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Introduction générale

Le cancer est un probleme de santé publiqgue majeur, trés répondu et extrémement
dévastateur en termes de pathologies humaines, présentant une gamme polyvalente de
caractéristiques cliniques. Il est considéré comme 1’une des causes principales de décés dans

le monde entier avec environ 10 millions de déceés estimés en 2020 (WHO, 2022).

En Algérie, selon les statistiques du ministére de la santé, environs 47 050 nouveaux cas de
cancer ont été enregistrés en 2022, le cancer du sein constitue la tumeur maligne la plus
rencontrée chez les femmes, suivi du cancer colorectal, et les cancers des poumons suivis du

le cancer colorectal et du cancer de la prostate pour les hommes (AFRO.WHO, 2023).

Le corps humain abrite une communauté microbienne complexe qui constitue un véritable
écosysteme. L'ensemble des communautés microbiennes (bactéries, archées, virus,
champignons et protozoaires) trouvees dans un environnement spécifique (par exemple un
site anatomique particulier ou un organisme entier) constitue le microbiote, anciennement
appelé microflore. Ces communautés microbiennes ont co-évolué avec nos cellules et tissus
sous forme d'interactions mutualistes au cours des millénaires et sont donc essentielles a
notre survie (Denis et al., 2016). Le microbiote le plus grand et le plus diversifié réside dans
I’intestin, qui constitue I'nabitat d'une grande variété de micro-organismes dont les bactéries

sont les principales espéces (Qin et al., 2010).

Chaque personne posséde une flore intestinal unique, car de nombreux facteurs influencent
son développement et sa composition. Dés la naissance, avec les premiéres expositions de
I'enfant & son environnement (allaitement, alimentation, etc.), des micro-organismes
externes envahissent le tube digestif. Cette colonisation peut avoir des conséquences

importantes sur la santé tout au long de la vie (Backhed et al., 2015).

Le microbiote intestinal constitue un véritable « organe métabolique » aux multiples
fonctions, jouant un role indispensable dans le bien-étre et la santé, mais lorsque sa
composition est déséquilibrée ou considérablement altérée (dysbiose), il peut déclencher des
inflammations locales et systemiques néfastes ou des maladies organiques, comme le cancer
par exemple. Des rapports récents suggérent que la dysbiose augmente avec l'age, le
microbiote intestinal des personnes agées s‘enrichissant en bactéries commensales pro-

inflammatoires au dépens des microbes bénéfiques (Ragonnaud et al., 2021).

Ces dernieres années, de nombreuses études ont exploré la flore intestinale chez les patients

cancéreux, ainsi que le réle potentiel et la capacité des especes bactériennes de provoquer
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divers types de cancer, a titre d’exemple : le cancer gastrique (Chmiela et al., 2017),

colorectal (Wang et al., 2012) et les tumeurs cérébrales (Jiang et al., 2022).

Ces données ont constitué la motivation principale pour entreprendre une étude de la
diversite bactérienne intestinale chez les patients atteints de cancer et de définir les espéces
les plus abondantes. Pour cet objectif, nous avons choisi des patients hospitalisés au niveau
du service oncologie du CHU de Bejaia. En suivant la méme idée des études précédentes,
nous avons comparé entre le microbiote fécal des personnes atteintes de divers types de
cancer avec celui des personnes saines, afin de répondre a la problématique suivante :
Existe-t-il un lien entre le microbiote et le cancer et quelle est la différence entre le
microbiote des personnes cancéreuses et les personnes saines ? Ainsi, notre travail est

structuré comme suit :

+ Une synthése bibliographique sur le cancer, le microbiote intestinal, ainsi que le lien
entre les deux.
+ Une partie pratique qui relate :
(1) La collecte des échantillons chez les populations étudiees
(2) L’étude bactériologique et comparaison

(3) L’identification des genres bactériens
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Chapitre [ Cancer

Chapitre I : Cancer
I. Definition et généralites:
Un cancer est provoqué par la transformation et la division incontrolée d’une cellule
initialement normale dont les programmes de signalisation et de métabolisme sont altérés,
on parle alors de dysfonctionnement. Celle-ci se multiplie et en produit d’autres anormales
qui se développent de maniére anarchique. Ces derniéres finissent par former des masses
appelées tumeurs malignes ou cancéreuses. Cette prolifération est d’abord locale, mais peut

se propager dans d’autres tissus ou organes ; Ce processus est appelé métastase (Upadhyay,

2020 ; INCa, 2016).

Cette maladie est multifactorielle dont I’apparition dépend d’un ensemble de facteurs
génétiques et environnementaux qui sont impliqués également dans I’hétérogénéité tumorale

(Azevedo et al., 2020).

Il.  Types de cancer:

I1.1. Cancer du sein:

Le cancer du sein (BC, pour breast cancer) est la tumeur maligne la plus fréquente. Elle
représente plus du tiers de I'ensemble des nouveaux cas et demeure la principale cause de
mortalité chez les femmes. Environs 2,3 millions de cas de cancer du sein et 658 000 déces
par ce cancer ont été enregistrés en 2020 (WHO, 2021). C’est une maladie qui se développe
dans les lobules, les trompes ou le tissu conjonctif qui constituent la glande mammaire (Park
et al., 2022).

Cette tumeur constitue un groupe disparate de prolifération cellulaire dites néoplasique, qui
différérent a plusieurs égards. Les différents types de cancer du sein sont classés selon les
cellules desquelles ils se forment. Les plus fréguents sont des adénocarcinomes, ils naissent
le plus souvent a partir des cellules des canaux et rarement a partir des cellules des lobules.
La classification histologique de Scraff, Blomm et Richardson (SBR), permet de déterminer

le degré d’agressivité de la tumeur (Dufour et al., 2009).

Le cancer du sein est une maladie multifactorielle attribuable a de nombreux facteurs de
risque contribuant a 1’initiation et la croissance tumorale. Un age agrandissant (plus de
40ans) et le sexe féminin sont les premiers de ces facteurs. Environs 0,5 a 1% des cancers

du sein se développent chez des hommes. En outre, il peut également étre associe a des

4



Chapitre [ Cancer

antécédents familiaux ou gynécologiques (traitement hormonal post-ménopause) (WHO,
2021). Moins de 10% des cancers du sein sont attribués a des mutation génétiques
héréditaires (Rojas et Stuckey, 2016) ; les plus importantes d’Entres elles sont présentes
dans les génes BRCAL et BRCA2 (Murthy et Muggia, 2019). En plus de la génétique, des
facteurs environnementaux tels que I’influence des micro-organisme pourraient étre associé
au développement de certains cancers, les composants bactériens, leurs produits et

métabolites interagissent avec le tissus sensible (Alizadehmohajer et al., 2020).
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Figure n° 01 : Types de cancer canalaire.

I1.2. Cancer de la Thyroide:

Le cancer de la thyroide (TC pour thyroid cancer) représente actuellement le cancer
endocrinien le plus courant et sa prévalence a considérablement augmenté au cours des
dernieres décennies. Cependant, cette incidence accrue peut étre attribuée a un surdiagnostic

des nodules thyroidiens, et a des facteurs environnementaux (Kitahara et Sosa, 2016).

Le cancer de la thyroide est une tumeur maligne des cellules parenchymateuses de la
thyroide. Le parenchyme thyroidien se compose de deux principaux types de cellules, les
cellules folliculaires thyroidiennes qui donnent lieu au cancer différencié de la thyroide
(DTC) et les cellules parafolliculaires ou Ce qui donnent lieu au carcinome médullaire de la
Thyroide (MTC) (Lee et al., 2022). Les DTC comprennent le carcinome papillaire de la

Thyroide (PTC), le carcinome folliculaire (FTC) et le carcinome a cellules de Hurthle, et



Chapitre [ Cancer

représentent 90 a 95 % de toutes les tumeurs malignes de la thyroide. Le MTC représente
environ 1 a 2 % et le carcinome anaplasique de la thyroide représente moins de 1 % de tous

les cancers de la thyroide (Noone et al., 2017).

I1.3. Tumeurs du tube digestif:
I1.3.1. Cancer gastrique :

Le cancer gastrique (CG) ou cancer de 1’estomac est un cancer assez courant, responsable
de plus de 1,09 million de cas et pres de 765 000 déces estimeés en 2020 (WHO, 2022). Soit
1 déces sur 13, ce qui fait du cancer gastrique la cinquiéme cause de déces liée au cancer
(Sung et al., 2021). Le cancer de lI'estomac est généralement rare chez les adultes de moins
de 50 ans, son incidence augmente avec I'age et atteint un plateau entre 55 et 80 ans. En
moyenne, les hommes sont deux a trois fois plus susceptibles de développer un cancer de

I'estomac que les femmes (Bray et al., 2018 ; Luo et al., 2017).

La classification du GC la plus populaire est la classification Lauren. Selon cette division,
deux sous-types de GC sont représentés : intestinal et diffus (Lauren, 1965). lls présentent
des caractéristiques distinctes, notamment des caractéristiques cliniques, génétiques,
morphologiques, épidémiologiques et les propriétes d'extension. Cette division a également
une influence sur la prise de décision chirurgicale concernant I'étendue de la gastrectomie
(Machlowska et al., 2020).

Plusieurs facteurs génétiques et environnementaux contribuent au développement et a la
progression du cancer gastrique, principalement I’alimentation, 1’obésité, le reflux gastro-
cesophagien, la consommation d’alcool et le tabagisme. Ce cancer peut étre également
attribu¢ a des infections bactériennes telles que I’infection a Helicobacter pylori considérée
comme la principale cause du cancer gastrique, ou virales comme le virus d Epstein-barr
(EBV) (Thrift et EI-Serag, 2020 ; Machlowska et al., 2020).

I1.3.2. Cancer colorectal :
Le cancer colorectal (CCR) est le troisieme cancer le plus fréquemment diagnostiqué et la

deuxiéme cause de déces par cancer dans le monde, Au total 1,93 million nouveaux cas et
916 000 déces ont été enregistrés en 2020 (WHO,2022). Le cancer colorectal est le terme
général utilisé pour le cancer du c6lon, du rectum et de I’anus (Xu et al., 2020). Il s’agit dans

la majorité des cas d'adénocarcinome intestinal qui se développe a partir de la muqueuse.
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Parmi ceux-ci, 60 % impliquent le rectum ou le sigmoide, et 25 % impliquent le c6lon droit
(Dufour et al., 2009).

Plusieurs facteurs liés a 1'alimentation et au mode de vie ont été impliqués dans I’apparition
du cancer colorectal (Song et Chan, 2019). Les maladies inflammatoires telles que la
rectocolite hémorragique et la maladie de Crohn présentent également un risqué mais de
facon moins importante. De plus, les antéceédents familiaux jouent un réle majeur dans le
développement du CCR ; la polypose adénomateuse familiale assoiciée a une mutation du
géne APC ou du gene MYH peut provoquer le cancer CCR, ainsi que le syndrome de lynch
lié¢ a une mutation dans les geénes de réparation de I’ADN (MLH1/MSH2/MSH6) (Scotté et
al., 2008).

I1.4. Tumeurs cérébrales:

Les cancers du cerveau et du systéme nerveux central (SNC) représentent 1,7 % du nombre
total de nouveaux cas de cancer, soit 308 102 nouveaux cas Diagnostiqués en 2020 (WCRF,
2022). Selon le rapport statistique CBTRUS : Environ 29,1 % de toutes les tumeurs
cérébrales et autres tumeurs du SNC étaient malignes et 70,9 % étaient bénignes. Prés de 83
029 déces ont été attribués a des tumeurs cérébrales malignes et a d’autres tumeurs du SNC

(Ostrom et al., 2021).

Une tumeur cérébrale est une masse anormale issue d’une multiplication accrue de cellules
accumulées au niveau du cerveau, qui peut étre de nature bénigne ou maligne. Ces tumeurs
cérébrales peuvent affecter directement les fonctions physiques, émotionnelles et cognitives,
selon leur localisation (Jiang et al., 2022). Deux principaux types de tumeurs cérébrales sont

a distinguer :

e Lestumeurs primitives, dites « essentielles » qui proviennent des cellules du cerveau
ou d’autres structures cérébrales adjacentes. La tumeur primitive maligne la plus
fréquente est le glioblastome (49,1 %), et la tumeur non maligne est le méningiome
(54,5 %) (Ostrom et al., 2021).

e Lestumeurs secondaires, dites « métastases »se développent dans une autre zone ou
organe du corps et se propagent au cerveau telles que le cancer du sein, du poumon

ou de la thyroide. Elles sont beaucoup plus fréquentes (Goldman, 2021).
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Figure n° 02 : Tumeurs cérébrales les plus fréquentes.

I1.4.1. Méningiome :

Les méningiomes sont généralement bénins mais peuvent réapparaitre apres leur ablation.
IIs sont plus fréquents chez les femmes (Ostrom et al., 2021), et surviennent généralement
entre 40 et 60 ans mais peuvent également apparaitre chez les enfants. Ces tumeurs
n'envahissent pas directement le cerveau, mais peuvent comprimer le cerveau ou les nerfs

créniens, et/ou bloquer I'absorption du liquide céphalo-rachidien (Goldman, 2021).

Les localisations les plus fréquentes sont le parasagittal, la convexité latérale, les ailes du
sphénoide, la fosse antérieure pres du nerf olfactif, la région sellaire et la fosse postérieure
pres du foramen magnum (Uduma et al., 2013). Un facteur environnemental et/ou iatrogene
important est I'effet des rayonnements ionisants sur la région de la téte et du cou (Hortobagyi
et al., 2016).

I11. Diagnostic:
Le diagnostic des ou d’un cancer est établi devant des symptdmes d’alerte. Cette définition

s’oppose avec le dépistage, qui a pour but la découverte de tumeurs en 1’absence de
symptomes. Le diagnostic est le résultat d’une synthése des données de I’anamnése,
dimagerie et d’examen clinique. En régle générale, presque tous les cas nécessitent un

examen anatomo-pathologique (Scotté et al., 2008).
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Les valeurs anormales indiquées dans les résultats de laboratoire peuvent étre liées a la
présence d’un cancer, pour cela un bilan est fortement recommandé. Il comprend différents
tests tels que la formule sanguine compléte, taux de créatinine, d’électrolytes, ou bien les
marqueurs biologiques tumoraux qui sont des molécules produites par les cellules
cancéreuses ou par la réaction de 1’hdte au cancer (Cancer-antigene 15-3 pour le cancer du
sein, et la thyrocalcitonine pour le cancer de la thyroide médullaire, Cancer-antigéne 19-9
pour le cancer du coOlon).La méthode d’imagerie radiologique permet également de
confirmer la présence d'un cancer et détermine le meilleur endroit pour prélever un
échantillon pour une biopsie ; par exemple la mammographie et 1I’échographie mammaire
sont les examens de référence pour le sein, 1’échographie et 1’écho-endoscopie pour le
rectum, et le scanner abdomino-pelvienne pour le bilan d’extension du cancer gastrique, et
I’imagerie par résonances magnétiques IRM pour les tumeurs cérébrales).Pour des examens
anatomo-pathologiques, il est possible de réaliser des biopsies qui permettent d’étudier le
type histologique. Les examens endoscopiques sont utiles pour les organes creux tels que la
fibroscopie considérée comme un examen clef pour le cancer de 1’estomac et la coloscopie

pour le cancer colorectal (Scotté et al., 2008 ; Wilkinson, 2021).

IV. Traitement:
Tous les patients atteints d'un type de cancer, malgré leur diversité génétique, recoivent

généralement des plans de traitement similaires. (Upadhyay, 2020). Dans la plupart des cas,
le plan reste limité a la résection chirurgicale, a la chimiothérapie ciblée, a la radiothérapie,
a I'normonothérapie et a I'immunothérapie moderne, selon leur complexité, leur stade et leur

localisation (Palumbo et al., 2013).

La chirurgie du cancer est en effet le traitement le plus ancien et le plus radicale des tumeurs

solides. Il existe différents types de chirurgie tels que : la chirurgie digestive (gastrectomie

Majeure/totale) et la chirurgie mammaire (mastectomie totale), et un autre type de chirurgie
qui est le curage ou le prélevement ganglionnaire, pour les tumeurs ganglionnaires telles que
la thyroide. L'hormonothérapie joue également un réle important dans le traitement du
cancer. En inhibant la prolifération tumorale, le cancer du sein fait partie des tumeurs

sensibles a I'normonothérapie (Scotté et al., 2008).

L’immunothérapie et les thérapies ciblées semblent avoir des avantages considérables en

délivrant des effets inhibiteurs de croissance ou cytotoxiques d'une maniére plus spécifique
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aux cellules (Palumbo et al., 2013). L'immunothérapie consiste a stimuler le systéeme
immunitaire pour attaquer les cellules tumorales qui ont échappé aux mécanismes de
défense, et il existe deux types de thérapie biologique : I'immunothérapie non specifique

(interférons/cytokines) et la thérapie ciblée (anticorps monoclonaux) (Scotté et al., 2008).

La chimiothérapie cytotoxique conventionnelle a un rdle important dans la prise en charge
des patients diagnostiqués avec un cancer, mais l'utilisation de ces agents est clairement
associée a des toxicités a long terme chez les survivants a long terme (Palumbo et al., 2013).
Elle est utilisée sous la forme d’association de plusieurs drogues, administrées pour la

plupart d’entre elles par voie intraveineuse ou par voie orale (Scotté et al., 2008).

L'ablation chirurgicale des parties affectées du corps ou de fortes doses de médicaments
chimio thérapeutiques et de radiations a haute énergie peut entrainer une défiguration
physique, avec une immunité affaiblie et une perte de poids qui s'ensuit. Tous ces facteurs
travaillent ensemble pour influencer la psychologie des patients avec la plus grande volonté
(Upadhyay, 2020)
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Chapitre I1I : Microbiote intestinal

I. Définition et généralites :

A lorigine, le terme microbiote était destiné a décrire la communauté écologique des
symbiotes, des commensaux et des micro-organismes pathogenes vivant dans le corps
humain (Stitaya Sirisinha, 2016). La flore intestinale, ou connu sous le nom de « microbiote
intestinal », se compose de trillions (Ley et al., 2006) de micro-organismes qui peuplent nos
intestins, tels que des bactéries, des virus, des champignons et méme des parasites. Bien que
la quantité de bactéries dans l'intestin humain dépasse d'un facteur dix le nombre de cellules
humaines, plusieurs mécanismes permettent a ces microbes de coloniser et de survivre au
sein de I’héte dans une relation mutuelle. Le microbiote intestinal humain a Co évolué avec
les humains pour établir une relation symbiotique qui a abouti a une homéostasie
physiologique (Mondot et al., 2013). Chacun individu possede un microbiote unique,
comme une empreinte digitale (Ley et al.,2006).

Le microbiote intestinal contient environ 10'* de bactéries avec 500 a 1000 espéces
différentes, dont la plupart résident au niveau du colon. La structure et la biodiversité du
microbiote intestinal varient fortement selon le niveau anatomique du tractus gastro-
intestinal. En particulier, le nombre de bactéries variait de l'cesophage au gros intestin, avec
101 a 1012 bactéries par gramme (ce dernier contenant environ 70 % du microbiote humain).
Ce gradient de densité bactérienne est également proportionnel a l'augmentation du pH, a la

diminution de la tension d'O2 et une baisse de la vitesse du transit (Denis et al., 2016)

(Esophage (pH < 4) 10'-107 bactéries/g
Streptococcus, Prevotella, Veillonella

Estomac (pH = 2-5) 10°~10° bactéries/g

Flore ingérée en transit

Helicobacter pylori +++

Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella, Enterococcus

Cdlon (pH = 5-7) 10°~10" bactéries/g
Transit trés lent, anaérobiose +++
500-1000 espéces différentes
5 phyla principaux (voir Tableau 2.2) :
- Firmicutes
- Bacteroidetes
- Actinobacteria
- Proteobacteria
- Verrumicrobia

Jéjunum (pH = 7-9) 10-10° bactéries/g
Flore ingérée en transit, transit rapide
Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella, Enterococcus

lléon (pH = 7-8) 10°~10° bactéries/g

Flore ingérée en transit, transit plus lent

Bacteroides, Clostridium, Streptococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Enterobactericeae

Figure n° 03 : Caractéristiques physiologiques et microbiotes associés des différentes
niches écologiques du tube digestif (Denis et al.,2016).
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1. Composition du microbiote intestinal :

Les microbes intestinaux sont divisés en anaérobies, anaérobies facultatifs et aérobies. Les
bactéries anaérobies sont les bacteéries intestinales les plus courantes (Sommer et al., 2013).
Ces bactéries sont principalement distribuées dans le c6lon et l'intestin gréle distal. La
plupart des bactéries vivent a la surface de la muqueuse intestinale. Ils adherent a la surface
des cellules épithéliales intestinales et finissent par former une couche de biofilm bactérien
qui affecte le métabolisme des nutriments intestinaux, la perméabilité intestinale et la
fonction du systéme immunitaire intestinal (Sheng et al., 2018). Le microbiote est représenté
a 95% par 5 Phyla bactériens : Flrmicutes et Bacteriodetes sont dominants tandis que

Actinobacteria, Proteobacteria et VVerrumicrobia sont sous-dominants (Denis et al., 2016).

Tableau I : Phyla et genres bactériens du microbiote intestinal humain (Denis et al.,
2016).

Firmicutes Ruminococcus (R. albus, R. flavefaciens, R. gnavus, R. torque)
Coprococcus (C. eutactus)
Anaerotruncus (A. colihominis)
Clostridium (C. coccoides, C. hylemonae, C. methylpentosum)
Eubacterium (E. rectale)
Lactobacillus
Butyrivibrio (B. crossotus)
Faecalibacterium (F. prausnitzii)
Roseburia (R. intestinalis)
Veillonella
Streptococcus
Entercoccus

Bacteriodetes  Bactéroides (B. uniformis, B. thetaiotaomicron)
Prevotella (P. copri)
Xylanibacter

Actinobacteria Collinsella
Atopobium
Bifidobacterium

Proteobacteria Escherichia (E. coli)
Desulfovibrio
Helicobacter (H. pylori)

Verrumicrobia Akkermansia

Selon le réle au sein de I'hote, le microbiote intestinal peut étre divisé en trois catégories. La

premiére categorie comprend les bactéries physiologiques qui vivent en symbiose avec leurs

12
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hotes. Ils adherent aux cellules épithéliales des muqueuses profondes et sont pour la plupart
des bactéries anaérobies. Ils constituent le microbiote intestinal majeur (Bifidobacteria,
Bacteroides, Peptococcus, etc.) et jouent un role important dans la nutrition et la régulation
immunitaire. La deuxieme catégorie comprend les agents pathogénes conditionnels habitant
I'néte. Il s'agit principalement de bactéries aérobies facultatives et d'entérobactéries non
dominantes (telles que Enterococcus et Enterobacter). Ces microbes sont inoffensifs lorsque
I'équilibre micro écologique intestinal est maintenu, mais peuvent étre nocifs pour I'nomme
dans certaines conditions. La troisieme catégorie contient principalement des agents
pathogenes (tels que Proteus et Pseudomonas). Si I'écologie microbienne est équilibrée, la
colonisation a long terme par des agents pathogénes est rare, et ces microbes sont peu
nombreux et non pathogenes. Les changements dans l'intestin et I'environnement externe
entrainent une diminution du microbiote intestinal, entrainant un déséquilibre de la flore
conduisant & une augmentation des agents pathogénes ou des agents pathogénes opportuniste

au point de provoquer des maladies (Shen et al., 2018).

I11. Facteurs influencant I’évolution du microbiote intestinal :

Le développement du microbiote humain commence dés la naissance. Pendant la grossesse,
le feetus se trouve dans un environnement stérile. Cependant, au moment de la naissance, le
bébeé entre en contact avec les micro-organismes présents dans le canal de naissance de sa
meére et sa peau. Ces premiéres expositions jouent un role crucial dans la colonisation initiale
du microbiote, le microbiote maternel peut exercer un effet indirect sur le feetus par
I'intermédiaire de facteurs maternels tels que les réponses immunitaires maternelles ou les
métabolites microbiens qui traversent le placenta ou plus indirectement par l'intermeédiaire
de facteurs susceptibles d'influencer la programmation épigénétique chez le foetus tels que
l'alimentation, le stress ou l'exposition neuroendocriniens, qui affectent également le
microbiote maternel, de la sorte I’humain hérite du microbiote primordial de sa mere,
grands-meres et de la lignée matrilinaire, avec une transmission verticale microbienne

s'étendant jusqu'aux ancétres les plus anciens (Moeller et al., 2014).

Les premieres années de la vie sont essentielles pour le développement du microbiote
humain. Les facteurs tels que le mode daccouchement (voie basse ou césarienne),
l'allaitement maternel ou au biberon, l'environnement dans lequel I'enfant grandit,
I'exposition aux antibiotiques, et méme la présence danimaux domestiques, peuvent

influencer la composition et la diversité du microbiote. Les bactéries acquises pendant
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I'accouchement comprennent des bactéries lactiques qui digérent le lactose, et d'autres qui
utilisent des substrats indigestes pour les bébés (glycanes du lait indigestible connus sous le
nom de "glycans™), le lait contient également de l'urée et de I'oxalate, deux produits finaux
du métabolisme humain. Les glycans peuvent fagonner le microbiote intestinal du nourrisson
en particulier les especes de Bifidobacterium. Dans des conditions naturelles, le nouveau-né
et le microbiote se développent de maniere orchestrée sous l'effet nutritionnel,
immunologique, hormonal et prébiotique du lait maternel et sous sa pression sélective qui
fagonne les communautés microbiennes de l'intestin, dont les métabolites favorisent la
génération de cellules T régulatrices périphériques. Immédiatement aprés la naissance il
semble y avoir une diminution de la diversité alpha de l'intestin, reflétant probablement cette
pression sélective, et dés I'dge d'une semaine, la diversité alpha de l'intestin s'améliore, le
microbiote intestinal est déja trés similaire a celui d'un bébé d'un mois. Les molécules
bactériennes induisent également le tissu lymphoide associé a la muqueuse de l'intestin, par
I'intermédiaire des récepteurs de type Toll, et faconnent I'immunité intestinale médiée par

les cellules Th.

Apreés la fin de l'allaitement strict, la dentition commence, et le systeme gastro-intestinal du
bébé est mlr pour traiter les solides alimentaires qui atteignent les sites post-absorptifs et
apportent de nouveaux substrats. Ces solides modifient les conditions dans l'intestin,
sélectionnant les populations bactériennes ayant des activités métaboliques pertinentes. La
diversité microbienne de l'intestin augmente réguliérement jusqu'a I'age de 3 ans au moins,
une augmentation de la diversité qui peut refléter la diversité chimique accrue d'un régime
complexe et la maturation intestinale et immunitaire de I'hGte. La convergence des produits
métaboliques produits par le répertoire des microbes de I'écosystéme intestinal est un
exemple de redondance fonctionnelle. La redondance fonctionnelle est une caractéristique
du microbiote chez les adultes ce qui entraine une grande variabilité interindividuelle et,
surtout, une résilience accrue de I'écosysteme. La redondance augmente probablement avec
I'dge, du moins au cours des trois premieres années de la vie ce qui a des effets préjudiciables
sur la résilience qui régit les interactions métaboliques complexes (Dominguez-Bello et al.,
2019).

La consommation d'alcool peut également perturber I'équilibre du microbiote et peut avoir
des effets toxiques sur les cellules et endommager la muqueuse intestinale, ce qui entraine

une augmentation de la perméabilité. Cela permet notamment aux toxines, aux bactéries et

14



Chapitre 11 Microbiote intestinal

aux sous-produits métaboliques de passer a travers la paroi intestinale et d'entrer dans la

circulation sanguine, et donc provoquer une inflammation et une dysbiose.

Le tabagisme a aussi été associé a des altérations du microbiote intestinal car en effet les
fumeurs ont une composition du microbiote différente de celle des non-fumeurs, et ce a cause
des substances chimiques présentes dans la fumée de tabac, telles que les composés toxiques
et les métaux lourds par exemple le goudron, qui pourraient affecter la diversité bactérienne

et I'équilibre du microbiote.

Modulation du microbiote
Facteurs prénataux : Facteurs per-partum : Facteurs post-partum :
Placenta Mode d'accouchement Type d'allaitement
Antibiothérapie Age gestationnel Localisation géographique
Alimentation Antibiothérapie Entourage familial

Pathologie maternelle Interactions avec I'hote
Alimentation maternelle
Sevrage

Figure n° 04 : Modulation du microbiote intestinal (Milani et al., 2017).

IV. ROéle du microbiote intestinal :

Le microbiote humain remplit de nombreuses fonctions importantes pour la santé. Il
contribue a la digestion et a I'absorption des nutriments et aide notamment a décomposer les
aliments que nous consommons et a digérer les composés complexes tels que les fibres
alimentaires. Il produit des enzymes et des substances chimiques qui facilitent cette
digestion, ce qui nous permet d'extraire davantage de nutriments de notre alimentation. Le

microbiote est également impliqué dans le métabolisme des glucides, des lipides et des
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acides aminés certaines bactéries sont aussi capables de produire certaines vitamines
essentielles pour notre santé, comme la vitamine K et certaines vitamines du groupe B. De
plus, le microbiote est capable de produire des composés bioactifs tels que des acides gras a
chaine courte, qui ont des effets bénéfiques sur la santé intestinale et générale. En outre il
joue également un role clé dans le développement et la maturation du systeme immunitaire,
il aide a éduquer ce dernier en stimulant la production de cellules immunitaires et en régulant
les réponses inflammatoires. Un microbiote sain contribue a maintenir un equilibre
immunitaire approprié et a prévenir les réactions immunitaires inappropriees, telles que les
allergies et les maladies auto-immunes. En effet, il exerce une fonction de barriére contre les
pathogénes en occupant l'espace et en empéchant les micro-organismes nuisibles de se
développer. Les bonnes bactéries du microbiote entrent en compétition avec les pathogenes
pour les ressources et produisent des substances antimicrobiennes qui inhibent leur
croissance. Pour finir, de récentes études ont mis en évidence le lien entre le microbiote et
le cerveau, ce qui a conduit a I'émergence du concept de I'axe microbiote-intestin-cerveau.
Le microbiote influence la production de neurotransmetteurs et de molécules bioactives qui
peuvent affecter I’humeur, le comportement ainsi que les fonctions cognitives. Ainsi, apres
avoir établi le lien entre le microbiote et le systtme immunitaire, des altérations du
microbiote ont été associées a des troubles gastro-intestinaux tels que la maladie
inflammatoire de l'intestin, l'obésité, le diabéte de type 2, les maladies cardiovasculaires, les
allergies et méme certaines maladies neurologiques telles que la maladie d'Alzheimer
(Dominguez-Bello et al., 2019)

Modulation du g @

S'fstéme nerveux [t .'.I'M'L‘.El“\lﬂ'l'ﬂ.\.'ll Protedion co n.tre

central 'k ol o Lo | les pathogénes
_ _

Fermentation
de molécules

Ve Synthese
%?S:gsl?}é?,s K de vitamines
nutriments ' Fibre |
- —> Développement
s %ﬁ du systéme
Stockage i immuniataire

des graisses \’ Fabrication de nouveaux

vaisseaux sanguins dans l'intestin

Figure n° 05 : Roles du microbiote intestinal.
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Chapitre III : Lien entre le microbiote intestinal et le cancer

I. Généralites :

La relation entre le cancer et le microbiote est étroitement liée et complexe, en effet bien que
le cancer soit généralement attribué a des facteurs génétiques ou bien issus de facteurs
environnementaux, cependant les microorganismes sont impliqués dans environ 20 % des

tumeurs malignes humaines (Wong et al., 2019).

Les bactéries présentes sur les sites muqueux peuvent faire partie du microenvironnement
des tumeurs malignes du tractus aérodigestif, et les microbes intra tumoraux peuvent avoir
une fonction carcinogene indirecte en favorisant les déséquilibres dans la composition du
microbiote ou plus communément appelé dysbiose, engendrer 1’inflammation des
muqueuses, provoquer des troubles systématiques tels que les systémes immunitaire,
nerveux, respiratoire, digestif, hormonal et métabolique (Shvets et al., 2022), et affecter la

croissance et la propagation du cancer de diverses facons (Long et al., 2023).

Les barriéres de surface des muqueuses permettent une symbiose hdte-microbe, elles sont
sensibles aux agressions environnementales constantes et doivent se réparer rapidement pour
rétablir I'noméostasie. En contrepartie, le microbiote intestinal joue également un réle dans
la détoxification des composants alimentaires, la réduction de l'inflammation et le maintien

de I'équilibre dans la chaine alimentaire et la prolifération des cellules de I'n6te.

Néanmoins, I’enrichissement d'un microorganisme sur le site d'une tumeur ne signifie pas
que ce microbe est directement associé, et encore moins causal, au cancer, au contraire, les
microbes peuvent trouver la tension de l'oxygene ou les sources de carbone d'une tumeur
permissives et en tirer profit. La diminution de l'abondance de certaines bactéries peut
également accroitre le risque de développement d'un cancer chez un héte, que ce soit a

proximité ou a distance de la tumeur (Garrett, 2015).

Les facons dont le microbiote contribue a la cancérogenése, que ce soit en augmentant ou en

diminuant le risque pour I'nGte, se répartissent en trois grandes catégories :

e Modification de I'équilibre entre la prolifération et la mort des cellules de I'héte,

e Orientation ou modification de la fonction du systeme immunitaire,

e Influence du métabolisme des facteurs produits par I'néte, des aliments ingérés et des
produits pharmaceutiques.
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Les microbes sont également a l'origine de transformations en affectant la stabilité
génomique, 1’apoptose et la signalisation de la prolifération. De nombreuses bactéries ont
développé des mécanismes pour endommager I'ADN, afin de tuer leurs concurrents et de
survivre dans le monde microbien. Malheureusement, ces facteurs de défense bactériens
peuvent entrainer des mutations qui contribuent & la cancérogenése. A titre d’exemple, la
colibactine est apparue comme une molécule intéressante dans la carcinogenése colorectale,
étant donné la détection d'E. coli dans les cancers colorectaux humains, des données de plus
en plus nombreuse confirment egalement le role de Bacillus fragilis et Fusobacterium
nucleatum entérotoxinogéne dans les tumeurs du colon, ainsi qu’Helicobacter pylori associé
aux gastrites, carcinomes et aux lymphomes de I’estomac grace a leurs capacité de survivre
dans un dans un environnement acide et les types hautement oncogénes du papillomavirus
humain provoquent des tumeurs malignes du col de I'utérus, du vagin et de I'anus (Garrett,
2015).

Il. Lien entre le microbiote et le cancer de la tyroide :

Les maladies thyroidiennes et intestinales coexistent fréquemment, La thyroidite de
Hashimoto et la maladie de Graves sont les maladies thyroidiennes auto-immunes les plus
courantes et coexistent souvent avec la maladie cceliaque et cela peut s'expliquer par
I'endommagement de la barriére intestinale et I'augmentation de la perméabilité qui s'ensuit,
permettant aux antigénes de pénétrer dans I'organisme et d'activer le systéme immunitaire
ou d'avoir une réaction croisée avec les tissus extra-intestinaux. La dyshiose n'a pas
seulement été observée dans les ‘MTAI’ (maladies thyroidiennes auto-immunes), mais a
également été signalée dans le carcinome thyroidien ou I'on a observé un nombre accru de
souches bactériennes cancerigenes et inflammatoires. En outre, la composition du
microbiote intestinal a une influence sur la disponibilité des micronutriments essentiels tel
que l'iode, le fer et le cuivre qui sont essentiels a la synthése des hormones thyroidiennes, le
sélénium et le zinc sont aussi nécessaires a la conversion de T4 en T3, et la vitamine D qui

contribue & la régulation du systéme immunitaire (Knezevic et al., 2020).

I11. Lien entre le microbiote et le cancer du sein :

Le développement du cancer du sein dépend de la transformation de cellules saines en
cellules malignes, deux théories tentent d’expliquer ’apparition des cellules cancéreuses
dans le tissu mammaire : le modele stochastique (évolution clonale) et le modéle

hiérarchique (cellules souches cancéreuses) (11, 12), c’est-a-dire qu’une cellule cancéreuse
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mammaire se développe a cause d’une instabilité génétique qui provoque des modifications,
plus précisement des mutations séquentielles dans différents géenes essentiels a la regulation
de la cellule comme ceux impliqués dans la réparation de I’ADN, la prolifération et
I’apoptose. Les mutations peuvent se produire de fagon intrinséque lors de la réplication de
I’ADN des cellules en division qui cause parfois des erreurs aléatoires dans le génome (14).
Des facteurs extrinséques comme des infections virales, des substances chimiques ou des
radiations ont aussi une influence significative sur la promotion ou la réduction de
I’instabilité¢ génétique. La prolifération excessive des cellules dysfonctionnelles induit une
expansion clonale qui peut mener a I’établissement d’une masse cellulaire maligne (tumeur)
au sein du tissu mammaire. Il a été néanmoins prouve que les associations microbiennes du
lait maternel sont uniques et ne correspondent pas a celles de l'intestin de la femme, et de
nombreuses études suggerent I'existence d'un mécanisme sélectif spécial de transport
vertical, qui permet de représenter dans le microbiote du lait maternel les types de bactéries
provenant de l'intestin de la mére qui sont les plus bénéfique pour le bébé en développement.
Trois mécanismes physiologiques principaux de pénétration des micro-organismes dans le
sein sont actuellement envisagés : la colonisation des bactéries a partir du
microenvironnement de la peau, par le biais de la cavité buccale du nourrisson pendant
I'allaitement et en troisiéme lieu, le transport des bactéries des intestins de la femme vers le
sein (Shvets et al., 2022 ; Page, 2020).

IV. Lien entre le microbiote et Les tumeurs du tube digestif :

IV.1. Cancer de I’estomac :

La dysbiose, qui fait référence a des altérations compositionnelles et fonctionnelles du
microbiome intestinal, contribue au développement de divers états pathologiques tel que la
colonisation par Helicobacter pylori, provoguant une inflammation persistante et conduisant
a une gastrite, entrainant une tumeur maligne gastrique chez une partie des personnes
infectées. Une analyse plus approfondie a révélé que H. pylori favorise la tumorigénese par
I'activation de la voie de signalisation $-caténine.15. Inversement, I'éradication de H. pylori
diminue le risque de cancer gastrique chez les personnes infectées, ce qui confirme son réle

dans les premiers stades de la carcinogenése gastrique (Li et al., 2022).

IV.2. Cancer colorectal :
L'importance du microbiote dans l'initiation et la progression du cancer colorectal (CCR) est

de plus en plus reconnue, en effet les données provenant d'études épidémiologiques
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transversales ont permis de découvrir des taxons spécifiques et des facteurs bactériens tels
que les toxines et des bactéries dites oncomicrobes, telles que Escherichia coli exprimant la
Polykétide synthase (pks+), Bacteriodes fragilis entérotoxinogéne (ETBF) et fusobacterium
nucleatum (Fn) qui sont des anaérobies facultifs a Gram négatif tres épandus, mais pas trés
abondants dans le tractus gastro-intestinal distal et qui ont un réle dans le risque de
survenance ou de progression du cancer colorectal. L'altération de la fonction de barriere
peut permettre aux bactéries de pénétrer dans I'épithélium intestinal, ce qui permet la
transmission de toxines, ces toxines bactériennes, telles que la colistine produite par

Escherichia coli, potentialisent le cancer colorectal (Clay et al., 2022).

V. Lien entre le microbiote et les tumeurs cérébrales :

Le microbiome joue un rdle essentiel dans le maintien de I'homéostasie de I'h6te en régulant
plusieurs processus physiologiques importants, notamment le métabolisme des nutriments,
la maturation et la stimulation de I’angiogenése (Zmora et al., 2019), des preuves de plus
en plus nombreuses suggérent que les structures et les métabolites de la flore intestinale
pourraient étre des facteurs environnementaux importants dans plusieurs maladies cérébrales
par le biais d'une voie bidirectionnelle appelée lI'axe intestin-cerveau (Rutsch et al., 2020 ;
Morais et al., 2021). On souligne par exemple, la protéine emblématique de la maladie de
Parkinson, qui est générée par les bactéries intestinales et transportée vers le cerveau via le
nerf vague (Cryan et al., 2020). Des études épidémiologiques ont, en outre, démontrés que
la dysbiose dans l'activation micro gliale et les voies du métabolisme des acides aminés

pouvait étre déclenchée par une maladie de I'estomac (Li et al., 2022 ; Jiang et al., 2022).
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

Chapitre I : Matériel et méthodes

I. Description et objectif de I’étude :

Ce travail porte sur 1’étude comparative du microbiote fécal chez les patients atteints de
cancers, admis au CHU de Bejaia et de personnes saines. Le traitement des échantillons a
été effectue au sein du laboratoire de génie biologique des cancers de la faculté de médecine

a I’université Abderrahmane Mira, durant la période du 20 février au 20 mai 2023.

Il. Population étudiée :

L’étude a été menée sur une population de patients atteints de divers cancers et une
population de personnes saines comme groupe témoins. Une fiche de renseignements
détaillée a eté utilisée, aprés consentement et questionnement des patients ou de leurs gardes
malades. Les données collectées referment I’ensemble des informations épidémiologiques a
savoir ; 1’age, le sexe, la profession, le type de cancer, I’hospitalisation antérieure et
antécédents cliniques tels que la prise de traitements (antibiotique, anti-inflammatoire) ou
autres thérapies (chimiothérapie, antibiothérapie, radiothérapie et autres chirurgies).

Nous avons pu collecter 10 echantillons de personnes malades du CHU Khalil Amrane de
Bejaia, qui sont listés dans le tableau suivant :

Tableau II : Information patients.

Type de cancer  |Age| Sexe Autre maladie Traitement | Hospitalisation antérieure
Cancer de ’estomac | 39 | FEMME | psoriasis, hernie discale / /

Cancer du sein 53 | FEMME tyroide Cll_éc:‘\e;gindooxl, Mastectogz)igsen février
Cancer colorectal | 62 | FEMME Diabéte insuline 2020/2021
Cancer du rectum | 74 | HOMME / / /

Cancer du colon | 84 | FEMME | Insuffisance rénale / /
Cancer de la tyroide | 62 | FEMME / / 2022
Cancer de la tyroide | 66 | FEMME | Diabéte, hypertension / /
Tumeur cérébrale | 49 | FEMME / / /
Tumeur cérébrale | 50 | HOMME Goutte / interventiolnggghopédique
Tumeur cérébrale | 70 | FEMME / / /
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Nous avons également réussi a obtenir 10 échantillons au prés de personne saines de notre

entourage qui sont listés dans le tableau qui suit :

Tableau III : Information personnes saines.

Age Sexe Autre maladie Traitement Hospitalisation
antérieure

40 FEMME / / Covid 2022

43 FEMME / / /

47 FEMME diabete/ WPM / /

53 FEMME Hyper tension Xalaton Covid 2021

63 FEMME / / /

65 FEMME / / /

85 FEMME |Maladie cardiaque Xarelto mars-22

57 HOMME Sciatique /HD / /

59 HOMME / / Il'y a 10ans

70 HOMME / / /

I11. Echantillonnage :

Des pots de coprocultures stériles sont remis aux patients, aprés leur admission aux services,

en général la veille de leurs interventions, les instructions sont expliquées au méme moment

et la fiche de renseignement est remplie apres avoir eu 1’accord du patient.

Les pots sont récupérés le lendemain matin en toute discrétion, apres leur entrée au bloc

opératoire, ils sont alors mis au frais dans une glaciere prévue a cet effet et sont directement

acheminés au laboratoire ou ils sont ensuite verifiés, étiquetés et stockés au congélateur a -

20°C. L’étape de I’étiquetage comprend I’attribution d’un code propre a chaque échantillon,

le reliant a la fiche technique du patient. Les échantillons sont ainsi conservés jusqu’au

moment de ’utilisation.

IV. Etude bactériologiques :

Le matériel, les milieux de culture et les produits chimiques utilisés sont donnés en Annexe
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IV.1. Enrichissement sur le bouillon ceeur-cervelle BHI :

C'est un milieu de culture enrichi, non sélectif, hautement nutritif et tamponné qui favorise
la croissance d'une grande variété de micro-organismes qu'ils soient ou non exigeants,
aérobies ou anaérobies (levures ou moisissures) a partir d'échantillons cliniques ou non
cliniques. A I’aide de I’anse de platine nous avons prélevé environ 1 g de selle de chaque
échantillon, que I’on a mis en suspension dans 5 ml de bouillon BHI, puis homogénéisé les
préparations pendant quelques secondes a 1’aide d’un agitateur vortex. Dans une étuve, nous

avons laissé incuber a 37°C pendant 24/48h.

Figure n° 06 : Enrichissement dans le bouillon BHI.

IV.2. Ensemencement sur CHROMagar Orientation :

C’est un milieu de culture chromogene, non sélectif, qui a pour but 1’identification rapide
des agents pathogenes, et une détection plus facile des cultures polymicrobiennes. Il est
considéré comme un remplagant rentable, puisque son utilisation réduit considérablement le
besoin de sous culture et de tests de confirmations complémentaires (Manickam et al.,
2013).
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A TI’aide d’un ose d’inoculation stérile en plastique, nous avons prélevé une goutte de
suspension bactérienne et ensemencé en appliquant la technique des quadrants ou par
¢puisement, afin d’obtenir des colonies isolées, donc une culture pure des espeéces

bactériennes. Nous avons laissé incuber les boites dans 1’étuve a 37°C pendant 24h.

Figure n° 07 : Milieu de culture CHROMagar Orientation

IV.3. Repiquage et purification :

Le repiquage permet de séparer des souches bactériennes d’un échantillon aprés les avoir
sélectionné, puis les transféré sur un milieu frais ou elles continueront a croitre, afin
d’obtenir une culture pure et représentative de celles sélectionnées initialement. Dans des
conditions stériles, nous avons prélevé une colonie isolée et représentative de chaque souche,
puis I'étalé en stries sur une nouvelle boite de CHROMagar. Nous avons laissé incuber dans
I’étuve a 37°C pendant 24 h.
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Figure n° 08 : Repiquage des souches.

V. ldentification des genres bactériens :

V.1. Coloration de Gram :

La coloration de GRAM est la base de la taxonomie bactérienne (Bergey and Holt, 2000).
C’est une coloration différentielle qui permet de diviser les bactéries en deux groupes

distincts a savoir ; les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif.

V.2. Test de la catalase :

Le test de catalase est utilis¢é pour détecter la présence de 1’enzyme catalase par la
décomposition du peroxyde d’hydrogéne pour libérer de 1’oxygene et de I’eau comme le
montre la réaction suivante : 2 H202—2H20+02

» Laréaction de la catalase se manifeste par la formation rapide de bulles.

Nous avons prélevé a I’aide d’une pipette pasteur une colonie isolée, et déposé sur une lame

contenant une goutte d’eau oxygénée ; une effervescence indique la présence d’une catalase.
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V.3. Les galeries biochimiques (APi 20 E, APi staph, APi 20 strep) :
Les galeries biochimiques sont des galeries miniaturisées contenant 20 microtubes de tests
contenant du milieu déshydraté a utiliser avec des tables de lecture et une base de données
ou un logiciel d'identification.
- Les réactions générées lors de l'incubation entrainent des changements de couleur,
spontanés ou révélés par l'ajout de réactifs.
- Pour la préparation de la suspension bactérienne, nous avons suspendu quelques
colonies bien isolées a partir d’une culture jeune dans 4 ml d’eau physiologique.
- Puis nous avons reparti I’eau distillée dans les alvéoles au fond de la boite
d’incubation afin de créer une atmosphere humide et déposé la galerie.
- Ensuite a ’aide d’une micropipette nous avons rempli les microtubes avec la

suspension bactérienne.

+ Nous avons utilisé 3 types de galeries ; Api 20E, Api 20 strep, et Api staph qui suivent
les mémes étapes et conditions de réalisation.

- pour les tests CIT, VP et GEL, nous avons rempli tube et cupule,
- pour les autres tests, nous avons rempli uniqguement les tubes (et non les cupules),

- pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE afin de créer une anaérobiose nous

avons rempli leur cupule d'huile de paraffine.

Pour la galerie Api 20 Strep : dans la premiére partie de la galerie nous avons rempli les

tubes avec la suspension bactérienne, Et pour la deuxieme moitié (tests RIB a GLYG) nous
avons prélevé presque toute la culture restante et transféré dans une suspension d’API GP
medium. Apres 1’avoir bien homogénéisé, Nous avons reparti cette nouvelle suspension dans

les tubes de la deuxiéme moitié de la galerie.

+ Nous avons noté la référence de chaque souche sur la languette latérale de la boite

puis incubé les boites a 37° C pendant 18 a 24h.
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Figure n° 09 : Réalisation des galeries APi.
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Chapitre II : Résultats
I. Epidémiologie :
I.1. Répartition des patients selon le type de cancer :
Durant la période allant du 20 février au 20 mai, nous avons collecter des échantillons de
selles (coproculture) aupreés de patients du CHU Khalil Amrane de Bejaia, des patients qui
ont étes choisis par nos soins et selon le type de cancer par lesquels ils sont atteints. La

collecte des données et des informations des patients a été réalisé dans I’anonymat et le strict

respect des régles de 1’éthique et de la déontologie.

La répartition des patients par type de cancer est donnée dans la figure suivante (Figure n°
10)

Cancer du sein;
1/10; 10%

Tumeur cérébrale;

3/10; 30% Cancer de |'estomac;

1/10;10%
= Cancer du sein

= Cancer de 'estomac

= Cancer colorectal
Cancer colorectal;
Cancer du rectum
1/10; 10%
m Cancer du colon
= Cancer de la tyroide
Cancer de la tyroide;

= Tumeur cérébrale

Cancer du rectum;
1/10; 10%

2/10;20% Cancer du colon;
1/10;10%

Figure n° 10 : Diagramme circulaire montrant la répartition des patients par type de

cancer.

1.2. Répartition des patients selon le sexe et I’age :
Un apercu sur la répartition des patients est représenté dans le graphe suivant. Les patients

de sexe féminin sont les plus représentés et la moyenne d’age est de 65 ans.
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B Homme

m femme

Nombre de patients

140;50] 150;60] 160;70] 170;80] 180;90]

Catégorie d'age (Année)

Figure n° 11 : Diagramme en batons montrant la répartition des patients selon le sexe et

I’age.

Il. Espéce dominante:

Apres l'identification des différentes especes isolées, la diversité et la richesse des
échantillons patients et ttmoins ont été comparées pour vérifier si les flores des deux groupes
sont différentes. Afin de réaliser cette étude comparative, nous avons repertorié tous les

¢chantillons récupérés selon 1’espéce dominante en fonction des résultats de croissance sur

CHROMagar Orientation

Nous avons représenté les espéces dominantes des patients et celles des témoins en fonction
des résultats de croissance sur CHROMagar sur le graphe n°12 et le graphe n°13,

respectivement.

I1.1. Chez les patients :

Apres une analyse visuelle des cultures, Nous avons remarqué 1’abondance considérable du
germe Escherichia coli en comparaison avec le reste des souches apparentes. Les especes de
Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeroginosa arrivent en deuxieme position en terme

d’abondance chez les cancéreux.
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W Patients

Peudomonas  Klebsiella  Enterococcus Escherichia Streptococcus Pantoea spp
aeruginosa  pneumonae faecium coli

Nombre de témoins
\O = \M
[V} = L [ [a ]

=}

Espéces dominantes

Figure n° 12 : Diagramme en batons montrant les especes dominantes chez les patients.

I11.2. Chez les témoins :

Apres une analyse visuelle des cultures, nous avons remarqué 1’abondance considérable des
deux germes Klebsiella pneumonoiae et Enterococcus faecuim en comparaison avec le reste

des souches apparentes, cependant Escherichia coli arrive en troisieme position.

M temoins

Nombre de temoins
o = N
(9] = (9] N (2]

o

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Enterococcus faecium

Espéces dominantes

Figure n° 13 : Diagramme en batons montrant les especes dominantes chez les témoins.
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1.  Autres espéces moins dominantes :
Nous avons représenté les autres espéces des patients et celles des témoins en fonction des
résultats de croissance sur CHROMagar sur le graphe n°14 et le graphe n°15,

respectivement.

I11.1. Chez les patients :

Lors de I’analyse visuelle des cultures des personnes malades, nous avons observé la
diversité des souches presentes dans ces échantillons, ces nombreuses souches persistent
néanmoins peu présentes face a Escherichia coli.

D’autre part une grande diversité est également observée, avec principalement 8 espéces au

total.

W patients

Mombre de patients

1
, W HE B B B

Enterococcus  Micrococcus  Staphylococcus Escherichiacoli Klebsiella  Staphylococcus Streptococcus Kocuria
faecuim spp cohni pneumoniae xylosus spp varians/rosea

Autres espéces

Figure n° 14 : Diagramme en batons montrant les autres espéces chez les patients.

111 2. Chez les témoins :

Apres une analyse visuelle des cultures, nous avons remarqué que malgré la présence du
germe Escherichia coli dans la plupart des échantillons, cette espéce reste moins dominante

que Klebsiella pneumoniae et Enterococcus faecuim.

A noter aussi, une diversité en terme d’especes identifiées moins caractérisée comparé au

patients, avec uniquement 6 groupes bactériens.
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témoins

Nombre de temoins
(=] = M w = (951 [=)] - [s.2]

Streptococcus  Escherichia Klebsiella  Pseudomonas Bacillus spp Kocuria
spp coli pneumoniae  aeruginosa varians/ rosea

Autres especes

Figure n° 15 : Diagramme en batons montrant les autres espéces chez les témoins.
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Discussion générale :

Le corps humain contient des milliards de micro-organismes qui jouent un role essentiel
dans la santé et la maladie humaine (Clemente et al., 2012), Cependant, seules 10 especes
ont été confirmées cancérigénes pour I'homme par le Centre international de recherche sur
le cancer (De martel et al., 2012). Ces organismes pathogénes infectent la plupart des
humains sans devenir forcement cancéreux, car les caractéristiques de I'hote et les génotypes
microbiens influencent en effet la susceptibilité au développement du carcinome (Azevedo,
Pina-Vaz, et Baltazar 2020).

Le microbiome humain fait donc l'objet d'une attention particuliére en raison de son
influence sur un grand nombre de maladies. A I'échelle mondiale, 15 % des cancers sont le
résultat d'une infection par des agents pathogénes oncogénes et, dans certains cas, la co-
infection avec différents agents est connue pour augmenter le risque de développement d'un

cancer (Yasunaga et Matsuoka, 2018).

Durant le déroulement de notre étude comparative entre le microbiome de patients atteints
de divers cancers du CHU Khalil Amrane de Bejaia et de personnes saines, nous avons eu
I’occasion d’analyser et de répertorier diverses souches microbiennes et d’établir un
contraste entre la composition de la microflore intestinale de ces patients et celles des
témoins. Nous avons obtenu bon nombre de résultats concluant qui non seulement different
d’une personne cancéreuse a une personne saine, mais qui différents également d’une

personne atteinte d’un certain type de cancer a un autre.

A partir de ces résultats, nous avons constaté une différence significative en termes de
Quantité de germes sur les cultures des personnes malades, en comparaison avec les
personnes saines dont les cultures ont révélé une quantité nettement moins abondante de
souches. Nous avons identifié des bactéries spécifiques retrouvées chez les patients tel que
Escherichia coli, se hissant a la premiére place en terme de récurrence en comparaison avec
Klebsiella pneumoniae (famille des Enterobacteriaceae), Streptococcus sp. (Famille des
Streptococcaceae), Enterococcus faecuim (famille des Enterooccaceae), Pantoea spp
(famille des Erwiniaceae) et enfin Pseudomonas aeroginosa (famille des

Pseudomonadaceae).
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En ce qui concerne le cancer colorectal, les souches dominantes retrouvées sont
Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae et Enterococcus faecuim. En comparant
nos resultats avec 1’étude de (Wang et al., 2012), nous remarquons avoir identifié
approximativement les mémes espéces. Wang et ses collaborateurs ont demontrés une
différence entre les deux groupes de personnes malades et personnes saines, avec un
enrichissement des genres Escherichia/ Shigella, Klebsiella, Fusobacterium, Enterococcus
et I’espece Bacteroides fragilis chez les patients atteints de CCR, mais avec une approche et
une méthode différente, qui est centrée sur I’extraction d’ADN et ’amplification d’ARN
16S, ce qui leur a permis de pousser leur identification plus loin en découvrant plus de
bactéries et en établissons leurs appartenances (au niveau du phylum de la famille et du
genre). De plus, cette étude a validé la réduction significative des bactéries productrices de
butyrate dans le microbiote intestinal des patients atteints de CCR. La réduction des
producteurs de butyrate et I'augmentation des pathogenes opportunistes peuvent constituer

un déséquilibre structurel majeur du microbiote intestinal chez les patients atteints de CCR.

Pour le cancer gastrique, Le genre bactérien principal obtenu fut Pseudomonas, ainsi
qu’Enterococcus en genre moins dominant, contrairement aux résultats de 1’étude réalisée
par (Qietal., 2019), également basée sur le séquengage du gene de I’ARN 16S, qui démontre
la diversité de la composition bactérienne entre les patients et les témoins, qui a prouver que
chez les cancéreux il y avait une richesse accrue en espéces, une diminution productrice de
butyrate ainsi qu’un enrichissement d’autres bactéries symbiotiques principalement
Lactobacillus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae qui sont les especes clés dans le
réseau de genres bactériens associes au cancer gastrique.

La dominance de Pseudomonas chez les patients atteints de cancer colorectal et gastrique
peut étre relie aux autres maladies dont ils sont atteints ainsi qu’a leurs différentes
hospitalisations. En effet Pseudomonas aeroginosa est un pathogéne opportuniste a Gram
négatif, qui posséde une capacité d'adaptation exceptionnelle, et est donc largement distribué
dans divers habitats tels que le sol, la riviére, les réservoirs d'eau artificiels, le corps humain,
et I'environnement hospitalier. Cette bactérie peut affecter principalement les patients
immunodéprimés par exemple souffrant de cancer, Sida ou brulures. L’hospitalisation
antérieures du patient souffrant de CCR peut étre 1’origine de 1’infection par ce germe, qui
est I’un des agents responsables d’infections nosocomiales. Quand a la patiente atteinte du
cancer gastrique, sa dysbiose porte a croire que les séances de chimiothérapie quelle a

effectuer précédemment, ainsi que maladie de la peau (psoriasis) dont elle est également
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atteinte pourraient étre les causes de son infection au germe Pseudomonas. La
chimiothérapie anticancéreuse, la radiothérapie, I’immunothérapie, la perturbation des
barrieres anatomiques tel que la peau et les muqueuses ainsi que le cancer lui-méme rendent
les patients oncologiques vulnérables a cette infection. La pathogénicité de P. aeroginosa est
le résultat de la grande plasticité de son génome, de la production de nombreux facteurs de
virulence, de la capacité de formation de biofilm et de la résistance aux différentes classes
d'antibiotiques, ces caractéristiques sont regulées par les signaux nucléotidiques et le

systeme de détection de quorum (Paprocka et al., 2022).

Pour le cancer du sein, le genre bactérien dominant fut Streptococcus appartenant au phylum
des Firmicutes, ce résultat est comparable a I’étude de (Xuan et al., 2014) qui a utiliser la
méthode de séquencage, dont les échantillons ont démontré une richesse consistante en
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteriodetes et Proteobacteria, représentant en moyenne

96,6% de toutes les sequences dans les échantillons.

Concernant les tumeurs cérébrales, les souches dominantes trouvées sont Escherichia coli
chez deux patients sur trois, et Pantoea sp. pour le troisieme, un germe de la flore
commensale qui lorsqu’un déséquilibre de 1’organisme survient, devient pathogeéne. En
comparant nos résultats avec les travaux de (Jiang et al., 2022), précisément le groupe des
méningiomes, nous avons obtenu également les mémes germes principalement (Escherichia
coli), cette étude a démontré que les bactéries pathogénes comme les Entérobactéries étaient
abondantes, et les genres microbiens les plus courants étaient Escherichia coli, Shigella,
Bacteroides, Prevotella et Faecalibacterium, de plus un panel microbien de Escherichia
coli, Shigella, Fusobacterium, Lachnospira, et Bifidobacterium qui pourraient étre utilisés

comme biomarqueurs pour les patients atteints de tumeurs cérébrales.

Des études récentes ont montre que les bactéries commensales du microbiote peuvent étre
directement cancérigénes. C’est bien le cas de Escherichia coli, l'une des bactéries
anaérobies facultatives les plus répandues dans la flore colon (Nougayrede et Oswald
2011), ce germe est retrouvé dominant chez patients cancéreux lors de I’analyse des résultats

de cette étude,

Les résultats précédemment obtenus d'autres études in vitro indiquent qu'une quantité
importante de souches pathogenes d'E. coli appartenant au type de lésion AIEC sont

présentes dans la muqueuse iléale et colique des patients atteints d'une maladie
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inflammatoire de l'intestin ou de CCR comparé a la muqueuse des individus sains. L’étude
méta genomique a démontrer une augmentation accrue des Proteobacteria, plus
particuliérement des Enterobacteriaceae qui est le genre auquel appartient E. coli chez les
patients atteints d’inflammation chronique de D’intestin. Néanmoins, cette variation
bactérienne peut toujours étre une conséquence et non la cause de I'inflammation intestinale
(Mukhopadhya et al., 2012).

Il a été réecemment démontré dans un modele de souris invalidées pour le géne codant
I’interleukine 10, responsable du développement des colites inflammatoires, une hausse des
bactéries de type Proteobacteria, plus précisément E. coli, dans la lumiére intestinale des
cobayes qui ont développés une colique cancéreuse (Arthur et al., 2012). Dans cette étude,
les chercheurs ont analysé le lien entre la prédominance de la bactérie E. coli et le
développement du cancer colorectal (CCR) dans un contexte d'inflammation. Pour ce faire,
ils ont utilise des souches specifiques d'E. coli de type AIEC NC101 et une souche
d'Enterococcus faecalis humaines, connues pour provoquer une inflammation chronique
sévere de l'intestin chez leurs hétes respectifs. Les chercheurs ont injecté ces souches chez
des souris et ont observé que seules les souris ayant recu la souche d'E. coli de type AIEC
NC101 ont développé une tumeur colique. Cette constatation indique que toutes les
inflammations ne conduisent pas nécessairement au cancer, et met en évidence le role
primordial de la composition microbienne dans le développement tumoral. Pour comprendre
le mécanisme a I'ceuvre, les chercheurs ont effectué une recherche dans le génome d'E. coli
NC101 afin d'identifier les genes codant pour des facteurs intervenant dans la réponse
génotoxique de I'néte. Ils ont ainsi identifié un ilot génomique appelé pks, qui code pour des
synthases de Polykétide et de peptides non ribosomaux. Ces pks produit la colibactine, un

complexe qui semble induire la réponse cellulaire aux dommages de I'ADN.

Dans le but de comprendre l'influence de la colibactine dans le développement du cancer
colorectal chez les souris infectées par NC101, les chercheurs ont répété I'expérience en
injectant des souches dépourvues de I'ilot pks a des souris axéniques. lls ont observé que les
deux groupes, celui avec le pks et celui sans le pks, ont développé une inflammation de
I'intestin. Cependant, seul le premier groupe, celui avec le pks, a développé une tumeur.

En résumé, cette étude met en évidence le lien entre la présence de I'ilot génomique pks chez
la bactérie E. coli de type AIEC NC101 et le développement du cancer colorectal chez les

souris. La colibactine produite par cet ilot semble jouer un role crucial dans la réponse
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cellulaire aux dommages de I'ADN, favorisant ainsi la formation de tumeurs. Ces résultats
soulignent I'importance de la composition microbienne dans le développement des cancers,

et plus particulierement dans le cancer colorectal.

L’inflammation intestinale est certes un facteur de développement du cancer mais pas
suffisante pour induire I'émergence tumorale dans le modele murin utilisé et il est fort
probable que le microbiome ainsi que les produits des genes qu'ils portent tel que les pks et
la colibactine, soient des facteurs déterminant pour le développement d'une pathologie

tumorale (Nougayréde et al., 2006).

Colibactine

ADN -

cellulaire CDB \
/ \ . CDB !
ATM
e TRH2AX  pen
J- —a Réparation
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/ \ S
Apoptose g1 Cvele Instabilit¢ Mutations
cellulaire chromosomique géniques
M

Normal . Cancer

Figure n°16 : Réponse cellulaire aux cassures double-brin de I’ ADN induites par la
Colibactine (Nougayreéde et Oswald, 2011)

E. coli portant 1’ilot pks de synthese du peptide-Polyketide Colibactine induisent chez les
cellules eucaryotes infectées des cassures double brin de I’ ADN. Les cellules activent 1a voie
de réponse aux dommages a I’ADN, avec en premier lieu le recrutement d’ATM, aboutissant
a ’arrét du cycle cellulaire, la mise en place des systemes de réparation et la mort cellulaire
programmée (apoptose). La réparation est cruciale pour le maintien de 1’intégrité du génome

incorrectement réparées, les lésions a I’ADN peuvent engendrer une instabilité
chromosomique (taux accru d’aberrations des chromosomes) et I’accumulation de mutations
géniques, moteurs fondamentaux dans la progression cancéreuse (Nougayrede et Oswald,
2011).
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A part E. coli, selon de nombreuses études d’autres germes seraient associés a différents
cancers (Wong et al.,2019) notamment ’espéce H. pylori responsable du cancer de
I’estomac, dont le facteur de virulence VacA induit la vacuolisation cellulaire et I’autophagie
et I’activation de la voie de signalisation Wnt betacaténine (Meng et al., 2018 ; Yahiro et
al., 2015). Fusobacterium nucleatum et Bacteroides entérotoxinogéne fragile responsables
du cancer colorectal, dont les facteurs de virulences sont FadA et la toxine B. fragilis
(fragilysine) et dont le mécanisme proposé¢ et voie affectée est respectivement d’induire la
prolifération cellulaire et induire une réponse immunitaire Th-17 (Sears et al., 2008 ;
Toprak et al., 2006 ; Rubinstein et al., 2013).

Pour finir, alors que nous entrons dans I'ére de la médecine de précision, il est important de
comprendre les connaissances appliquées sur le microbiome et ses effets sur les réponses
immunitaires et le cancer. Il est également important de comprendre les facteurs qui
influencent le microbiome intestinal et les stratégies de manipulation du microbiome pour

améliorer la réponse au traitement.
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Conclusion générale et perspectives :

Les micro-organismes, en particulier les bactéries, constituent une partie importante de
I’écosystéme de 1’organisme humain, ce que I’on appelle le microbiote. En général, cette
flore bactérienne intestinale établie une relation symbiotique avec 1’hote, et rempli de
nombreuses fonctions essentielles pour le maintien d’une bonne santé. Cependant, un
déséquilibre du microbiote humain peut entrainer des infections qui peuvent jouer un réle
dans le développement du cancer, et la susceptibilité au cancer peut également étre affectée

par la composition microbienne du corps humain.

Selon les résultats préliminaires obtenus au cours de cette étude, nous avons observé une
différence dans la diversité microbienne du microbiote intestinal des personnes saines et
celle des patients atteints de divers cancers, mais qui differe également d’une personne
atteinte d’un certain type de cancer a un autre, parmi les genres bactériens retrouvés
dominants, nous citons: Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas, Enterococcus,
Streptococcus, et Pantoea. Cela confirme l'empreinte de la présence d’une dysbiose
intestinal chez les individus malades. Néanmoins, ces résultats restent insuffisants a cause

de cette étude limitée, avec un nombre d’échantillons relativement petit.

Afin d’obtenir des résultats d’identification plus précis, il serait donc souhaitable de
compléter cette étude par la collecte d’un nombre plus grand d’échantillons fécaux, et

I’utilisation d’autres approches moléculaire et au séquencage a haut débit.

Une meilleure identification précise de I'espece dominante chez les patients atteints de
cancer et la validation d’hypothése de cette étude, peut nous permettre d'explorer le
microbiote fécal en tant que nouveau biomarqueur potentiel et en tant qu'outil de dépistage
ou de diagnostic du cancer. De plus, de nouvelles stratégies thérapeutiques peuvent étre
développées et utilisées via l'utilisation de probiotiques et d'antibiotiques, ou via la
transplantation de microbiote fécal (FMT) ou la transplantation de selles provenant de
donneurs sains, peuvent contribuer a déplacer la dysbiose intestinal vers une composition

similaire a celle des personnes en bonne sante réduisant ainsi le fardeau de la maladie.
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Niveau d’instruction

Autres informations utiles

Figure n° 17

: Fiche de renseignements.
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Tableau IV : Verreries, matériel, appareils et produits chimiques utilisés.

Les verreries Le matériel utilisé Les appareils Les solutions et

utilisés produits chimiques

Boites de peétri

Seringue violet)

Pince Lugol

Ciseaux Safranine

Portoir Glycérol

Pipeteur Huile a

automatique immersion
Réactif VP1/VP2
Reéactif
NIT1/NIT2
Reéactif de
kovacs
Réactif TDA
Huile de

- Pipette Pipette pasteur Etuve BHIB
graduée Pipette en Autoclave CHROMagar
- Eprouvette plastique Vortex Eau de javel
graduée Anse de Hotte Eau
- Lames platine Microscope physiologique
- Becher Ose en optique Eau oxygénée
- Ependorf plastique Bec bunsen Eau distillée
Micropipette Alcool
Tubes a essai Violet de

utilisés

gentiane (Cristal

paraffine
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Tableau V : Composition bouillon BHI.

Composition bouillon ceeur-cervelle (BHI)

Ingredients Gramme /Litre
Infusion de cervelle de veau 12,5 g/l
Infusion de cceur de boeuf 549/l
Protéose—peptone 10 g/l
Glucose 29/l
Chlorure de sodium 59/l
Phosphate disodique 2,59/

PH 7,4%0,2

Tableau VI : Composition gélose CHROMagar orientation.

Composition gélose CHROMagar orientation

Ingrédients Gramme /Litre
Agar 12,5 g/l
Peptone et extrait de levure 5 g/l
Mix chromogénique 10 g/l

PH7,0+0,2
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Figure n°18 : Résultats de croissance sur CHROMagar Orientation (personnes malades).
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Figure n° 19 : Résultats de croissance sur CHROMagar Orientation (personnes saines).
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Figure n°® 20 : Résultats du repiquage sur CHROMagar Orientation.
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Figure n° 21 : Observation microscopique apreés coloration de gram.

.

Figure n° 22 : Réalisation de test de la catalase.
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Figure n°® 23 : Résultats des galeries biochimiques.



Résumé

Résumé

Les premieres recherches sur le microbiote intestinal remontent a des siécles, et c’est grace
aux nouvelles techniques de biologie moléculaire, de plus en plus de recherches menées sur
ces bactéries ont révélé son réle dans notre corps a différents niveaux pour maintenir son
équilibre. Ces travaux sont toujours en cours de recherche et visent a mieux comprendre le
fonctionnement du microbiote intestinal et I’association de sa perturbation a différents types
de cancer. Le but de ce travail est la caractérisation du microbiote intestinal chez les patients
atteints de divers cancers admis au CHU Khalil Amrane, en comparaison avec des personnes
saines de la wilaya de Bejaia. Les Resultats obtenus ont montré une différence dans la
diversité microbienne intestinal des personnes saines et celle des patients atteints de divers
cancers. De plus, cette diversité varie également d’un type de cancer a un autre, avec une
présence plus élevée de certaines especes bactériennes pathogénes opportunistes,
provoquant ainsi une dysbiose. Parmi les genres bactériens dominants retrouvés chez les
patients cancéreux figure la bactérie Escherichia coli en premier rang, par rapport aux autres
souches apparentes telles que Klebsiella, Pseudomonas, Enterococcus, Streptococcus, et
Pantoea. Ce lien entre les bactéries intestinales et le cancer ouvre la possibilité d’utiliser le
microbiote fécale en tant que nouveau biomarqueur potentiel et outil de dépistage ou de
diagnostic du cancer.

Mots clés: Microbiote intestinal, Cancer, dysbiose, biodiversité, Escherichia coli.
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Abstract

The initial research on the intestinal microbiota dates back to centuries, and it’s with the
advent of new molecular biology techniques, an increasing number of studies conducted on
these bacteria have revealed their role in maintaining the body's balance at various levels.
These studies are still ongoing and aim to better understand the functioning of the intestinal
microbiota and its association with different types of cancer. The objective of this work is to
characterize the intestinal microbiota in patients with various cancers admitted to Khalil
Amrane University Hospital, in comparison with healthy individuals from the Béjaia
province. The obtained results have shown a difference in the intestinal microbial diversity
between healthy individuals and patients with various cancers. Moreover, this diversity also
varies from one type of cancer to another, with a higher presence of certain opportunistic
pathogenic bacterial species, thus causing dysbiosis. Among the dominant bacterial genera
found in cancer patients, Escherichia coli ranks first, compared to other related strains such
as Klebsiella, Pseudomonas, Enterococci, Streptococci, and Pantoea. This link between
intestinal bacteria and cancer opens up the possibility of using fecal microbiota as a potential
new biomarker and a screening or diagnostic tool for cancer.

Key words: Gut microbiota, Cancer, Dysbiosis, Biodiversity, Escherichia coli.



