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Le microbiote fongique
et les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin

a pathogenése des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

(MICI) est multifactorielle, impliquant notamment la génétique et
I'environnement. Un des aspects aujourd’hui intensivement analysés pour
comprendre l'apparition et le développement des MICI est I'étude de la
population microbienne (microbiote) colonisant le tractus digestif des
patients ; et notamment des déséquilibres au sein de ce microbiote
(dysbiose).

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe ou coexistent, en plus de
la population bactérienne largement majoritaire, des virus, des bactériopha-
ges et des cellules eucaryotes dont des champignons. Les équilibres entre ces
sous-populations sont tres peu étudiés et on ne connait donc pas aujourd’hui
les conséquences que pourraient avoir leur rupture sur I’homéostasie
intestinale. L'importance de I'équilibre entre des populations bactériennes
pro- et anti-inflammatoires au sein du microbiote a été clairement mise en
évidence [1]. Une fois cette homéostasie rompue, les conséquences sur le
tractus gastro-intestinal (TGI) sont diverses et peuvent notamment conduire a
une réponse immune exacerbée et a une inflammation intestinale ou extra-
intestinale. Ces phénomenes sont ainsi observés dans les MICI comme la
maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH), mais aussi
possiblement dans des maladies dysimmunitaires extra-intestinales comme la
polyarthrite rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante, la sclérose en
plaques ou le diabéte de type 1 [2].

Ainsi, si une population microbienne spécifique est altérée, I'équilibre est
rompu et le microbiote tend a évoluer vers un autre état de stabilité, des
populations minoritaires peuvent prendre le dessus, influencant fortement
I'hnoméostasie intestinale. Ces phénomeénes ont déja été relativement bien
décrits au sein de la population procaryote (bactérienne), mais les consé-
quences d’'une dysbiose sur la population des micro-organismes eucaryotes
(particulierement les champignons) ont été négligées alors qu’elles pourraient
s'avérer tout aussi importantes.

#H Les conséquences d’une dysbiose sur la population des micro-
organismes eucaryotes (particulierement les champignons) ont été
négligées alors qu’elles pourraient s’avérer tout aussiimportantes NI

Les premieres donnéessuggérant I'influence des champignons ou a minima de
I'existence de modifications du microbiote fongique lors des MICl datent de la
fin desannées 1990 quand il a été observé que chez des patients atteins de MC,
le taux sérique d'anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) était plus
élevé que chez des sujets sains. Ainsi, des analyses sérologiques montrent que
les taux d’ASCA positif peut atteindre plus de 60 % chez les patients atteints
de MC et seulement 8-10 % chez des sujets sains ou chez les patients atteints
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deRCH, ce quien afaitd'ailleurs un outil de diagnostic différentiel entre MC et
RCH (avec I'utilisation des anticorps anti-cytoplasmes des polynucléaires —
ANCA). Ensuite, une autre observation convaincante d’une action possible des
champignons sur I'homéostasie intestinale est I'effet reconnu empiriquement
puis caractérisé scientifiquement de la levure Saccharomyces boulardii sur
I'inflammation et la phase de récupération [3]. Diverses études indépendantes
menées in vitro et in vivo chez I’'animal ont montré comment cette levure
pouvait modifier la cicatrisation de I’épithélium, la circulation de cellules
immunitaires, la production d’interleukines dans un processus aux effets
globalement anti-inflammatoires [3]. Les molécules responsables de ces effets
de S. boulardii sur I'h6te n'ont pas été identifiées a ce jour et, malheureu-
sement, les essais cliniques chez les patients atteints de MICI n‘ont pour
I'instant pas été convaincants. On peut ajouter qu’un autre champignon
(commensal - pathogéne opportuniste) Candida albicans a lui, en modéles
murins, des effets pro-inflammatoires et que cette méme inflammation
favorise son développement, créant ainsi un cercle vicieux [3]. Toutes ces
données suggeérent qu’a titre individuel les champignons peuvent agir sur
I'homéostasie intestinale. Qu’en est-il si I'on s’intéresse plus globalement a la
population fongique ?

A1 Plusieurs champignons ont montré une influence sur I'inflam-
mation intestinale NI

Les recherches sur la diversité et les fonctions possibles de la population
fongique dans le TGl se sont diversifiées, ce qui permet d’avancer des réponses
a cette question. Deux types d'approches ont été menées : (i) des approches
descriptives profitant du bond en avant technique effectué ces dix derniéres
années permettant la description de microbiotes complexes ; (ii) des approches
plus fonctionnelles visant a comprendre le réle de l'immunité dans les
interactions avec le microbiote fongique. Concernant cette derniére approche,
deux travaux publiés récemment décrivent I'implication de deux composants
de la méme voie de signalisation du systéme immunitaire inné : DECTIN1 (ou C-
type lectin domain family 7 — CLEC7A) et la Caspase recruitement domain-
containing protein 9 (CARD9). Dectin1 est un récepteur reconnaissant les
sucres de la paroi des champignons et Card9 intégre les signaux de différents
récepteurs dont Dectin1 pour I'activation de la réponse Th1 et Th17
permettant la riposte a une agression extérieure, particulierement fongique.
Or, dans ces deux études qui s'intéressent au phénotype de souris invalidées
(KO) pour Dectin1 ou Card?9, il a été observé un microbiote fécal perturbé avec
notamment une augmentation de la charge fongique. L'expérience montre
dans ces deux modeles que dans ces conditions la susceptibilité a I'inflamma-
tion chimiquement induite (au dextran sodium sulfate — DSS) est augmentée
et, de maniére encore plus intéressante, qu'un traitement antifongique
permet une réduction de I'hypersensibilité a I'inflammation induite par le DSS
[4, 5]. Ces effets sont néanmoins complexes car une troisieme étude suggere
que les effets observés dépendent du microbiote fongique présent a I'état
basal chez les souris. Ainsi, le phénotype varie en fonction de la présence ou de
I'absence de champignons pathogenes opportunistes [6]. Enfin, |'effet
délétere des anticorps anti-IL17 (sécukinumab) dans la MC [7] suggére
également un réle potentiel du microbiote fongique car cette cytokine est
I'une des plus importantes dans la réponse immune aux champignons.

M1 A linstar des bactéries, les champignons interagissent fortement
avec le systéme immunitaire NI

Sans réduire l'inflammation a la seule action des champignons, ces résultats
suggérent que ceux-ci, au méme titre que les bactéries, ont un réle dans le
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développement de l'inflammation, directement ou indirectement, via les
bactéries ou leurs effets sur les cellules de I'héte.

La combinaison de I'apport des technologies de séquencages avec I'augmen-
tation des banques d'échantillons récoltées de cohortes de patients atteints de
MICI a permis non seulement de décrire avec de plus en plus de précision la
population microbienne (bactéries comme champignons) dans diverses niches
du corps humain, mais aussi de les corréler avec des données de physiopa-
thologie. On peut illustrer cela avec deux publications trés récentes de notre
groupe caractérisant le microbiote bactérien et fongique chez des patients
atteints d’'une MICI.

Une premiére étude s’est intéressée au microbiote associé a la muqueuse
intestinale chez des patients atteints de la MC [8]. Techniquement, il a fallu
extraire I’ADN microbien associé aux biopsies, permettant ainsi d’accéder a la
population des micro-organismes associée a la muqueuse. Les populations
bactériennes et fongiques ont été suivies grace a I'analyse des séquences 16S
pour les bactéries et ITS2 pour les champignons. L'échantillonnage de patients
méme de taille réduite (23 atteints de la MC et 10 sujets sains) a permis de
montrer qu'il y avait un déséquilibre de la population associée aux muqueuses
chez les patients atteints de la MC comparativement aux sujets sains, pour les
bactéries comme pour les champignons. On observait en particulier une baisse
du phylum des Ascomycetes au profit des Basidiomycetes (les deux groupes
principaux de champignons du microbiote intestinal) chez les patients. Il est a
noter qu'en dépit d'une augmentation significative de la charge fongique
dans les muqueuses entre sujets sains et patients en phase d’inflammation, il
n'y avait pas de grande différence de diversité. Une étude plus approfondie a
permis de mettre en évidence par des analyses statistiques que certains genres
étaient plus souvent associés a la MC : Candida glabrata, Malassezia globosa et
des Cystofilobasidiales. De maniére trés intéressante, chez des patients en
phase aigué d’inflammation, entre zone enflammée et zone non enflammée,
des différences de population fongique étaient visibles, ce qui n’était pas le cas
pour le microbiote bactérien, suggérant des modifications plus fines du
microbiote fongique en fonction des conditions environnementales.

A partir de la cohorte de patients de I'h6pital Saint-Antoine, nous avons réalisé
récemment la premiére étude a grande échelle du microbiote fongique par
séquencage haut débit de féces de patients atteints de MICI [9]. 235 patients
ont ainsi été intégrés dans cette étude, accompagnés de 38 sujets sains.
L'extraction d’ADN des feces a fourni une masse inégalée jusqu’ici de données
pour I'analyse de la diversité des microbiotes portés par ces sujets. Il a ainsi été
montré pour la premiére fois que I’équilibre entre les souches de champignons
chez les sujets sains était perturbé chez des patients atteints de MICI. Comme
pour les bactéries, une population (les Ascomycetes) était réduite au profil
d’une autre (les Basidiomycetes), ce qui est un résultat d'ailleurs identique a
celui observé chez les populations associées aux muqueuses chez les patients
atteints de MC. En ciblant différents champignons modeéles dans ces
échantillons, il a été observé que, globalement, la levure S. cerevisiae était
en quantité plus réduite chez les patients atteints de MICI, et qu’au contraire,
la concentration de C. albicans était augmentée. Une analyse plus fine au sein
des MICl a montré que le microbiote fongique est relativement différent entre
MC et RCH : chez les patients atteints de RCH, la diversité fongique baisse
fortement alors qu’elle est quasiment stable chez les patients atteints de MC.
Une analyse par corrélation suggére que les interactions entre bactéries et
champignons sont réduites au cours de la MC alors qu’elles sont plutot
augmentées au cours de la RCH. Dans une étude récente ciblant ces
interactions entre bactéries et champignons dans I'inflammation intestinale,
nous avons pu montrer que les Enterobacteriaceae (une famille de bactéries
comprenant notamment Escherichia coli) jouaient un réle majeur dans les
effets pro- ou anti-inflammatoires des champignons dans I'intestin [10]. Ces
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résultats s'ajoutent a d'autres données soulignant le réle crucial que peuvent
jouer ces interactions inter-régnes, et ouvrent un pan majeur de recherche
dans I"étude du microbiote intestinal.

Ces données apportent des résultats originaux confirmant le réle potentiel des
champignons dans I’écosystéme complexe qu’est le microbiote intestinal et
potentiellement dans la pathogenése des MICI. La composante fongique doit
donc étre prise en compte dans les travaux sur le microbiote. Ainsi, on peut
imaginer qu‘a c6té du microbiote bactérien le microbiote fongique pourrait
devenir une cible thérapeutique dans les MICI.

A1 L'équilibre du microbiote fongique chez les patients atteints
de MICI est perturbé IN
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