (25-29), guinea pigs (30) and chickens (21) were
previously demonstrated as potential models of Blastocystis infection. However, to
date (31) there is no standardized animal infection model for Blastocystis, suggesting

difficulties in the establishment or reproducibility of these models.

In the present study, we aimed to provide a robust and well-described protocol to
obtain efficient and reproducible experimental infection with Blastocystis spp. Four
different human Blastocystis STs were used in our experiments, including ST3, the
most common ST found in human, followed by ST2 and ST4, the latter reported to be
highly prevalent in Europe (7-9), and ST7 whose whole genome was the first
sequenced (31,32). ST4 was also used because it is the most prevalent ST found in
rodents and its whole genome was recently sequenced (33). Parasites used in our
study originated from axenic cultures (ST4-WR1, first isolated from a laboratory rat)
(15) or were isolated from human stools by a highly efficient purification process (ST2,

ST3 and ST4) adapted from Yoshikawa et al (17).

Based on the literature and the easiest models to handle in an animal facility, we
focused on common rodent models with rats and mice. We were not able to infect rats
with the axenic ST4 WR1 strain. In our in vitro culture conditions that strain only
produced vacuolar forms. Then, failures in animal infections could be explained by
sensitivity of vacuolar forms to gastric pH, but also to oxygen exposure during inoculum
preparation (1, 34). Indeed, studies have shown that rat stomach pH ranged from 3.2

- 3.9 (35). However, we also failed to infect animals with ST4 WR1 by increasing the



intragastric pH or after intracaecal injection of parasites. Then, we hypothesized that
long-term culture and/or axenization of vacuolar forms may have attenuated the
infectious potential of the ST4 WR1 strain. Indeed, the maintenance of the parasites
Trypanosoma cruzi and Entamoeba histolytica in laboratory cultures led to gene
expression changes and decreased infectivity (36—38). However, previous studies
have reported successful infections of rats using axenic Blastocystis strains (25, 29,
39). We cannot exclude that some axenic strains may conserve their infectious
potential, or may produce cysts in axenic culture conditions. Indeed, cyst is considered
to be the main infectious stage, responsible for feco-oral contamination between hosts
(17, 20, 21, 23, 24, 40). Different protocols have been described for cyst isolation from
human stool samples (17, 25). We optimized Yoshikawa’s protocol in order to decrease
cyst-associated bacteria (17). Then, an additional Percoll step was performed and
purified cysts were incubated with a wide spectrum antibiotic cocktail targeting both
aerobic and anaerobic bacteria. Moreover, successful infections following this
treatment demonstrated low impact of this antibiotic treatment on Blastocystis cyst
viability.

We were able to infect rats with ST2, ST3 and ST4 cysts by using high parasite
load (105 cysts/animal). Infected animals were followed as long as 8 weeks post-
infection. Animals excreted Blastocystis cysts until the end of experiments, confirming

the establishment of a chronic infection in our model.

Our results reinforced that ST4 infection failures were not related to a resistance
mechanism, but more likely to the stage used or long-term in vitro cultivation. The
susceptibility of animals to Blastocystis was reported to be age-dependent by Moe et
al., but these authors didn’t mentioned the Blastocystis ST used in their experiments

(25). In our study, we were also able to infect twelve-old-week rats with Blastocystis



ST4 cysts, suggesting that at least for this ST, age is not a limiting factor. However,
the effects of aging on susceptibility to ST3 infection remain to be investigated.
Interestingly, rats were infected with as low as 102 ST4 cysts per animal, whereas the
minimal inoculum dose required for infection with ST3 reached 105 cysts suggesting
host adaptation. Transmission between animal by co-housing experiments and oral
inoculations confirm our hypothesis. Transmission between animal by co-housing
experiments and oral inoculations confirm our hypothesis. These results may explain
why ST4 is the more prevalent than ST3 in rodents (41). However, oral inoculation with
less than 102 ST4 cysts per rat remains to be investigated, but a previous work has
shown that infection efficiency with 10 cysts of ST4 RN94-9 or ST4 NIH:1295:1 strains

varies between 20-100% (17).

Our results suggest that even though host barrier is not critical for Blastocystis
infection, some STs are more adapted to particular hosts. Then, we applied our
purification protocol to infect 3 strains of mice. The first one was juvenile BALB/c mice
that have been shown to be more susceptible to parasite infections (42, 43) such as
Blastocystis (25,39). We also used C3H mice that have been described to be
susceptible to Entamoeba histolytica (44) and Giardia intestinalis (45). Finally,
C57BL/6 mice, being the most used genetic background for transgenic mice, were also
used. However, we were not able to infect mice even with high ST4 cyst inoculum
(105/animal), suggesting that mice would be resistant to the ST4 strain used in our
study. A recent study has shown that the Dextran Sodium Sulfate (DSS) treatment
result in biophysical changes in mucus layer (increased penetrability to microorganism),
increasing susceptibility of mice to Blastocystis ST7 colonization for at least 3 days
after intra-ceacal injection (46). These results suggest that mucus layer play in

important role in the resistance of mice for Blastocystis persistence.



Immunofluorescence labelling revealed the presence of the parasites (ST4 or ST3)
all along the intestinal tract of infected animals. Blastocystis were detected in the
intestinal lumen and in close contact with epithelial cells. Granular forms presenting
empty vacuoles or vacuoles containing electron-dense granules as described

previously by Tan (1), were observed in direct contact with epithelial cells.

Moreover, FMT experiments highlighted the capacity of Blastocystis to overcome
barrier microflora and infect a new host, even though its microbiota is not altered. We
also demonstrated that cryopreservation procedure used for the stool storage before
Human to Human FMT keep Blastocystis alive and able to infect a new host (19).
These data support the recent recommendations for the screening of fecal donors by

confirming the ability of Blastocystis to be directly transmitted through stools (19).

In conclusion, our work provides a well-documented and reproducible animal
model of Blastocystis chronic infection, reproducing “natural” infection. This model will
be of great interest to decipher the host-parasite-microbiota interactions, and to better

evaluate clinical significance of Blastocystis.
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S1 Fig: Blastocystis ST4 cysts from experimentally infected rats. (A) Cysts (red
arrow) from rats observed by light microscopy. As purified cysts from human stools,
size ranged from 2 to 7 um. (B) Cysts from rats observed by immunofluorescence after
labeling with mouse polyclonal anti-Blastocystis ST4 antibodies (Green) and DAPI
staining (Blue). Cysts contained two to four nuclei (white arrows, two on this picture).



S2 Fig: Intestinal sections from Blastocystis ST4-infected rats. Sections of the intestinal tract were stained with
fluorescein phalloidin (Green), DAPI (Blue) and mouse polyclonal anti-Blastocystis ST4 antibodies (Red). Parasites
were detected in small intestine (A), in caecum (B) and colon (C) in the lumen or in close contact with the intestinal
epithelium.



Article 2: Blastocystis infection induces intestinal dysbiosis associated with

colonic hypersensitivity and behavioral alterations in animal model

Les douleurs abdominales chroniques, souvent associées a de I’hypersensibilité viscérale
d’origine colique (HSVC), sont généralement décrites comme mal localisées et diffuses et elles
peuvent survenir dans le cadre de nombreux troubles gastro-intestinaux tels que les MICI ou
le SIT (Johnson et Greenwood-Van Meerveld, 2016). Le SII est aujourd’hui un réel probleme
de santé publique puisqu’il est I'un des troubles les plus fréquemment rencontrés dans les
services de gastroentérologie et qu’il affecte de maniere importante la qualité de vie des patients.
Le SII est une colopathie chronique fonctionnelle qui se caractérise par des douleurs
abdominales et des troubles du transit en 'absence de lésions macroscopiques (Enck ez al,
2016). Les patients atteints de SII sont classés en sous-groupes en fonction de leur trouble du
transit : les patients SIT a prédominance de diarrhée (SII-D), les patients SII a prédominance
de constipation (SII-C), les patients SII avec alternance de diarrhées et de constipation (SII-M)
et les patients SII dit non classés ne présentant pas de modification de leur transit intestinal
(SII-U) (Drossman, 2016). La physiopathologie de ce syndrome reste encore complexe. Les
patients atteints de SII présentent des altérations de la perméabilité intestinale, une
mnflammation de bas grade ainst que des modifications de la composition et de la fonction du

microbiote intestinal (Enck et Mazurak, 2018; Enck ez 4/, 2016).

La physiopathologie est dautant plus complexe que le SII est une pathologie
multifactorielle. Ainsi, il est communément admis que les gastroentérites infectieuses sont un
facteur de risque dans le développement du SII, on patle alors de SII-post-infectieux (SII-PI)
(Lee et al., 2017b). Le SII-PI peut en effet survenir dans 4 a 31% des cas suite a une
gastroentérite aigie (Dunlop ez 4/, 2006a; Spiller et Garsed, 2009; Zanini ez al, 2012). De
nombreuses études ont montré 'impact d’agents pathogenes sur I'intégrité de la barriere
épithéliale, 'activation du systeme immunitaire et le microbiote intestinal (Bercik ez a/, 2004;
Downs ez al, 2017, Ohman et Simrén, 2010; Parry ez a/, 2003). Ces perturbations ont été
répertoriées suite a des gastroentérites d’origine bactérienne ($higella, Escherichia coli, Salmonella,

Campylobacter jeguni) ou encore des infections parasitaires (Gzardia duodenalis) (Downs et al., 2017).
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Par ailleurs, il a ét¢ montré que suite a une infection parasitaire, 40% des patients développaient

un SII contre 15% dans le cadre d’une infection bactérienne (Klem ez a/, 2017).

Blastocystis est le parasite le plus fréquemment retrouvé chez 'Homme (Tan, 2008).
Cependant son implication en santé¢ humaine reste tres controversée. Depuis quelques années
Iintérét scientifique pour ce parasite n’a cessé de croitre suite aux études mettant en évidence
une plus forte prévalence de ce parasite chez les patients atteints de SII comparés a des
individus controles (Nourrisson ef al, 2014; Ragavan et al, 2015; Rostami ez al., 2017; Yakoob
et al., 2004, 2010). Par ailleurs, les patients porteurs de Blastocystis présentent, comme décrit
chez les patients SII, des douleurs abdominales ainsi qu'une dysbiose intestinale (Nieves-
Ramitez ez al., 2018; Nourrisson et al., 2014; Toro Monjaraz ez al., 2018). En effet, Nourrisson
et al, ont mis en évidence une réduction de 'abondance relative du gente Bifidobacterium et de
Iespece Faecalibacterium prauznitzii, bactérie productrice I’ AGCC, chez les individus porteurs de
Blastocystis (Noutrisson ef al., 2014). De plus, une récente étude a décrit une réduction des taux
d’AGCC fécaux chez les porteurs de ce parasite (Nieves-Ramirez ez a/, 2018). Tous ces résultats

suggerent donc une contribution de Blastocystis dans le développement du SIT (Potrier ez al.,

2012).

Dans cette étude, nous avons utilisé des rats infectés expérimentalement par Blastocystis afin
de déterminer si I'infection peut conduire au développement d’'une HSVC associée a une
dysbiose intestinale dans le but de développer un nouveau mod¢le murin de SII d’origine
infectieuse. En effet, nous avons mis en évidence que Blastocystis ST4 mduisait une HSVC sans
origine inflammatoire chez les rats infectés. De plus, les anmmaux développaient un
comportement type anxio-dépressif corrélé a 'HSVC. La dysbiose intestinale associée a
I'infection se caractérisait par 'augmentation de la richesse bactérienne et la diminution du ratio
Firmicutes/ Bacteroidetes. De maniére intéressante, nous avons corrélé FHSVC a augmentation
de T'abondance relative du genre Bacteroides et a la diminution de 'abondance relative de la
tamille des Clostridiaceae, bactéries productrices ’AGCC. Ces derniers ont été alors dosés et
nous avons retrouvé une diminution des concentrations ’AGCC fécaux chez les rats infectés.
Cette diminution a été corrélée a 'abondance relative du genre Oscillospira qui a été également
décrite comme augmentée chez les individus infectés. Par ailleurs, nous avons mis en évidence
une augmentation de I'activité de protéases a sérine dans les feces des animaux mfectés pouvant

expliquer 'THSVC.
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Ces données suggerent qu’une infection gastro-intestinale par Blastocystis serait associée a
la mise en place d’'une HSVC et d’une dysbiose intestinale. Ainsi, ce nouveau modele d’infection
pourrait étre un bon modele de SII d’origine infectieuse et pourrait donc contribuer au
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour des pathologies chroniques de

I'intestin chez certains individus.
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Abstract

BACKGROUND & AIMS: Infectious gastroenteritis is a risk factor for development of
Irritable Bowel Syndrome (post-infectious-IBS). Recent clinical studies described a
high prevalence of Blastocystis in IBS patients. Here we investigated using an animal
model the link between Blastocystis, colonic hypersensitivity (CHS) and microbiome

changes.

METHODS: Rats were orally infected with Blastocystis subtype 4 cysts. Colonic
sensitivity was evaluated by colorectal distension one month post-infection. Animal
behavior was assessed using a behavioral recognition system (PhenoTyper®),
Elevated Plus Maze and Forced Swimming test. Feces were collected to study
microbiota composition by 16S lllumina® sequencing, and for metabolite analyses. At
the end of the experiment, animal were euthanized and colon were sampled for

mediator quantifications and tight-junction analysis.

RESULTS: Blastocystis infected animals displayed non inflammatory CHS with a
decrease in occludin expression. Blastocystis infection was associated with anxiety
and depressive-like behavior. Analysis of fecal microbiota composition revealed an
increase in bacterial richness associated with altered microbiota composition,
characterized by an increase in Bacteroides, Oscillospira and S24-7, and a decrease
in Clostridiaceae. These bacterial genera were correlated to a decrease in short chain

fatty acids levels and serine protease activity in feces from infected rats.

CONCLUSIONS: Our data suggest that Blastocystis infection in rats mimics PI-IBS

with the establishment of a CHS linked to microbiota and metabolic shifts.



Introduction

Chronic visceral pain which is frequently related to colonic hypersensitivity (CHS),
is generally described as poorly localized, diffuse and stabbing sensation which may
encountered in many gastrointestinal disorders such as Inflammatory Bowel Disease

(IBD) and Irritable Bowel Syndrome (IBS) .

IBS is nowadays a health care burden, representing one of the most common
disorders encountered in gastrointestinal practice and highly affects quality of life. It's
a functional chronic disorder defined by Rome IV criteria, which is characterized by
abdominal pain and changes in bowel habits in absence of macroscopic organic
lesions 2. Patients are classified into subgroups: IBS-C for patients with constipation-
predominant, IBS-D when diarrhea-predominant, IBS-M for patients’ alternating
constipation and diarrhea and IBS-U if no clear classification can be established 3.
Pathophysiology of IBS is complex and poorly understood, patients displaying several
alterations such as disturbance of gut epithelial barrier increasing intestinal
permeability, immune activation and modifications of intestinal microbiota composition
and function 2. Then, symptom origin is thought to be multifactorial and is still not well

defined for the different subtypes.

Infectious gastroenteritis constitute a key risk factor for development of IBS; this
subset is referred as post-infectious IBS (PI-IBS) °. PI-IBS often exhibits characteristics
of the IBS-D, and can occur in 4%-31% of patients following infectious acute
gastroenteritis 6. Several studies support a role for pathogen-mediated modifications
in the resident intestinal microbiota, epithelial barrier integrity and immune activation
in PI-IBS ®'3. The role of some pathogens is now well established, such as bacteria

with Shigella spp., pathogenic Escherichia coli, Salmonella, Campylobacter jejuni or



protozoa as Giardia duodenalis 1. Despite bacterial infection is frequently related to
development of PI-IBS, the risk of IBS was reported to be highest with protozoal

enteritis in a meta-analysis 4.

Blastocystis spp. is the most frequent enteric protist found in the intestinal tract of
humans and various animal . It has been classified into 17 subtypes (ST) based on
small subunit ribosomal RNA-encoding gene. Subtypes ST1 to ST9 and ST12 have
been recovered in human stool samples, ST3 being the most frequent, followed by
ST1, ST2 and ST4 618 Interestingly, ST4 has been reported to be the most frequent
ST in some studies performed in Europe, with higher parasite loads compared to other
ST %22 |t is also the predominant ST found in rodents 23 24, Blastocystis spp.
prevalence in human ranges from 0.5% to 100% between countries, according to
hygienic conditions and sanitary practices ' '8 25 However, the involvement of
Blastocystis spp. in human diseases is highly debated. Interest of the scientific and
medical communities in Blastocystis spp. infection increased these last few years since
epidemiological studies highlighted high prevalence of this parasite in patients with IBS
26-30 While Blastocystis infected subjects display microbiota changes, heterogenic
results are reported 2% 3'-36, Some studies reported an increase in microbiota diversity
suggesting a potential benefit for Blastocystis-associated microbiota 2% 34 37, However
in the same time, decrease in protective bacteria was reported and a recent study
describe a decrease in Short Chain Fatty Acids (SCFA) levels in fecal samples from
Blastocystis infected patients 35. SCFAs, including acetate, propionate and butyrate,
enhance epithelial barrier function and immune tolerance, promoting gut homeostasis

through specific mechanisms 38.



In the present study, we aimed to characterize whether Blastocystis infection may
lead to IBS-like symptoms. We first characterized non-inflammatory CHS associated
to anxiety-and depressive-like behaviors in infected rats. We demonstrated that
Blastocystis infection was associated to both microbiota and metabolic shifts that may

lead to epithelial barrier impairment.



Materials and Methods

Animals and experimental infection.

Three-week-old specific pathogen free (SPF) Wistar male rats were purchased
from Charles River Lab (Saint Germain Nuelles, France) and housed in animal
biosafety level 2 (21-22°C, 12:12-h light-dark cycle) with access to food and water ad
libitum. Animal protocols were approved by a local ethics committee (protocol number:
3003-EU0116-) and followed the guidelines of the Committee for Research and Ethical
issues of the International Association for the Study of Pain 3°. Three days prior the
beginning of the experiment, rats were pre-screened in order to ensure that they were
healthy and free of Blastocystis or any other intestinal parasite. After a habituation
week, rats were infected with Blastocystis ST4 cysts, purified from human stools as
previously reported (Defaye et al., 2018). Briefly, an asymptomatic human carriers of
Blastocystis ST4 was enrolled for all the study by the medical laboratory of Parasitology
of the Clermont-Ferrand teaching hospital (approved by the research ethics
committees of the Clermont-Ferrand Hospital, “Comité de Protection des Personnes
Sud-Est 67, France, agreement ref: 2014/CE29). Fresh stools were suspended in
distiled water and filtered. After being washed twice in distilled water, cysts were
purified using a 3 steps density gradient purification protocol (Defaye et al., 2018). After
final wash, purified cysts were suspended in 0.5 ml of an antibiotic cocktail containing
0.01 g/L Vancomycin (Sandoz, Levallois-Perret, France), 0.1 g/L Amoxicillin-clavulanic
acid (Sandoz, Levallois-Perret, France) and 0.1 g/L Cefotaxim (SteriMax, Oakville, ON,
Canada) diluted in sterile PBS (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and
incubated for 6 h at 4°C. Cysts were washed twice in sterile PBS by centrifugation at

300 g for 5 min and finally suspended in sterile PBS. Cysts were counted in Malassez



chamber and suspension was diluted in sterile PBS to reach a concentration of 10°
cysts per milliliter. Ten microliters of the suspension were plated on LB media and
incubated at 37°C for 24 h. Only cysts purification containing below 250 CFU per
milliliter were used for experiments. Then, four-week-old Wistar male rats were orally
inoculated (Figure 1) with 10° cysts (n=12) or sterile PBS as control (n=12). The
success of infections was confirmed by Blastocystis fecal cultures in Jone’s medium at
37°C, as previously described 4°. After 48h of incubation, cultures were observed by
light microscopy (X400). Identification of vacuolar forms indicated that rats were
infected. Microscopy was confirmed with a Blastocystis spp. specific real-time PCR as
previously described '°. Body weight of animals was monitored and feces were
sampled every week until euthanize and stored at -80°C. Rats were euthanized at the
end of the experiment (D30-31), and colon were collected and split to be stored at both
-80°C for molecular assays and in paraformaldehyde for histological analyses (Figure

17).

Colorectal distension test (CRD).

This test aims to evaluate the visceral sensitivity by measuring the colonic
response when submitted to distension. The CRD protocol was adapted for rats from
Larauche et al., 41. At D30-31 post-inoculation (PI), rats were placed 30 minutes in a
restrainer before to be anesthetized (3% Isoflurane). CRD devices were introduced
into colo-rectum and connected to an amplifier (Millar Instruments, Houston, TX, USA).
The CRD protocol consisted of a set of distensions at constant pressures from 20 to
80 mmHg, performed in duplicates as follow: 20 mmHg steps, 20s duration with 4.5
min inter-stimuli intervals. Data analysis was performed with Labchart® as follows. P-

spectrum was extracted from raw data by applying “smoothsec” with a time constant



of 1.5s, followed by “absolute valor” and finally another “smoothsec” with a time
constant of 1.5s to exclude the slower and tonic changes. Colonic response to CRD
(mmHg.s) was quantified by measuring the under the curve area during 20sec of

distension using the “integral relative to minimum” in Labchart®.

Behavior recognition system PhenoTyper®.

The PhenoTyper® (Noldus Information Technology, Wageningen, The
Netherlands) is an automated infrared (IR) video-tracking system measuring behavior
of animal models. This device is composed of 8 plexiglass cages (45 cm x 45 cm),
each containing an opaque plastic square shelter accessible by two entrances and
delimited areas for feeding and drinking. Cages are surrounded by top unit provided
with IR lighting and the IR camera for video recording during the light and dark cycles.
Briefly, at D26-27 PI, rats were transferred into PhenoTyper® cages (1 per cage) and
animal activities were recorded with Mediarecorder® (Noldus Information Technology,
Wageningen, Netherlands) for 24h, including 12h dark period and 12h light period.
During this period, rats had ad libitum access to food, water and shelter. Raw data
were analyzed with Ethovision XT® software (Version 12, Noldus Information
Technology, Wageningen, Netherlands) and various specific behaviors were

compared between infected and control rats.

Elevated-Plus-Maze test (EPM).

This device consisted of a central platform (10x10cm) and four arms (50x10cm).
Two opposite arms were surrounded by walls (closed arms), while the others two were

devoid of enclosing walls (open arms). At D28-29 P, after an acclimatization of 45 min,



each rat was placed in the center platform facing a closed arm. Animals were recorded
for 5min by Mediarecorder® software. Analysis was performed by Ethovision XT®

software (version 12).

Forced Swimming Test (FST).

At D28-29 PI, after an acclimatization of 45 min, each rat was placed in a glass
cylinder (30cm diameter and 50cm high) containing water at 22 + 1°C. The immobility
time of rats was recorded during 6 minutes. Each rat was judged to be immobile when
it stopped swimming and floated, making only those movements necessary to keep its

head above water.

Tissue preparation for histological analysis.

Flushed colons were opened longitudinally, cut into 4cm and rolled. The samples
were fixed in 4% paraformaldehyde (24 h, 4 °C), incubated in 30% sucrose (48h, 4°C)
and embedded in OCT® medium (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Ten
micrometer cross-section were mounted on SuperFrost Plus® slides (ThermoFisher

Scientific, Waltham, MA, USA) and stained with hematoxylin phloxin safran.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Total proteins of colon were extracted using lysis buffer (0.5mM PMSF, 100Ul/mL
iniprol/aprotinine, 20uM leupeptine, 1% triton), and proteins concentrations were
determined with a BC Assay Protein® quantification kit (Interchim, Montlugon, France).

Colonic Interleukine-6 (IL-6) and Lipocalin-2 were quantified using enzyme linked



immunosorbent assay kit (Duoset®, R&D Systems, Minneapolis, MN) according to
manufacturer’s instructions. Concentrations were calculated from standard curve and

normalized to the protein concentration.

Reverse transcription and quantitative PCR (RT-qPCR).

Total RNA of colon was extracted with Trizol (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MS, USA). DNAse treated RNA were reverse transcribed using High capacity cDNA
RT® kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) for reverse transcription-
quantitative PCR (RT-gPCR). Specific cDNA were amplified for occludin (Forward 5'-
AGTACATGGCTGCTGCTGATG-3’; Reverse 5-CCCACCATCCTCTTGATGTGT-3),
zonula occludens 1 (ZO-1) (Forward 5-AGCGAAGCCACCTGAAGATA-3’; Reverse
5-GATGGCCAGCAGGAATATGT-3)), GATA-3 (Forward 5-
AAGAGTGCCTCAAGTATCAG-3’; Reverse 5- GCGGATAGGTGGTAATGG-3) and
GAPDH (Forward 5-AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3; Reverse 5-
TGATGGCAACAATGTCCACT-3’). gqPCR were performed using SsoAdvanced
Universal SYBR Green supermix® (Biorad, Hercules, CA, USA) and carried out on
CFX96 Touch® Real-Time PCR Detection System (Biorad, Hercules, CA, USA).
Relative quantifications of both occludin, ZO-1 and GATA-3 genes were expressed as

fold-induction, using the 224t method with GAPDH as reference gene.



Fecal microbiota analyses.

DNA was extracted from rat feces collected at DO and D30-31 PI using the
NucleoSpin® Soil kit protocol (Macherey-Nagel SARL, Hoerdt, France), including a
bead beating step. lllumina® high throughput sequencing were performed by MRDNA
lab (Shallowater, TX, USA) on a MiSeq® following the manufacturer's guidelines.
Briefly, the V4 region of the bacterial 16S rRNA gene was amplified using 515F/806R
primer pair and HotStarTaq Plus Master Mix® Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA)
under the following conditions: denaturation 94°C/3min, followed by 28 cycles of
94°C/30sec, 53°C/40sec, and 72°C/1min, with a final elongation step 72°C/5min. After
quality checks, pooled PCR products were purified using calibrated Ampure XP®
beads. Illlumina® sequencing was performed and DNA libraries build by following

lllumina TruSeq DNA library® preparation protocol.

We performed microbiota analyses on Quantitative Insights Into Microbial Ecology
(QIIME, version 1.8.0) software package 4?. In summary, sequences were
demultiplexed to remove barcodes and primers. Chimeric sequences were removed
using USEARCH61 4. Sequences were clustered using USEARCH61 with a 97%
homology threshold 44. Taxonomic analyses were performed using the Greegenes

reference database (version 13-8).

Alpha diversity measures the richness of unique microbial taxa within a sample.
Observed Operational taxonomic units (OTUs) measurements were determined with
QIIME using an OTU table rarefied at various depths. Areas under the curves were
calculated for each rarefaction curve. Beta diversity measures the variation in
microbiota composition between individual samples. Unweighted UniFrac distances

between samples were computed to measure beta diversity using rarefied OTUs table



count. Principal coordinates analyses (PCoA) were used to further assess and

visualize beta diversity. Groups were compared for distinct clustering using Adonis.

Short chain fatty acids (SCFA) analyses.

We quantified acetate, propionate and butyrate from rat feces collected at DO and
D30-31 PI. Briefly, almost 200mg of fecal samples were diluted in 200ul of distilled
water, vortexed and stored during 2 hours at 4°C. After centrifugation, supernatants
were precipitated overnight with phosphotungstic acid (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO,

USA) and centrifuged to obtain a clear supernatant.

One microliter of the clear supernatant was used to analyze SCFA composition
using a gas liquid chromatography (Agilent technologies 6850 Network GC system,
Agilent technologies, Santa Clara, SA, USA) equipped with a split-splitless injector, a
flame-ionization detector and a capillary column (30m; 0,25 mm; 0,25 ym) impregnated
with nitroterephthalic acid modified polyethylene glycol (Agilent J&W DB-FFAP column,
122-3232E, Agilent technologies, Santa Clara, SA, USA). Carrier gas (Helium) flow
rate was 0,7ml/min and inlet, column and detector temperatures were 175, 100 and
240°C, respectively. Volatile free Acid mix CRM46975 was used as the internal

standard (Supelco. Saint-Quentin-Fallavier, France).

Data were collected and peaks integrated using the OpenLAB® software (Agilent
technologies, Santa Clara, SA, USA). Values are expressed in M/g of feces and ratio

was calculated between D30-31 and DO.



Serine protease activity assay.

Almost 200mg of feces were diluted in 1ml of distilled water, homogenized and
centrifuged at 13000 rpm for 5 minutes. One hundred microliters of fecal supernatants
were added to 100pl of buffer (50mM Tris-HCL pH 8, 1mM CaCl2) containing 100uM
specific serine protease substrate (suc-phe-ala-ala-phe-pNA) (Bachem, Switzerland)
and incubated at 37°C for 6 hours. Substrate cleavage was measuring at 400 nm using
96 well plate NUNC® (ThermoFisher Scientific, Waltham, MS, USA) and normalized

to the feces weight.

Statistical analysis.

Statistical analyzes were performed with Prism 7® software (GraphPad, La Jolla,
CA, USA). Data are expressed as means = Standard Error Mean (SEM). Colonic
sensitivity to gradual CRD, body weight, distance moved, duration in hidden zone and
microbiota analysis (taxonomy) were analyzed using a two-way ANOVA followed by
Sidak post hoc test for multiple comparisons. Rate comparisons were performed using
Fisher's exact test. Most comparisons were performed by Student test. For data sets
that were non-Gaussian data were compared using the non-parametric test Mann
Whitney U test for unpaired data. A p-value < 0.05 was considered statistically

significant.



Results

Blastocystis infection induces non-inflammatory colonic

hypersensitivity with a decrease in occludin expression.

Multiple factors participate to the CHS observed in IBS patients 4>47. To assess
the influence of Blastocystis on colonic sensitivity, we infected four-week-old Wistar
rats with 10° ST4 cysts purified from a healthy human carrier. Infection monitoring
revealed the presence of parasites until sacrifice 4 weeks Pl (data not shown). At
D30-31 PI, colorectal distension (CRD) test showed that intracolonic sensitivity was
significantly increased in Blastocystis infected rats (Figure 18A). Areas under the
curve (AUC) were 35.95 £ 3.37 in control rats and 67.42 + 6.79 in infected rats (p <
0.01, T-test) (Figure 18B). It has been proposed that incomplete resolution of the
immune response following infectious gastroenteritis leads to a persistent low grade
inflammation, contributing to colonic hypersensitivity in PI-IBS '2. Surprisingly, infection
had no effect on the body weight (Supplementary Figure 1A), colon weight
(Supplementary Figure 1B) or length (Supplementary Figure 1C), and was not
associated to histological changes (Supplementary Figure 1D). Serum levels of IL-6
and lipocalin-2 proteins were not modified in infected rats (data not shown), and while
colonic levels of both proteins tended to be higher in infected animals, the difference
was not significant (Figure 18C and 18D). Moreover GATA-3 mRNA expression was
not significantly higher in infected rats, confirming the absence of marked intestinal

inflammation in infected rats (Figure 18E).



PI-IBS symptoms are closely related to those observed with IBS-D, suggesting an
alteration of intestinal barrier °. In our study, we performed mRNA quantifications of
tight junction components. While mRNA levels of ZO-1 were not modified significantly
in infected animals, we observed a strong decrease in occludin expression (p<0.001)
(Figure 18F and 18G). These results suggest that Blastocystis infection may lead to

an impairment of the intestinal barrier in rat.

Blastocystis infection induces behavioral changes.

It is well established that individuals with IBS have higher levels of anxiety and
depression compared to healthy controls 48 4%, To analyze the impact of Blastocystis
infection on behavior, experiments using PhenoTyper® were performed at D26-27 PI.
Infected rats did not present any significant differences in travelled distances (Figure
19A), spent time in hidden zone (Figure 19B), velocity (Figure 19C), drinking and
eating behaviors (Supplementary Figure 2A and 2B). However, grooming, rearing
and sniffing duration (Figure 19D, 19E, 19F) and frequency (data not shown) were
significantly decreased during dark period. The decrease in these three behaviors was
suggestive of anxiety- and depression-like troubles. These hypotheses were confirmed
with both EPM and FST assays at D28-29 PI. In EPM test, infected rats entered the
open arms less frequently and spent significantly less time in them (Figure 19G and
19H), indicative of an anxiety-like behavior. Interestingly, the AUC from CRD
significantly correlated with the entry frequency in EPM open arms (Figure 19I).
Moreover, immobility time during FST was increased in infected rats (Figure 19J),

indicative of a depressive-like behavior.



Blastocystis infection is associated to fecal microbiota modifications

in rats.

Pathophysiology of IBS is complex, in absence of low grade inflammation, visceral
pain may be explained by switches fecal microbiota composition resulting in
metabolome changes %°. Differences in human microbiota from Blastocystis carriers
have been reported in recent studies, but no causality link between its presence and
microbiota composition has been established so far 2. To evaluate the influence of
Blastocystis infection on intestinal microbiota, fecal microbiota composition of both
infected and control rats was characterized by lllumina® sequencing. At DO (before
infection), none difference in fecal microbiota composition was observed between both
groups (Supplementary Figure 3). At D30-31 PI, bacterial richness was significantly
increased in infected rats (p < 0.01, Mann-Whitney test) (Figure 20A and 20B).
Moreover, Principal component analysis (PCoA) of beta-diversity clearly demonstrated
significant difference (Adonis, p=0.001) in the evolution of microbiota composition
between infected and control rats (Figure 20C). This was supported by a significant
increase in Bacteroidetes and a decrease in Firmicutes in infected animals (Figure
20D). At the genus level, we observed a significant decrease in the relative abundance
of Unclassified Clostridiaceae, Peptostreptococcaceae and Turicibacter in infected rats,
whereas Unclassified S24-7, Oscillospira and Bacteroides were significantly increased
(Figure 20E). Interestingly, the AUC from CRD significantly correlated with the
increased in relative abundance of Bacteroides (Figure 20F) and the decrease in

Unclassified Clostridiaceae (Figure 20G).



Moreover, switches in microbiota composition of infected rats were associated to
metabolome changes. Firstly, we quantified the ratio of SCFA involved in gut
homeostasis between the end and the beginning of the experiment (D30/D0) 8. We
observed a significant decrease in acetate and propionate D30/DO0 ratio in feces from
infected rats (Figure 21A and 21B), with a trend to a butyrate decrease (Figure 21C).
Interestingly, the decrease in propionate ratio, significantly correlated with the increase
in relative abundance of Oscillospira (Figure 21D) and the decrease in Turicibacter
(Figure 21E). Moreover, the increase in relative abundance of Oscillospira correlated
with the decrease acetate ratio (Figure 21F). Finally, the trend to butyrate ratio
decrease correlated with the decrease in relative abundance of Unclassified

Clostridiaceae (Figure 21G).

Serine protease activity in colon contents of IBS patient is strongly suspected to
participate to CHS by activating Protease Activated Receptor-2 (PAR-2) 53, Thus,
serine protease activity was evaluated in fecal samples at D30-31 PI. Interestingly, a
significant increase in serine protease activity was observed in supernatant from feces
of infected rats (Figure 22A). This increase in serine protease activity was significantly
correlated with the increase in the relative abundance of both Bacteroides and

Unclassified S24-7 (Figure 22B and 22C).



Discussion

The role of Blastocystis spp. as human pathogens remains unclear as it can be
found in both symptomatic and asymptomatic patients even though some studies
associated Blastocystis spp. with acute or chronic digestive disorders 5460, In
symptomatic patients, blastocystosis is associated with non-specific symptoms such
as chronic diarrhea, abdominal pain and bloating, sometime mimicking Irritable Bowel
Syndrome (IBS) symptoms % 81, Indeed, individuals suffering from blastocystosis
display visceral pain like IBS patients 2 63, Interestingly, an increasing number of
studies have suggested an association between Blastocystis and IBS 26:28-30_|n all
these studies, Blastocystis was significantly more present in IBS patients than in
control groups. In a recent review we focused on experimental and genomic data
supporting this association and suggested interactions between the intestinal
microbiota and Blastocystis spp., which could be involved in the dysbiosis associated
to the IBS % 65 Our results suggest Blastocystis infection may lead to IBS-like
symptoms. We characterized non-inflammatory Colonic Hyper Sensitivity (CHS)
associated to anxiety-and depressive-like behaviors in infected rats. Then, we
demonstrated that Blastocystis infection was associated to both microbiota and

metabolic shifts that may lead to CHS.

The origins of the Colonic Hypersensitivity (CHS) associated to IBS remain elusive.
However, CHS occurs in up to 80-90% of IBS patients % 67, The prevalence of IBS
may rise 4-31% in patients following acute gastroenteritis (Post Infectious IBS, PI-IBS)
with bacteria such as Escherichia coli, Salmonella spp., virus or parasites °. Then, the

epidemiological link between Blastocystis spp. and IBS needs to be clarified. Using a



recent model of chronic infection with Blastocystis ST4 in rats, our study establishes

for the first time the relationship between Blastocystis spp. infection and CHS.

In our models, Blastocystis chronic infection was associated to CHS. During acute
gastroenteritis, immune system is highly activated leading to inflammatory statement.
After gastroenteritis resolves, inflammation should subside but some study described
infiltration of immune cells and high cytokines levels in PI-IBS patients suggesting that
establishment of low grade inflammation following gastroenteritis may a causal factor
of CHS 12, Some in vitro studies have shown immunomodulatory effect of Blastocystis
spp. on mammalian cell cultures. Production of pro-inflammatory cytokines as IL-8,
granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), IL-1B, IL-6, Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) in response to Blastocystis exposure have been described
in epithelial cell line and murine macrophages % %8 6 |guchi et al., described also

production of pro-inflammatory cytokines in rat model without immune cells infiltration

70

Even though both colonic IL-6 and lipocalin-2 proteins, but also GATA-3 mRNA,
tended to be higher in our infected animals, we did not observed significant
inflammation or tissue perturbations in our study. This could be due to the use of
Blastocystis ST4 that is considered to be of murine origin, and probably the more
adapted to rats. Moreover, the isolate used in our study was purified from stools of an
asymptomatic carrier. Interestingly, Hussein et al., reported that severity degrees of
pathological changes in rats models were correlated to the intensity of symptoms of
patients from which those isolates were collected and to STs of Blastocystis,

suggesting the existence of some more virulent strains 7',

Altered intestinal permeability is a key feature of IBS pathophysiology and has

been observed in all IBS subtypes 2. Increased intestinal permeability is related to



abnormal expression of tight junction (TJ) proteins, including a decrease in expression
of occludin and ZO-1 2 73, Biopsy analyses from blastocystosis suffering patients
revealed disturbances of barrier function and permeability '> 74. These modifications
result probably from multiple factors, but congruent results were reported from some
in vitro experiments showing capacities of Blastocystis factors to interfere with ZO-1
and occludin, leading to TJ dysfunctions 7578, In our model, infected animals display a
significant decrease in occludin mRNA expression in colon, suggesting that

Blastocystis infection may be associated to altered intestinal barrier.

Psychological disturbances, especially anxiety and depression, are the most
frequent comorbidities associated to visceral pain 48 4°_ In our study, global behavior
was analyzed with a novel device, the PhenoTyper®, which allows a continuous and
long-term monitoring of animal behaviors. Some behaviors were reported to be
associated to specific psychological or physiological changes in rats. Then, a decrease
in grooming is positively associated to depressive-like behavior, whereas a decrease
in sniffing, related to curiosity or exploration, is positively associated to anxiety-like
behavior 7°82, Moreover, rearing, which is also considered as behavior related to
exploration, may be an effective indicator of pain 8. These three behaviors were
significantly modified in our study, and confirmed by both EPM and FST reference tests.
Our results suggest that Blastocystis infected rats presented both anxiety and
depressive-like behaviors, probably linked to visceral pain. Indeed, we highlighted a
significant correlation between increase of spent time in open arms (EPM) and CHS
severity, reinforcing the role of visceral pain in behavior changes of our models. This

complex link between visceral sensitivity and psychological perceptions are mediated



via the brain—gut axis. Central nervous system may be modulated by immune system

or microbiota metabolites.

Then, we characterized the microbiota modifications associated to Blastocystis
ST4 infection in our model. The gut microbiota is regarded as a key player in the
pathophysiology of IBS 4. Some recent studies described either a healthy microbiota
associated to Blastocystis or dysbiosis 2% 33-3%.37.84 Then, this association between
Blastocystis and microbiota composition still to be clarified, as well as the causality link
between microbial communities’ changes and Blastocystis. Our results show that
Blastocystis infection in rats is associated to bacterial community switches, confirming
for the first time a direct impact of this parasite on microbiota. These changes were
characterized by both significant increase in bacterial richness and decrease in
Firmicutes/Bacteroidetes ratio. Increased bacterial richness in human intestinal
microbiota associated to Blastocystis infection has been reported in different clinical
studies, and is usually associated to a healthy microbiota 3. The
Firmicutes/Bacteroidetes ratio is a rough indicator of bacterial population shifts, and
both a higher and lower ratio of Firmicutes/Bacteroidetes have been described in IBS
%0 Deeper analyses revealed six bacterial genera significantly modified in infected
animals. Among them, we observed an increase in relative abundance of Bacteroides
and a decrease in Clostridiaceae, both being correlated with CHS. Our results are
therefore in agreement with previous reports describing an increase in Bacteroides
genus in IBS patients, and the association of that genera with visceral pain 887,
Moreover, we observed a decrease in relative abundance of Peptostreptococcaceae

which may associated with depressive-like behavior as described by Yu et al., 8.



Clostridiaceae and Turicibacter also belong to SCFA-producing bacteria 891,
SCFAs, including acetate, propionate and butyrate, play an important role in the
maintenance of a healthy epithelial barrier, and their decrease has been reported in
various diseases such as IBS % 8 In our study, feces composition of infected rats
presented with a decrease in the overall content of SFCAs. Three bacteria genera were
linked to that decrease with Clostridiaceae and Turicibacter as discuss above, and
Oscillospira. Interestingly, a recent study shown a reduction of acetate, propionate and
butyrate in Blastocystis colonized individuals, associated to an over representation of
Oscillospira 3°. Origins of CHS in IBS patients have various origins. Altered epithelial
barrier is probably one of the most important mechanisms as increase intestinal
permeability is suspected to enable diffusion of luminal antigens and/or proteases to
submucosa compartment. Then, diffusion of serine-proteases to submucosa may be
responsible for an activation of neuronal protease activated receptor (PAR) and
nociceptive signal 1. In our model, we suspected an alteration in intestinal integrity as
MRNA occludin expression was strongly decreased. This could be the result of SCFAs
decrease. Moreover, serine protease activity was increased in feces from infected rats.
Even though Blastocystis may produce serine proteases, we thought that fecal serine
protease activity mainly originated from microbiota °2. Then, further experiments are
required to evaluate how that intra-luminal increase in serine protease activity

contributes to CHS in our model.

To conclude, we were able for the first time to demonstrate that Blastocystis
establishment within gut microbiota is responsible for bacterial community
perturbations associated to metabolic shifts, leading to CHS. Interestingly, some

modifications in infected rats were also previously reported in human 34 35 8 Even



though mechanisms of Blastocystis-induced CHS still to be understood, these
perturbations were sufficient to impact on animal behavior. Regarding our results,
blastocystosis symptoms in rats mimic human IBS, raising the question of Blastocystis
eradication in IBS carriers of this protozoan. Moreover, Blastocystis rat model seems

to constitute a good model to decipher non-inflammatory CHS.
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Supplementary Figure 1 : Evaluation of anatomical parameters. (A) Body weight of control (n= 6) and infected
rats (n=12) monitoring from DO to D30-31 PI. (B) Colon weight/body weight ratio of control (n=4) and infected rats
(n=6) at D30-31 PI. (C) Colon weight/length ratio of control (n=4) and infected rats (n=6) at D30-31 PI. (D)
Representative colonic tissue sections, of control and infected rats at D30-31 PI. Statistical analysis: A, Two-way
ANOVA test followed by a Sidak post-hoc test; B, T-test; C, Mann-Whitney test; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
n=3 to 4 independent experiments were performed.
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Supplementary Figure 2 Behavioral analysis by
PhenoTyper®. Drinking (A) and eating (B) time during
the 12 hours dark period in Phenotyper of control
(n=13) and infected rats (n=11) at D26-27 PI. Statistical
analysis was performed with the T-test. n=2
independent experiments were performed.
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Supplementary Figure 3: Fecal microbiota composition analysis at DO. (A) Alpha diversity was determined by
observed OTUs measurement according to sequences per sample in feces of control (n=6) and infected rats (n=12) at DO
(before infection). Statistical analysis was performed with the Two-way ANOVA test followed by a Sidak post-hoc test. (B)
The area under the curve (AUC) of the observed OTUs for control and infected rats. Statistical analysis was performed
with the Mann-Whitney test. (C) Principal coordinates analysis (PCoA) of the unweighted UniFrac distance of control (n=6,
red plots) and infected rats (n=12, blue plots) at DO (before infection). Significance (p value= 0.109) and the strength of
explained variation (R?= 0.06854) were assessed with Adonis. (D) Relative abundance (as a percentage) of phyla in control
(n=6) and infected rats (n=12) at DO (before infection). Statistical analysis was performed with the Two-way ANOVA test
followed by a Sidak post-hoc test.
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Partie C : Discussion et perspectives




Les douleurs abdominales chroniques, souvent associées a une hypersensibilité viscérale
d’origine colique (HSVC), font partie des symptémes majeurs constatés au cours du SII.
L’étiologie multifactorielle de cette pathologie rend la physiopathologie complexe. Les
gastroentérites d’origine infectieuse ont été décrites comme I'un des facteurs de risque dans le
développement du SII-post-infectieux (SII-PI). Le SII-PI survient dans 4 a 31% des cas suite
a une gastroentérite aigiie d’origine bactérienne, virale ou parasitaire. Ses infections peuvent
avoir, a court et a long terme, de nombreuses répercussions notamment sur 'intégrité de la

batriere intestinale, Iactivation du systéme immunitaire et/ou le microbiote intestinal.

Blastocystis est le parasite intestinal le plus fréquemment rencontré chez 'Homme.
Néanmoins, malgré de récentes études épidémiologiques rapportant une plus forte prévalence
de ce parasite chez les patients atteints du SII, son rdle en santé humaine est largement
controversé. De plus, plusieurs études rapportent que les individus porteurs de ce parasite
présentent des douleurs abdominales et sont atteints d’une dysbiose intestinale. L’absence d’un
modele animal d’infection par Blastocystis standardisé ne permet pas a ’heure actuelle de décrire

et de comprendre les mécanismes physiopathologiques liés a 'nfection par ce parasite.

Mise en place d’un mode¢le d’infection chronique par Blastocystis chez le rat

L’article 1 fut consacré a la mise en place d’'un modele murin d’infection par Blastocystis.
Les modeles animaux sont essentiels pour une meilleure compréhension de la pathogénicité de
Blastocystis qui reste controversée a ce jour. Différentes espéces animales ont été décrites comme
sensibles a I'infection: le rat (le plus fréquemment utilisé), la souris, le cobaye et le poulet
(Ajjampur et Tan, 2016). Cependant, il n’existe pas a ce jour aucun modele d’infection
standardisé ce qui suggere que I'établissement de ce modele zz wivo est difficile et peu
reproductible. Dans cette étude, nous avons donc cherché a mettre en place un protocole
efficace et reproductible pour obtenir une infection chronique par Blastocystis. En se basant sur
les données de la littérature, nous nous sommes concentrés sur un modele rongeur avec
Iutilisation de rats et de soutts. Par ailleurs, quatre ST's humains différents ont été utilisés : le

ST3, le ST le plus prévalent chez ’'Homme, suivi par le ST2 et le ST4 (tres répandu en Europe
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et communément retrouvé chez le rongeur) ainsi que le ST7 dont le génome entier fut le
premier séquencé (Denoeud ef af, 2011; Dominguez-Marquez et al., 2009; Olsen ez al, 2011,
Poirter ez al., 2011; Wawrzyniak ez al., 2008). Les différents ST's étaient issus de selles humaines

ou de culture axénique (ST4 WR1 isolé d’un rat de laboratoire) (Chen ez al., 1997).

Lutilisation de cultures axéniques de ST4 WR1 (composées essentiellement de formes
vacuolaires) pour I'imfection n’a pas été tres concluante et cect malgré les différentes méthodes
d’inoculation utilisées. Nous avons alors émis ’hypothese que les nombreux passages en culture
et/ou que 'axénisation pouvaient avoir atténué le potentiel infectieux de cette souche. En effet,
la modulation de la virulence suite aux nombreux passages en culture a été décrite pour d’autres
parasites et notamment Entamoeba histolytica et Trypanosoma cruzz (Contreras et al., 1998; Olivos
et al., 2005; Weber ez al, 2016). Néanmoins, l'utilisation de formes vacuolaires de ST7 issus de
selles humaines n’a pas permis d’infecter les rats confortant notre deuxieme hypothese qui est
que seule la forme kystique est la forme infectieuse. Cependant, nous ne pouvons pas exclure
que certaines souches axéniques puissent conserver leur potentiel infectieux ou produire des

kystes dans certaines conditions de culture.

Le kyste est considéré comme la seule forme infectieuse du parasite et donc a 'origine de
la contamination féco-orale (Iguchi et al., 2007; Suresh et al., 1993; Yoshikawa et al., 2004). Des
travaux expérimentaux ont été réalisés au laboratoire pour favoriser 'enkystement zz vitro de la
souche ST4 WR1 que nous maintenons en culture axénique. Différents protocoles étaient a
disposition dans la littérature notamment celut de Suresh ¢z 4/, dont nous nous sommes inspirés
(Suresh et al., 1993). Suite a l'utilisation de différents milieux de culture, des formes semblables
a des kystes ont été observées en culture. Cependant, aucune de ces formes n’a conduit a une
infection chez le rat. De ce fait, la seule option a été d’1soler des kystes de patients et d’éliminer
les bactéries associées afin de pouvoir conclure sur la réelle implication de Blastocystis dans
certains effets biologiques observés. Nous avons alors optimisés un protocole de purification
décrit précédemment par Yoshikawa ef 4/, notamment par 'ajout d’un deuxieme gradient de
percoll et d’un traitement antibiotique a spectre large ciblant les bactéries aérobies et anaérobies
(Yoshikawa ez al,, 2004). Ce protocole nous a permis d’isoler des kystes et de réduire de facon
drastique le nombre de bactéries dans I'moculum. En effet, moins de 250 CFU, cultivable sur

gélose LB en condition aérobie et anaérobie, ont été apportés a chaque rat.

L’utilisation de ce protocole nous a permis d’infecter de maniere chronique (plus de 8

semaines) les rats avec le ST2, ST3, ST4 a forte concentration (10°). Il faut noter que certains
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rats ont été suivis pendant plusieurs mois et que ceux-ci produisaient des kystes jusqu’a leur
euthanasie confirmant la présence d’'une infection chronique. Néanmoins, nous ne pouvons
pas conclure sur une réelle implantation du parasite ou des réinfections successives par la
coprophagie. Une étude tres récente a montré qu’a partir dune année apres 'infection initale
les rats n’excrétaient plus de kystes et donc qu’ils n’étaient plus infectés (Ruzkova ez al.,, 2018).
Néanmoins, dans le cas d’'une réinfection perpétuelle par la coprophagie ou dans le cas d’une
mmplantation du parasite, 1l est surprenant que dans cette étude les animaux ne soitent plus
infectés a partir du 12 ou 13¢™¢ mois post-infection. L’utilisation de cages métaboliques pourrait
nous aider a2 mieux comprendre la persistance de I'infection. Selon Moe ¢z 4., 1a sensibilité des
animaux a l'infection serait dépendante de I'age des animaux et donc potentiellement de la
maturité du systeme immunitaire (Moe ¢# al, 1997). Dans notre étude, nous avons réussi a
infecter des rats juvéniles mais également des rats adultes avec le ST4 suggérant, que pour ce
ST, age n’est pas un facteur limitant. Ces résultats ont été confirmés dans une autre étude avec
le ST1 (Ruzkova et al., 2018). Des investigations complémentaires sont nécessaires pour le ST2
et le ST3. De plus, une faible concentration de kystes de ST4 (100 kystes) est suffisante pour
infecter les rats alors que la dose minimale pour le ST3 est de 105 kystes suggérant une
spécificité d’hotes. Les travaux expérimentaux de co-hébergement et d’inoculation orale entre
rats ont confirmé notre hypothese. Ces résultats peuvent alors expliquer pourquot le ST4 est
plus répandu chez le rongeur (Yoshikawa ez a/, 2016). Ces expérimentations sont a reproduire
également avec le ST2. De plus, 'inoculation avec une quantité inférieure a 100 kystes reste a
¢tudier pour évaluer la quantité minimale nécessaire a I'infection. Néanmoins, des travaux
antérieurs ont montré que lefficacité d’mfection avec 10 kystes de deux souches de ST4 était

extréemement variable (20 a 100% d’efficacité) (Yoshikawa ez al., 2004).

Notre protocole d’infection a été ensuite appliqué a des souris de trois fonds génétiques
différents: des soutis BALB/c qui sont fréquemment utilisées pour les infections par Blastocystis
(Ajjampur et Tan, 2016), des sourts C3H décrites pour étre sensibles a 'infection par d’autres
protozoaires intestinaux tels que Entamoeba histolytica (Ivory et al., 2007) et des souris C57BL/6
qui correspondent au fond génétique le plus couramment utilisé pour les souris transgéniques
et donc qui pourrait étre un outil intéressant pour la suite de nos études. Néanmoins, nous
n’avons pas été en mesure d’infecter les sourts quel que soit leur fond génétique et cela malgré
une forte concentration en kystes (10°). On peut donc émettre plusieurs hypotheses concernant
la résistance des souris a I'infection par ce parasite. Elle peut s’expliquer par: (i) le systeme

immunitaire, (ii) la barriere intestinale et/ou (iii) le microbiote intestinal. I’utilisation de souris
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immunodéficientes (SCID, RAG2/), d’émulsifiants alimentaites pour altérer la couche de
mucus (Chassaing ¢z a/, 2015) ou I'utilisation de soutis axéniques ou conventionnelles traitées
aux antibiotiques pour « ¢liminer » le microbiote, permettraient de répondre a chacune de ces
hypotheses respectivement. Une récente étude suggere que la couche de mucus serait impliquée
dans la résistance. En effet, un traitement au DSS chez la souris augmente leur sensibilité a
I'mnfection par le ST7 au moins pendant 3 jours apres une injection intracaecale (Ajjampur ez al,
2016). Néanmoins le DSS altere le mucus mais également la barriere épithéliale, 1l est donc

difficile de conclure sur 'importance seule du mucus dans la résistance des sourts a I'infection.

Les marquages par immunofluorescence ont révélé que le ST3 et le ST4 étaient présents
tout au long du tractus digestif (de la fin de 'estomac jusqu’au rectum) des rats infectés comme
cela a été décrit dans la littérature (Fayer ez al, 2014; Yao et al, 2005). Les parasites sont
retrouvés en grande majorité dans la lumiere intestinale mais également au contact des cellules
épithéliales. Les images en microscopie ¢lectronique ont montré que ces parasites
s’apparentaient a des formes vacuolaires présentant des vacuoles denses ou vides comme décrit
précédemment par Tan (Tan, 2008) et qu’il existait une interaction physique entre le parasite et
les entérocytes. Néanmoins, certaines études ont décrit un envahissement de la muqueuse par

Blastocystis, or dans notre étude nous n’avons pas observé de parasites dans la lamina propria.

Les expériences de TMF ont mis en évidence la capacité de Blastocystis a infecter un nouvel
hote sans altération du microbiote au préalable. Nous avons également démontré que la
procédure de cryoconservation utilisée en clinique pour la conservation des selles avant la TMF
permet de garder le parasite viable et d’infecter un nouvel hote (Cammarota et al., 2017). Ces
données corroborent les récentes recommandations concernant le dépistage des donneurs de
selles dans le cadre d’'une TMF en confirmant la capacité de transmission de Blastocystis via les

selles (Cammarota et al., 2017).

En conclusion, notre travail a permis de fournir un protocole d’infection chez le rat
permettant d’établir une infection chronique et reproductible. Ce modele est d’autant plus
important qu’il nous a permis par la suite de décrypter les interactions entre ’hote, le parasite

et le microbiote, et d’apporter de nouvelles données quant a sa relevance en santé humaine.
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Infection par Blastocystis: Modele de SII d’origine infectieuse

Comme dit précédemment le SII-PI survient dans 4 a 31% des cas apres une gastroentérite
aigiie (Lee ez al, 2017b). A noter que suite a une infection parasitaire 40% des patients
développent un SII-PI (Klem ez 4/, 2017). Ces dernicres années plusieurs études rapportent
une plus forte prévalence de Blastocysts chez les patients atteints de SII suggérant une
contribution de ce parasite dans le développement des symptomes (Nourtisson ef al., 2014;
Rostami ez al., 2017). Ce travail nous a permis de caractériser les perturbations de ’homéostasie
intestinale, du microbiote mtestinal ainsi que les répercussions sur le comportement en cas

d’infection par Blastocystss.

Les douleurs chroniques abdominales sont associées dans 80 a 90% des cas a de
I’hypersensibilité viscérale d’origine colique (HSVC) (Mertz ez al, 1995; Ritchie, 1973). Par
ailleurs, les mdividus porteurs de Blastocystis peuvent présenter des douleurs abdominales
(Salvador ez al., 2016; Toro Monjaraz ez al., 2018). Dans notre étude, nous avons mis en évidence
que I'infection par Blastocystis ST4 entraine une HSVC 30 a 31 jours apres U'mfection. Différents
mécanismes peuvent étre impliqués dans le développement de THSVC tels que I'altération de
la barriere intestinale associée a une activation du systeme immunitaire ou encore le déséquilibre

du microbiote intestinal.

Le systeme immunitaire

Lors d’une gastroentérite aigtie, le systeme immunitaire est fortement activé conduisant a
un état inflammatoire important. Suite a cette phase aigiie, 'inflammation peut étre résolue ou
dans certains cas perdurer. Des études ont montré une infiltration de cellules immunitaires dans
les biopsies de patients atteints de SII-PI ainst qu'une augmentation des taux de cytokines pro-
inflammatoires dans leur sérum suggérant que I'établissement d’une inflammation de bas grade
suite a une gastroentérite mnfectieuse contribuerait au développement d'une HSVC (Downs ez
al., 2017). Par ailleurs, Blastocystis possede des effets immunomodulateurs. En effet, la

production de cytokines pro-inflammatoires, par des cellules épithéliales ou des monocytes en
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culture, a été décrite suite a la co-incubation avec des lysats ou des surnageants du parasite (LLim
et al., 2014; Puthia ez a/, 2008; Tan, 2008). De plus, Iguchi ¢z al., ont également montré la
production de cytokines pro-inflammatoires chez I'animal suite a 'infection (Iguchi ez a/, 2009).
Nous avons alors évalué Iétat inflammatoire de nos animaux 30 a 31 jours apres 'infection. La
production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a et lipocaline-2) aux niveaux sérique
et colique n’est pas modifiée entre les animaux controles et ceux infectés par le ST4. L’analyse
histologique des sections de colon n’a également pas montré dinfiltration de cellules
immunitaires dans la muqueuse colique. A noter qu'une inflammation modérée a sévere n’a été
observée chez le rat que dans le cas d'infection par des isolats de patients symptomatiques, ce
qui suggere Pexistence de souches plus virulentes que d’autres pouvant expliquer 'absence

d’inflammation dans notre modele (Hussein ez a/, 2008).

Par la suite nous avons voulu caractériser le type de réponse immunitaire mise en jeu dans
le cadre d’une I'infection par Blastocysts. Dans un premier temps, nous avons émis 'hypothese
que I'infection par Blastocystis faisait intervenir une réponse de type Th2. En effet, une réponse
Th2 est généralement associée a une réponse antiparasitaire et notamment dirigée contre les
helminthiases. Elle se caractérise par la production d’IL-4, d’TL-5 et d’IL-13 par les lymphocytes
T CD4+ exprimant le facteur de transcription GATA-3. Par ailleurs, cette réponse Th2 fait
mntervenir les mastocytes qui jouent un role dans la physiopathologie du SII. En effet, plusieurs
¢tudes rapportent une augmentation du nombre de mastocytes et de leur activité ainst qu'une
proximité importante avec les FAP chez les patients atteints de SII (Barbara ez 4/, 2004, 2007).
De plus, les métabolites sécrétés par ces cellules tels que ’histamine ou la tryptase ont été décrits
comme des facteurs impliqués dans 'HSVC chez ces patients. Dans notre modele, nous
n’avons pas mis en évidence d’augmentation significative de I'expression du gene codant le
facteur de transcription GATA-3. Néanmoins, une caractérisation plus poussée, par le dosage
de cytokines ou la quantification du nombre de mastocytes, est nécessaire afin de réellement
conclure sur 'absence d’une réponse Th2. Par ailleurs, nous ne pouvons pas exclure que
Iinfection par Blastocystis puisse induire une réponse de type Thl ou Th17 comme ce qui a pu
etre déja décrit dans le cadre d’'infection par d’autres protozoaires intestinaux tels que Enfamoeba
histolytica ou Giardia duodenalis (Babaei et al, 2016; Dreesen e al., 2014; Jiménez ez al., 2014,
Nakada-Tsukui et Nozaki, 2016).
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L’infection par Blastocystis accompagne également d’une diminution des taux d’IgA dans
les selles d’individus porteurs (Nieves-Ramirez ez al, 2018). Les études réalisées 7z vitro ont
corroboré ces études cliniques (Puthia ez a/, 2005). Ainsi, des investigations complémentaires

sont nécessaires pour évaluer si les IgA sont dégradées dans notre modele 'HSVC.

Barriere épithéliale

Des altérations de la perméabilité intestinale ont été observées dans tous les sous-types de
SII (Camillert ez al, 2012a). Ces altérations ont été associ€es a des modifications de la
localisation et de I'expression des genes codant les protéines des jonctions serrées notamment
a la diminution de Texpression des occludines et de ZO-1 (Enck ez al., 2016; Martinez ef al.,
2013). De plus, les analyses réalisées a partir de biopsies provenant de patients symptomatiques
porteurs de Blastocystis ont montré des modifications de la perméabilité intestinale (Dagct ez al, ;
Tan, 2008a). Ces résultats ont été par la suite confirmés 2z vitro montrant que Blastocystis entraine
une augmentation de la perméabilité intestinale avec une modulation de 'expression de ZO-1
et des occludines (Mirza ef al, 2012; Nourtisson et al., 2016; Wu et al., 2014b, 2014a). Dans
notre étude, seule 'expression relative de 'occludine est significativement diminuée 30 jours
apres I'infection. Nous avons également évalué la perméabilité intestinale zz vzvo en amont de la
distension au jour 21 apres administration orale de Dextran FITC 4kDa (Figure 23). La
quantité de FITC Dextran dosée dans le sérum des animaux n’est pas modifiée entre nos deux
groupes. Ces résultats « contradictoires » dotvent étre confirmés par le dosage du FITC Dextran
dans le sérum a j30-31. Par ailleurs, nous nous sommes concentrés sur I’expression des genes
codant des protémes de jonctions serrées. La localisation des protéines des jonctions serrées

est a réaliser.

La couche de mucus est un autre composant majeur de la barriere intestinale. Blastocystis
produit de nombreuses protéases et notamment des protéases a cystéine pouvant dégrader la
mucine composant le mucus (Denoeud ¢z 4/, 2011). En effet, ces enzymes pourraient permettre
au parasite d’utiliser le mucus comme source de protéines et de glucides pour favoriser son
implantation. Iguchi ¢z a/, ont montré 'augmentation de la quantité de mucine neutre dans les
cellules caliciformes des rats infectés par Blastocystis (Iguchi ez al, 2009). Des travaux sont en
cours de réalisation au laboratoire par le Dr. Céline Nourrisson pour étudier 'impact de

Pinfection sur le mucus intestinal.
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Les données cliniques montrent que Blastocystis est retrouvé aussi bien chez les patients
atteints de SII-C et que ceux atteints de SII-D (Nouttisson ¢z al., 2014; Yakoob ez al., 2010). Les
résultats obtenus suggerent une altération de la barriere épithéliale chez les rats infectés,
cependant aucune donnée n’est disponible sur le transit des animaux en cas d’infection et nous
n’avons pas observé de modifications de la consistance des feces. Des tests complémentaires
au rouge carmin ou l'utilisation de billes introduites dans le rectum des animaux pourraient

apporter de nouvelles informations quant a la modulation du transit.

Comportement

L’axe cetrveau-intestin-microbiote permet une communication bidirectionnelle entre le
systeme nerveux central et I'environnement colique. De ce fait, les perturbations de I'un
entrainent des répercussions sur autre. La transmission des informations est complexe et fait
intervenir différentes voies: voie netveuse, voie endoctine, voie immunitaire et voie
métabolique. Dans ce contexte, des comorbidités telles que I'anxiété et la dépression sont
fréquemment associées aux douleurs abdominales (Fond ez 4/, 2014; Shah ez al., 2014). Dans le
cadre de ma these, le laboratoire s’est équipé d’un nouveau systeme de vidéo tracking
(Phenotyper ® de la société Noldus) qui permet une analyse globale du comportement de
I'animal. Dans un premier temps, nous n’avons pas mis en ¢évidence de perturbations de la
locomotion chez nos animaux infectés. Cependant, la fréquence de toilettage ainsi que les
comportements relatifs a I'exploration de I'animal (Suzffing et Rearing) sont réduits chez les
animaux infectés. Ces trois comportements peuvent traduire un comportement anxio-dépressif
chez 'animal. En effet, la dimmution de la fréquence de toilettage a été associée positivement
a de la dépression (Morettt ef al, 2012; Rosa et al., 2014). De plus, les comportements dit
d’explorations ont été corrélés a de I'anxiété (Crumeyrolle-Arias ez al, 2014; Garabadu et
Krishnamurthy, 2014). Il faut noter également que le redressement des animaux peut étre
¢galement un indicateur de douleur (Cho ez a/, 2013). Par la suite nous avons confirmé nos
hypothéses par T'utilisation de tests permettant de mesurer anxiété (EPM) et la dépression
(I'ST) chez 'animal. De maniere intéressante le comportement anxieux a été corrélé a THSVC.
Ces résultats suggerent donc une altération de I'axe cerveau-intestin-microbiote chez les rats
infectés. Les données obtenues pour les concentrations d’AGCC fécaux nous ont permis

d’émettre différentes hypothéses (voir la partie microbiote mtestinal).
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Un déficit de la mémoire spatio-visuelle a été caractérisé chez les patients SII (Kennedy ez
al., 2014a). Dans cette étude, la mémorisation des animaux n’a été pas évaluée. En complément
des analyses de la composante émotionnelle, la caractérisation de la composante cognitive (test

du labyrinthe en Y par exemple) devra etre réalisée par la suite.

Microbiome intestinal

I est mamtenant admis que le microbiome intestinal est un acteur clé dans la
physiopathologie du SII (Enck et Mazurak, 2018a). De plus, de récentes études ont montré que
les individus porteurs de Blastocystis présentaient une dysbiose intestinale (Nieves-Ramirez ez al,
2018; Nourrisson ef al., 2014; O’Brien Andersen ef al., 2016). Nos résultats corroborent les
résultats obtenus en clinique puisqu’une dysbiose intestinale a j30-31 a été caractérisée chez les
animaux infectés. Cette dysbiose se caractérise par une augmentation de la richesse bactérienne
et d’'une diminution du ratio Firmicutes/ Bacteroidetes. 11 faut noter que moins de 250 CFU ont été
administrés a chaque rat et analyse du séquencage de I'inoculum a révélé 63% de irmicutes ce
qui n’explique donc pas laugmentation des Bacteroidetes chez les animaux infectés.
L’augmentation de la richesse bactérienne est souvent associée, a tort, a un bénéfice pour
I'organisme, cependant, les infections parasitaires (Ascaris par exemple) sont généralement
associées a une augmentation de la richesse bactérienne (Lee ez 4/, 2014b). Par ailleurs, la
modification du ratio Firmicutes/ Bacteroidetes est un bon indicateur d’une dysbiose. Son
augmentation ou sa diminution a été rapportée chez le SII (Rodifno-Janeiro ez a/., 2018). Par la
suite, analyse taxonomique a révélé la modification de I'abondance relative de six genres
bactériens lors de I'infection. I’augmentation de I'abondance relative du genre Bacreroides a été
corrélée a THSVC. Dans la Iittérature, I'abondance relative augmentée du genre Bacterozdes a été
décrite chez les patients atteints de SII (Pozuelo ez al., 2015). De plus ce genre bactérien a été
associé a THSVC (Aguilera ez a/, 2015; Eutamene ez a/,, 2017). En parallele, la diminution de
I'abondance relative des Unclassified Clostridiaceae, bactéries productrices d’AGCC, a été
corrélée a THSVC. Récemment, une étude a montré que les taux I’AGCC étaient diminués
chez les individus porteurs de Blastocystis (Nieves-Ramirez ez al., 2018). Comme décrit en
clinique, nous avons retrouvé une diminution significative des quantités d’acétate et de
propionate et une tendance pour le butyrate dans les feces des animaux infectés. La diminution
des quantités d’AGCC fécaux a été corrélée a différents genres bactériens et notamment a

I'augmentation de I'abondance relative du genre Oscllospira corroborant les résultats décrits
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chez les porteurs du parasite (Nieves-Ramirez ez al, 2018). Les AGCC sont impliqués dans le
maintien de ’homéostasie intestinale mais également dans la voie de communication de 'axe
intestin-cerveau (Rooks et Garrett, 2016a). Dans ce contexte on peut imaginer que la réduction
des taux ’AGCC fécaux peut, d’'une part, conduire a I'altération de la barriere épithéliale et
donc expliquer la réduction de lexpression des occludines et, d’autre part, avoir des
répercussions au niveau central et notamment sur le comportement anxio-dépressif. En effet,
le butyrate possede des effets antidépresseurs »iz I'inhibition des histones désacétylases.
Lorsque du sodium butyrate est injecté dans la circulation sanguine, une acétylation transitoire
des histones est observée dans le cortex frontal et hippocampe en association avec une
augmentation de 'expression de BDNF, dont le lien avec la dépression a été montré (Schroeder
et al., 2007). Dans ce contexte, 'administration ’AGCC ou de bactéries productrices ’AGCC
(Feacalibacterium prausnitizii) chez les rats infectés pourrait alors réduire d’'une part THSVC par
la restauration de la barriere épithéliale mais également réduire le comportement anxio-

dépressif.

De nombreuses études ont mis en évidence une augmentation de Pactivité protéasique
chez les patients SII et notamment des protéases a sérine qui peuvent conduire au
développement d'une HSVC (Cenac ez a/, 2007). Les études réalisées au laboratoire ont
¢galement montré que Blastocystzs peut produire des protéases a sérine suggérant leur implication
dans THSVC. Nous avons observé une augmentation de l'activité des protéases a sérine dans
les feces des animaux mfectés. Cette augmentation a été corrélée, d’une part, au genre des
Bacteroides et, d’autre part, a la famulle des §24-7 suggérant 'implication également du microbiote
mntestinal dans 'activité de ces protéases. Les protéases a sérine sont capables de cliver les
récepteurs PAR exprimés sur les FAP conduisant a la mise en place d’un message douloureux.
Ainsi, nous avons analysé I'expression de ces récepteurs au niveau colique (Figure 24A). Nous
n’avons pas observé de modifications de I'expression des PAR-2 entre les deux groupes.
Néanmoins, ces récepteurs sont exprimés au niveau de FAP mais également sur un grand
nombre de cellules telles que les entérocytes ou les cellules immunitaires. Une
compartimentation est donc nécessaire afin d’évaluer leur expression sur les différents types

cellulaires.

Suite a nos observations, nous avons émis hypothése que 'augmentation de 'activité des
protéases a sérine pouvait conduire au développement d'une HSVC chez les animaux infectés.

Afin d’évaluer 'implication des sérines protéases dans I'activation des FAP conduisant a une
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HSVC, des expérimentions d’imagerie calcique sur des neurones de ganglions spinaux (DRG)
sont actuellement en cours au laboratoire. Les surnageants de feces de rats controles (SN
CTRL) etinfectés (SN INF) sont perfusés sur les neurones en culture qui ont été préalablement
incubés avec du FURA-2 (sonde fluorescente capable de lier le Ca?" intracellulaire libre).
Lorsque les neurones sont activés, la concentration intracellulaire de Ca?* augmente et on
observe une augmentation de la fluorescence. Les résultats préliminaires montrent une
augmentation du nombre de neurones répondant aux SN INF en comparaison aux SN CTRL.
Pour évaluer I'implication des protéases a sérine dans cette activation, un inhibiteur de

protéases sera utilisé afin d’inhiber I'activation neuronale.

Le FUT-175, un inhibiteur de protéases décrit dans la littérature (Cenac ez al., 2007), a été
¢galement utilisé 7z vivo de maniere aiglie afin de réduire lactivité des sérines protéases et de
voir si nous pouvions réduire THSVC. Pour cela, nous avons évalué la sensibilité des animaux
4 semaines PI, puis nous avons injecté le FUT-175 a 10mg/kg en sous-cutanée et nous avons
réalisé a nouveau trois rampes de distension pour les plus fortes pressions a 30, 60 et 120
minutes post-injection. Nous n’avons pas observé de réduction de la sensibilité des animaux,
en revanche, une sensibilisation des animaux controles ou infectés a été observée (Figure 24B).
Ces résultats préliminaires amenent de nouvelles questions. En effet, I'injection en sous-cutanée
permet-elle d’inhiber les protéases a sérine présentes dans la lumiere colique ? Est-ce qu'une
administration aigie suffit-elle a réduire FTHSVC ? De nouvelles mvestigations sont donc
nécessaires afin d’évaluer si la vole d’administration ainsi que la chronicité du traitement
peuvent réduire THSVC en cas d’infection par Blastocystis. Par ailleurs, nous n’avons pas encore
déterminé la provenance des protéases a sérine. Celles-ci peuvent étre produites par 'hote, le
parasite mais également le microbiote mtestinal. Des investigations complémentaires sont

nécessaires pour répondre a cette question.

Tous nos résultats suggerent une implication importante du microbiote intestinal dans le
développement d’'une HSVC chez les animaux mnfectés par Blastocystis ST4. Afin d’évaluer son
role, des expérimentations de TMI ont ¢été réalisées. Les féces des rats controles et
hypersensibles (et donc infectés) ont été collectées a j30-31 et conservées a -80°C. En parallele,
des rats conventionnels ont été traités durant 5 jours avec un cocktail d’antibiotiques 1X,
administré iz ’eau de boisson, composé de vancomycine (0,5mg/ml), amoxicilline-clavulanate
(1mg/ml), céfotaxime (Img/ml), cloxacilline (Img/ml). Un gavage quotidien a été réalisé avec

un cocktail 2 3X en présence de métronidazole (10mg/ml). Chaque jour les feces des rats traités
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aux antibiotiques ont été collectées et ¢talées sur gélose LB afin d’évaluer la déplétion du
microbiote intestinal. Apres arrét du traitement a j5, les rats ont été mis pendant 24 heures
sous Movicol (laxatif osmotique) afin d’éliminer les bactéries mortes présentes dans le tractus
digestif. A j0, les rats ont recu le pool de feces de rats controles (FMT CTRL) ou le pool de
feces de rats hypersensibles (FMT HS). Chaque semaine les feces des rats ont été récoltées pour
vérifier 'absence de colonisation des rats par le parasite afin de pouvoir conclure sur 'impact
de la dysbiose bactérienne dans THSVC. Les animaux n’étant pas infectés, le test de distension
colorectale a été réalisé a 2, 4 et 6 semaines post-inoculation. Les résultats montrés sont ceux
obtenus a 4 semaines, a noter que le méme type de réponse a été obtenu pour les deux autres
temps. Nous n’avons pas réussi a mettre en évidence que le microbiote intestinal de rats infectés
conduit au développement d'une HSVC apres transfert (Figure 25). De manicre intéressante,
la réponse des rats traités controles (FMT CTRL) est élevée en comparaison a des rats
conventionnels controles suggérant que le traitement antibiotique a lui-méme augmenté la
sensibilité colique des animaux (Aguilera ez 2/, 2015). Ainsi, les différences de sensibilité entre
les deux groupes pourraient avoir été atténuées par le traitement antibiotique. L’utilisation
d’animaux axéniques pourrait permettre de s’affranchir des effets des antibiotiques. Néanmoins,
les animaux axéniques présentent des inconvénients puisqu’il est maintenant bien caractérisé
que le systeme nerveux entérique ainsi que le systeme mmmunitaire de ces animaux ne sont pas
matures (Collins ez a/., 2014; Hooper ez al., 2012; De Vadder ez al, 2018). On ne peut également
pas exclure que le moyen de conservation des feces n’a pas permis de préserver tous les genres
bactériens et donc que les bactéries impliquées dans PHSVC n’ont pas été transférées. Des
analyses par qPCR ciblant ces groupes bactériens nous permettraient de répondre a cette
hypothese. Par ailleurs, lorsqu’on regarde les recommandations européennes pour la TMFE,
I'utilisation de glycérol 10% pour la conservation des selles est recommandée (Cammarota et
al., 2017). Ainsi, l]a méme expérience a été réalisée avec des feces qui ont été conservées dans
du glycérol 10%. Cependant, le glycérol 10% a permis de conserver la viabilité du parasite et
donc son implantation apres transfert. Ainsi nous n’avons pas pu conclure sur 'implication de

la dysbiose intestinale suite a I'infection par Blastocystzs dans la genese de THSVC.
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Une autre possibilité pour répondre a cette hypothese serait 'utilisation de sourts. En effet,
les expériences que nous avons menées montrent que la souris semblre résistante a I'infection
pat Blastocystis. Le transfert de microbiote fécal (conservation dans le glycérol 10%) de rats
controles ou de rats infectés chez des soutis axéniques ou traitées aux antibiotiques permettrait
d’évaluer si le microbiote est responsable de THSVC. Néanmoins, le risque du transfert de
microbiote, d’une espéce a une autre, est que le microbiote de I'espéce receveuse soit dominant

sur le microbiote de I'espece donneuse.

Dans un premier temps nous avons voulu transférer THSVC d’un rat a un autre va le
microbiote. Nous pouvons envisager également d’utiliser la TMFE afin de réduire THSVC. En
effet, apres infection et donc induction de THSVC chez le rat, nous pourtions transférer la flore
de départ de chaque rat afin de réduire les symptoémes. L'utilisation d’un traitement antibiotique
serait alors nécessaire afin d’éliminer le parasite. Néanmoins, nous avons pu constater, dune
part, que les traitements antibiotiques favorisaient une HSVC et, d’autre part, que le parasite
peut présenter des résistances aux antibiotiques et il s’avere que le ST4 utilisé est notamment

résistant au métronidazole.

Autres sous-types

Notre étude s’est centrée sur le ST4 qui est tres répandu en Europe et qui est fortement
prévalent chez le rongeur. Néanmoins, le ST3 reste le ST le plus fréquemment retrouvé chez
I’Homme. De ce fait, nous avons évalué I'impact du ST3 sur la perméabilité mtestinale et la
distension colorectale. Comme décrit pour le ST4, nous avons mis en évidence une HSVC a
j30-31 en l'absence d’une augmentation de la perméabilité intestinale a j21 (Figure 26). La
sensibilité colique des animaux a été également évaluée plus précocement et plus tardivement,
2 j14 et j42. Dans les deux cas, les animaux infectés présentaient une HSVC. Les deux isolats
humains utilisés durant ma theése ont induit une HSVC chez les animaux infectés, or I'étude
d’Hussein e 2/, montre bien que tous les ST's n’ont pas la méme virulence (Hussein ez 2/, 2008).
Afin de faire une analyse comparative entre le ST4 et le ST3, 'inflammation, le comportement

ainsi que la dysbiose associée au ST3 doivent étre caractérisés.
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Co-infection

Une infection multiple ou co-infection par différents parasites est fréquente (Viney et
Graham, 2013). Des interactions positives ou négatives peuvent subsister entre les différents
parasites lors d’une co-infection. Par ailleurs il n’est pas rare de rencontrer Blastocystis en
association avec d’autres parasites (Ramirez ez al, 2017). De plus, les études montrent un effet
synergique entre Blastocystis et d’autres protozoaires intestinaux (Arribas ez al, 2001; Shah ez al.,
2012; Young et Yeo, 2014) notamment Endolimax nana considéré comme non pathogene
(Poulsen et Stensvold, 2016). Nous avons eu Popportunité d’accéder a des selles de patients
présentant Blastocystis ST4 et Entamoeba colz, une amibe non pathogene fréquente du tube digestif
de 'Homme. Nous avons appliqué notre protocole de purification afin d’isoler ces deux
parasites et chaque rat a recu par voie orale 10> kystes de ST4 avec un nombre indéterminé

d’ Entamoeba coll.

Comme précédemment, la perméabilité intestinale et la sensibilité colique ont été évaluées
a j21 et 128 PI, respectivement. De méme que pour une infection simple a Blastocystis, les
animaux co-infectés présentent une HSVC a j28 PI (Figure 27A). Le test de distension
colorectale a également été réalisé a 8 semaines PI et comme pour la 4™ semaine PI, les
animaux Infectés présentaient une HSVC suggérant que celle-ci perdure dans le temps. De
maniere intéressante, la perméabilité intestinale est quant a elle augmentée a j21 PI chez les rats
infectés, ce qui n’était pas le cas avec une simple infection par Blastocystis ST4 (Figure 27B)
suggérant qu’Entamoeba coli pourrait étre a I'origine de cet effet. Néanmoins, Entamoeba coli est
décrite comme non pathogene est donc 1l est peu probable que cette amibe puisse a elle seule
modifier la perméabilité intestinale. On peut alors émettre 'hypotheése qu’Entamoeba coli
potentialise Ueffet de Blastocystis sur la perméabilité intestinale. Cependant, il sera nécessaire par
la suite d’avoir un groupe de rats infectés seulement par cette souche afin de répondre a ce

questionnement.

La composition du microbiote a été analysée par séquencage Illumina a jO et j28 PIL
Comme précédemment une dysbiose intestinale a été caractérisée suite a la co-infection
(Figure 27C). Cependant, I'analyse taxonomique a révélé des différences entre les deux
groupes des le jO. Afin de s’affranchir de leffet cage nous avons soustrait les valeurs
d’abondance relative du jO au j28 pour chaque animal. I.’abondance relative de six genres
bactériens est modifiée significativement : Unclassified Clostridiaceae, Unclassified Clostridiales,

Lactobacillus, Unclassified YS2, Unclassified S24-7 et Prevote/la. On remarque que la dysbiose

163



associée a cette co-infection differe de celle associée a Blastoeystis seul. Cependant, on retrouve
dans les deux cas une augmentation significative de 'abondance relative de la famille des §24-
7. De manicre intéressante, on observe une augmentation de 'abondance relative du genre
Prevotella qui a été décrite récemment comme un facteur de risque dans le développement d'un
SIT (Su ez al, 2018). Parallelement, on observe une diminution de 'abondance relative des
Lactobacillus ce qui est largement décrit également chez les patients SII (Rodino-Janeiro ez a/,

2018).

Ces données prélimmaires quant a une co-infection parasitaire suggerent un effet
synergique entre Blastocystis et Entamoeba coli. Une quantification du nombre de kystes
&’ Entamoeba coli ainsi qu’un groupe d’animaux infectés seulement par ce parasite est nécessaire

pour déterminer si les effets associés a I'infection par Blastocystis sont potentialisés.
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Conclusion générale

Ce travail de these a permis dans un premier temps la mise en place d’un nouveau modele
de SII d’origine infectieuse chez le rat mettant en jeu une infection parasitaire par Blastocystis.
Nous avons ensuite caractérisé les perturbations intestinales mais également centrales associées
a cette infection. Dans ce modele, THSVC, couplée 2 un comportement anxio-dépressif, est
associée a une dysbiose intestinale caractérisée par des modifications de la composition du
microbiote mais également de son métabolome. Différentes hypotheses ont été apportées
quant a I'implication de cette dysbiose dans le développement de 'HSVC. Des travaux
préliminaires ont été réalisés au laboratoire afin de répondre a chacune d’elles néanmoins des

mnvestigations complémentaires sont nécessaires.

L’ensemble de ces travaux a donc permis d’apporter de nouvelles informations quant aux
mécanismes physiopathologiques liés a I'infection par Blastocystis. 11 faut garder a esprit qu’il
existe un nombre important de patients asymptomatiques porteurs de Blastocystis qui peut
s’expliquer par des variations de virulence inter et intra-sous-type mais également par les
facteurs propres a ’hote. Dans cette étude, nous avons été en mesure de montrer que certains
1solats humains sont capables d’induire des perturbations intestinales et centrales chez 'animal.
Récemment, une étude a remis en cause les recommandations européennes pour la TMF qui
place Blastocystzs dans la liste des pathogenes a rechercher. On ne peut exclure que la variation
de virulence d’'un ST soit due aux facteurs propres a chaque individu. Il semble nécessaire de
rechercher ce parasite chez les patients présentant certains troubles intestinaux. La
problématique suivante est de savoir si le traitement antiparasitaire sera bénéfique pour 'hote.
En effet, les traitements actuellement utilisés ne sont pas spécifiques et peuvent altérer le
microbiote et favoriser le développement des symptomes. De plus, Blastocystis peut présenter
de multiples résistances aux antibiotiques. La complexité réside amnsi dans I'absence de

diagnostic mais également dans le traitement de I'infection.
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Partie D : Annexe




Notions d’écologie

1. Richesse, abondance, diversité, composition : définitions

La structure d’une communauté microbienne peut étre définie selon sa richesse, 'abondance

de ses membres, sa diversité et sa composition.

La richesse bactérienne correspond au nombre de taxa présents dans un
environnement/échantillon, déterminé a pattir des regroupements de séquences en unités
taxonomiques opérationnelles (OTUs). Les OTUs sont des regroupements d’mndividus de
meéme famille, genre, espece ou souche bactérien(ne)s sile pourcentage d’identité des séquences

est supérieur ou égal a 90%, 95%, 97% et 99%, respectivement

I’abondance correspond au nombre d’'individus pour un(e) phylum, classe, ordre, famille,

genre, espece, souche donné(e).

La diversité correspond a I'association entre la richesse et 'abondance des especes dans un

environnement.

La composition correspond a I'identité de chacun des membres de la communauté. Elle est
déterminée grice a 'alignement des séquences obtenues lors du séquencage avec des banques

de données qui permettent 'attribution d’'une OTU a chaque séquence.

2. o-diversité

L’o-diversité est la diversité locale, mesurée au sein d’un échantillon donné, et correspond
au nombre d’especes qui cohabitent dans ce dernier. I’a-diversité peut étre décrite grace a des
estimateurs de la richesse (courbes de raréfaction et indice Chaol) et des estimateurs de la
diversité (indices de Shannon et Simpson) ou encore par des estimateurs de la richesse

phylogénétique.

Les courbes de raréfaction représentent le nombre cumulé d’OTUs pour chaque
¢chantillon en fonction du nombre de séquences étudiées. Cette représentation permet une
visualisation rapide du niveau de richesse microbienne entre différents échantillons. L’indice
Chaol correspond quant a lut au nombre d’especes estimé a partir de celles observées une ou

deux fois.

Les indices de Shannon et Simpson sont des indices statistiques prenant en compte la

richesse et 'abondance des especes dans un échantillon. Ils permettent d’étudier 'équitabilité
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de la communauté correspondant a I'évaluation du degré de régularité de la répartition du
nombre d’individus par espéce. L’indice de Shannon permet de mesurer la répartition des
différents individus au sein des différentes populations. Cet indice estime I'incertitude dans la
capacit¢ de prédire lidentité du prochain individu sélectionné aléatoirement dans une
communauté. L’indice de Simpson estime la probabilité de choisir aléatoirement deux individus
d’une communauté comme étant deux especes différentes. Plus la diversité est grande, plus ces

indices sont faibles.

La diversité phylogénétique prend en considération la phylogénie des individus pour
estimer la diversité au sein d’un arbre de phylogénie et prend en compte la distance entre les

branches

3. B-diversité

La B-diversité correspond aux variations de composition entre différents échantillons. Cette
diversité est étudiée et représentée grace a des matrices de dissimilarité (Bray et Curtis)/distance

Unifrac, des modeles d’ordination et des classifications hiérarchiques.

Les matrices de dissimilarité/distance permettent d’ordonner et de clustériser visuellement
la composition des communautés. Ces analyses sont le plus fréquemment effectuées grace au
calcul de I'indice de dissimilarité de Bray et Curtis, un indice qualitatif non-phylogénique et des
distances UniFrac. Les distances UniFrac correspondent aux distances entre les communautés
microbiennes pour lesquelles les mformations phylogénétiques sont disponibles. La distance
UniFrac entre une communauté A et une communauté B est définie selon la fraction de
branches de l'arbre phylogénétique qui mene aux membres de la communauté A ou de la
communauté B mais pas aux deux communautés. Cette mesure correspond a la distance
UniFrac non-pondérée (Unweighted Unil'rac) et prend donc en considération uniquement la
présence ou 'absence des OTUs dans la communauté. I’abondance des OTUs est en revanche
prise en compte dans la mesure de la distance Unil'rac pondérée (Weighted Unilirac)

(Fukuyama ez al., 2012).

Ces matrices de distance peuvent ensuite étre représentées selon des modeles d’ordination :
analyse en coordonnées principales (PCoA) ou cadrage multidimensionnel non-métrique
(NMDS) ou selon des classifications hiérarchiques (UGPMA : Unweighted Pair Group Method

with Arithmetic mean) qui transforment la matrice de distance en arbre enraciné.
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Mise en place d’un modele animal d’infection par Blastocystis: Répercussions sur
la sensibilité colique, le comportement et le microbiote intestinal

Les douleurs abdominales chroniques, souvent associ¢es a une hypersensibilité viscérale
d’origine colique (HSVC), sont 'un des symptomes majeurs constatés lors du syndrome de
I'intestin irritable (SII). Le SII est une colopathie chronique fonctionnelle touchant environ 11%
de la population mondiale et altérant significativement la qualité de vie des patients. I.’étiologie
multifactorielle de cette pathologie rend la physiopathologie complexe. Les gastroentérites
infectieuses ont été décrites comme 'un des facteurs de risque dans le développement du SII-post-
mnfectieux (SII-PI). Le SII-PI survient en effet dans 4 a 31% des cas suite a une gastroentérite aigtie
d’origine bactérienne, virale ou parasitaire. Ces infections peuvent avoir de nombreuses
répercussions et en particulier sur Iintégrité de la barriere épithéliale intestinale, le systeme
immunitaire ou encore sur le microbiote intestinal. Par ailleurs, suite a une infection parasitaire, le
risque de développer un SII est de 40% contre seulement 14% suite a une infection bactérienne.

Blastocystis est le parasite intestinal le plus fréquemment retrouvé chez "'Homme. Néanmoins,
malgré de récentes études épidémiologiques rapportant une plus forte prévalence de ce parasite
chez les patients atteints de SII, son role en santé humaine reste débattu. De plus, d’autres études
rapportent que les individus porteurs de ce parasite présentent des douleurs abdominales et sont
atteints d’une dysbiose intestinale. Actuellement, 'absence d’'un modele animal d’infection par
Blastocystis reproductible ne permet pas d’¢tudier les mécanismes physiopathologiques liés a
Pinfection et donc d’explorer la contribution éventuelle de ce parasite dans le SII.

Les objectifs de ce travail de these étaient tout d’abord de mettre en place un modele murin
d’infection expérimentale par Blastocystis pour dans un deuxieme temps évaluer si ce parasite est
capable d’induire une HSVC et une dysbiose intestinale avec Pobjectif d’établir un nouveau modele
de SII d’origine infectieuse chez le rat. Pour répondre au premier objectif, le pouvoir infectieux de
différents sous-types et différentes formes du parasite (formes vacuolaires ou kystes), 1solés de
cultures axéniques ou purifiés a partir de selles de patients et d’animaux a ¢été évalué chez des
animaux de laboratoire (rats et souris). Nous avons ainsi réusst a établir un modele reproductible
d’infection chronique par Blastocystis chez le rat de laboratoire a 'aide de kystes purifiés a partir de
selles humaines. I’utilisation de ce modele 7 vivo, nous a permis de mettre en évidence que le sous-
type 4 (ST4) de Blastocystis induit une HSVC sans origine inflammatoire chez les rats
expérimentalement infectés. De plus, les animaux développent un comportement type anxio-
dépressif corrélé a THSVC. La dysbiose intestinale associée a I'infection se caractérise par une
augmentation de la richesse bactérienne et une diminution du ratio Fimmicutes/ Bacteroidetes. Pax
ailleurs, nous avons corrélé THSVC a 'augmentation de 'abondance relative du genre Bacreroides et
la diminution de 'abondance relative de la famille des Clostridiaceae, bactéries productrices d’acides
gras a chaine courte (AGCC). Une diminution des taux d’AGCC fécaux a d’ailleurs été constatée
chez les rats infectés. De plus, nous avons mis en évidence une augmentation de l'activité de

protéases a sérine dans les feces des animaux infectés pouvant expliquer THSVC.

Ces données suggerent qu’une infection gastro-intestinale par Blastocystis serait associée a une
hypersensibilité¢ viscérale d’origine colique (HSVC) et a un déséquilibre de la flore intestinale
(dysbiose). Ainsi, ce nouveau modele d’infection pourrait étre un bon modele de SII d’origine
mnfectieuse et pourrait donc contribuer a un meilleur diagnostic et au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour des pathologies chroniques de I'intestin chez certains individus.



