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Résumé :

A la naissance, le nouveau-né ne posséde aucune bactérie dans son tube digestif. Ce dernier est rapidement
colonisé par une flore microbienne (microbiote) provenant, principalement de la mére et de I’environnement. Par
ailleurs, le lait maternel joue un réle important sur le développement et l'installation, dans I'organisme du bébé,
du microbiote (aussi appelé flore intestinale). Ainsi, le microbiote intestinal exerce de nombreuses fonctions
essentielles pour le maintien de la santé de 1’hote. Les micro-organismes qui le composent possedent en
particulier un potentiel métabolique et physiologique considérable. Il existe donc un lien entre allaitement,
digestion et défenses immunitaires : c'est le microbiote intestinal, I'ensemble de bactéries qui habitent dans
l'intestin. Le microbiote intestinal se constitue peu a peu et va jouer un role essentiel dans I’éducation du systéme
immunitaire, Ainsi, I’intestin sera capable de reconnaitre et tolérer les bactéries utiles ou neutres pour
I’organisme et d’identifier les bactéries pathogénes pour les combattre. La composition du microbiote intestinal
reste mystérieuse malgré de nombreuses études qui donnent des pistes sur I’identité des bactéries
présentes et leurs fonctions. La plupart des études de ce microbiote sont basées sur des techniques de culture,
mais des techniques de biologie moléculaire permettent de mieux compléter ces données. Le lait maternel
contient une population diversifiée de bactéries, mais on en sait peu sur le transfert vertical des bactéries de la
mére a l'enfant par l'allaitement.

Pour mieux comprendre I’influence de I’allaitement maternel dans la mise en place de la flore
intestinale des bébés, nous avons exploré I’existence d’un lien dynamique entre le microbiote intestinal
des nourrissons et celui des méres via 1’allaitement. L’intérét premier est d'éclaircir l'origine du microbiote
intestinal du nouveau- né. L'objectif secondaire de ce travail est de se livrer a I’étude de la diversité bactérienne
des selles des nourrissons allaités au sein et des nourrissons allaités au biberon. Notre étude a porté sur cinq
paires mere / nouveau-nés ou nourrissons allaités maternellement et artificiellement. Les échantillons sont
prélevés au 1%-7°™-30°™ et 90°™ jour puis analysés sur différents milieux de culture. Les résultats de I’étude
quantitative et qualitative de la flore microbienne du lait maternel des cinq méres témoignent de I’abondance de
bactéries lactiques tels que Streptococcus, Lactobacillus et Bifidobacterium. L’étude de la flore microbienne a
partir des échantillons fécaux de nourrissons allaités maternellement et artificiellement atteste d’une grande
diversité bactérienne avec une certaine similitude entre les dix nourrissons.

La détermination de la séquence d'ADN du gene de I'ARNr 16S est la méthode privilégiée pour étudier la
taxonomie des membres du microbiome et du microbiote .Le microbiote et la métagénomique sont les deux mots
tendances de ces derniéres années dans les laboratoires de microbiologie. Derriere eux se cacheraientt les
réponses a de nombreuses maladies comme le Diabéte, la maladie de Crohn et méme I'Autisme. L’application
des outils d’écologie moléculaire au microbiote intestinal a conduit a des améliorations trés significatives de
notre compréhension de cet écosystéme, en termes de composition et de dynamique de la diversité des espéces.
Ces travaux se sont cependant basés sur I’utilisation du géne codant I’ARN ribosomal comme marqueur
phylogénétique universel, pour cette raison, nous avons identifier les bactéries par la méthode PCR appliquée a
la région variable V3-V4 du géne ARNr 16S. Le choix de I’ARN 16S plutdt que 23S ou 58S est d’ordre technique
(taille du gene, nombre d’informations) et, surtout, les banques de données de séquences du geéne 16S sont
aujourd’hui trés développées. D’apres les résultats obtenus de séquengage de la région V3-V4 de I’ARNr 16S
le lait maternel n'est pas stérile, les bactéries trouvées correspondant aux genres Streptococcus, Lactococcus,
Staphylocoques, Pseudomonas, Enterococcus, Erwina, Leuconostoc, Stenotrophomonas. Staphylococcus,
Lactobacillus, Streptococcus et Escherichia sont les genres révélés dans la flore microbienne des
échantillons fécaux de nouveaux nés nourris exclusivement au sein .Cette étude a montré que certaines paires
meére-nourrissons partagent des souches bactériennes appartenant a différents genres bactériens, ce qui suggére
que le lait maternel peut-&tre inclus parmi les sources potentielles de bactéries dans I'intestin du nourrisson. Le
lait maternel a des propriétés uniques et inimitables et constitue donc le liquide nutritif de référence pour le
nouveau-né. Nos connaissances actuelles confirment que notre flore intestinale est indispensable au bon
fonctionnement de notre organisme. En conséquence, elle doit étre protégée, en utilisant par exemple des
souches bactériennes probiotiques dont I’activité aura été scientifiquement prouvée.

Mots clés: Microbiote intestinal, Nourrissons, Allaitement, Lait maternel, Probiotique, Métagénome,
ARNTr16s, Bactéries lactiques.
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Abstract

At birth, the newborn has no bacteria in its digestive tract. The latter is rapidly colonized by a microbial flora
(microbiota) derived mainly from the mother and the environment. In addition, breast milk plays an important
role in the development and installation of the microbiota (also called intestinal flora) in the baby's body. Thus,
the gut microbiota performs many essential functions for maintaining the health of the host. The micro-
organisms that compose it have in particular a considerable metabolic and physiological potential. There is
therefore a link between breastfeeding, digestion and immune defenses: it is the intestinal microbiota, the set of
bacteria that live in the intestine. The gut microbiota is gradually being constituted and will play a vital role in
the education of the immune system, Thus, the intestine will be able to recognize and tolerate useful or neutral
bacteria for the body and identify pathogenic bacteria to fight them. The composition of the intestinal microbiota
remains mysterious despite numerous studies that give insights into the identity of the bacteria present and their
functions. Most studies of this microbiota are based on culture techniques, but molecular biology techniques can
better complement this data. Breast milk contains a diverse population of bacteria, but little is known about the
vertical transfer of bacteria from mother to child through breastfeeding.

To better understand the influence of breastfeeding in the establishment of the intestinal flora of babies, we
explored the existence of a dynamic link between the intestinal microbiota of infants and that of mothers via
breastfeeding. The primary interest is to clarify the origin of the intestinal microbiota of the newborn. The
secondary objective of this work is to study the bacterial diversity of the stools of breastfed infants and bottle-fed
infants. Our study focused on five mother / newborn pairs or infants breastfed maternally and artificially. The
samples are taken on the 1%-7"-30"™ and 90" days then analyzed on different culture media. The results of the
quantitative and qualitative study of the microbial flora of the mother's milk of the five mothers testify to the
abundance of lactic bacteria such as Streptococcus, Lactobacillus and Bifidobacterium. The study of microbial
flora from fecal samples of infants breastfed maternally and artificially attests to great bacterial diversity with a
certain similarity between the ten infants.

The determination of the DNA sequence of the 16S rRNA gene is the preferred method for studying the
taxonomy of members of the microbiome and the microbiota. Microbiota and metagenomics are the two trend
words of recent years in microbiology laboratories. Behind them would hide the answers to many diseases like
Diabetes, Crohn's disease and even Autism. The application of molecular ecology tools to the gut microbiota has
led to very significant improvements in our understanding of this ecosystem, in terms of composition and
dynamics of species diversity. This work, however, relied on the use of the gene encoding ribosomal RNA as a
universal phylogenetic marker, for this reason, we have identified bacteria by the PCR method applied to the V3-
V4 variable region of the 16S rRNA gene. The choice of 16S RNA rather than 23S or 5S is technical (gene size,
number of information) and, above all, the 16S gene sequence databases are now highly developed. According to
the results obtained by sequencing the VV3-V4 region of 16S rRNA, breast milk is not sterile, the bacteria found
corresponding to the genera Streptococcus, Lactococcus, Staphylococci, Pseudomonas, Enterococcus, Erwina,
Leuconostoc, Stenotrophomonas. Staphylococcus, Lactobacillus, Streptococcus and Escherichia are the genera
revealed in the microbial flora of fecal samples of newborns fed exclusively on the breast. This study showed
that some mother-infant pairs share bacterial strains belonging to different bacterial genera, suggesting that
breast milk may be included as a potential source of bacteria in the infant's gut. Breast milk has unique and
inimitable properties and is therefore the reference nutrient for the newborn. Our current knowledge confirms
that our intestinal flora is essential to the proper functioning of our body. As a result, it must be protected, for
example by using probiotic bacterial strains whose activity has been scientifically proven.

Key words: Intestinal microbiota, Infants, Breastfeeding, Breast milk, Probiotics, Metagenome, RNAr16s,
Lactic bacteria.
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Liste des Abréviations

ACTH :adrénocorticotrophine
ADN : L'acide désoxyribonucléique
AIEC : Escherichia Coli adherent-invasifs

ARNTY 16S : L'ARN ribosomique 16S

CR : Cancer colorectal

DID : diabete insulino-dépendant

DL3: Echantillons de lait maternel N°3
DM3: Matiere fécale N°3

FAO : Food and Agriculture Organisation
FL2 : Echantillons de lait maternel N°2
FLASH: Fast Length Adjustment of Short reads
FM2: Matiere fécale N°2

GL1: Echantillons de lait maternel N°1
GML1: Matiére fécale N°1

IgA : immunoglobulines A

19gG : immunoglobulines G

IgM : immunoglobulines M

J : Jour

Log : logarithme

LF : Lait de femme

LV : Lait de vache

NNM : Nouveau-né allaité maternellement
NNA : Nouveau-né allaité artificiellement.

MICI : Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin



Ob : obése

OMS :L'Organisation mondiale de la santé

OTU : Operational Taxonomic Unit

PBMC : Les cellules mononucléées périphériques
Peptide YY : peptide tyrosine tyrosine

QIIME :Quantitative Insights Into Microbial Ecology
RDP : Ribosomal Database Project

SII : Syndrome de I’intestin irritable

TRH :L'hormone thyréotrope

Th2 : T helper 2

TSH : thyréostimuline

TLR : Toll-like récepteurs

UFC : «unité formant colonie»

VIH : virus de I'immunodéficience humaine
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Introduction :

La microflore intestinale joue un rdle crucial dans le maintien et I'amélioration de la santé
(Perdigon et al., 2001). Ces derniéres décennies, un grand intérét s’est développé en vue
d'une communauté microbienne mieux équilibrée (Gibson, 1998), quoique les relations
micro-organismes-héte aient longtemps été essentiellement considérées sous I’angle de la

pathogénicite.

Les processus complexes qui sous-tendent I'acquisition de la flore intestinale du
nouveau-neé restent toutefois peu étudiés car la colonisation est influencée par divers
facteurs tels que le mode de livraison, 1’4ge gestationnel et une éventuelle antibiothérapie de
la mére et/ou du nourrisson (Butel et al., 2007), bien que le type d’alimentation puisse

également affecter la colonisation bactérienne, peu d'études ont été réalisées.

A la naissance, le tube digestif du nouveau-né est dépourvu de bactéries. La colonisation
microbienne débute dés I’accouchement. Le tube digestif du nouveau-né est un
environnement particulierement permissif et les niveaux de population y atteignent

rapidement 10 bactéries par gramme de contenu (Quévrain & seksik, 2013).

La naissance, moment unique et privilégié du premier contact entre les bactéries et
I'néte, notamment au niveau de la muqueuse intestinale, est le point de départ de I'ensemble
des mécanismes immunitaires. La flore intestinale qui en résulte est composée d'une
trées grande variété de bactéries évoluant au cours de la premiére année, mettant en
place un systeme d'interaction entre bactéries et muqueuse intestinale (Langhendries,
2006).

Le microbiote intestinal contient environ 10 bactéries réparties en 4 phylums bactériens :
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobactéries, et Proteobactéries. Le microbiote intestinal d’un
individu adulte est représenté par plusieurs centaines d’especes bactériennes différentes et est

stable au cours du temps (Eckburg et al., 2005).

Le microbiote intestinal du nouveau-né se développe et mature tres lentement, atteignant
une composition proche de celle de I’adulte vers 1’age de trois ans. Pendant cette période,
plusieurs facteurs médicaux, culturels et environnementaux tels que le mode d’accouchement
et I’alimentation du nouveau-né (formule infantile ou complémentation en probiotiques) vont
influencer sa séquence d’implantation et, a plus long terme, le risque de maladies

(Matamoros et al., 2013).



L'estimation de la biodiversité des bactéries a longtemps été limitée, par les techniques de
culture qui ne permettaient pas d’identifier de multiples espéces bactériennes incultivables.
Mais depuis une vingtaine d'années, comme le souligne Jean Weissenbach (2002) I’un des
plus grands pionniers mondiaux de I’exploration et de I’analyse des génomes, en particulier
de celles du génome humain : « l'utilisation de méthodes moléculaires consistant a analyser la
séquence d'’ADN d'un gene particulier (gene de I'ARN ribosomique 16S), présent chez tous
les organismes, a permis d'évaluer I'étendue de cette diversité. Ce gene universellement
répandu présente, d'une espece a l'autre, de petites variations qui sont caractéristiques de

chaque espéce (Bernard, 2016).

Depuis 2006, il est possible d’obtenir directement le contenu génique d’un prélevement de
flore sans contrainte d’isolement ou de culture, par utilisation de séquenceurs a ADN de
seconde génération. Selon la méthode de séquencage, il est soit possible d’amplifier
spécifiquement des régions contenant des marqueurs phylogénétiques d’une espece ou
d’amplifier aléatoirement I’ADN (ou I’ARN) présent dans le prélévement. Ces méthodes
permettant d’étudier collectivement des fragments d’ADN des organismes d’une flore et
d’analyser 1’abondance relative de chaque fragment au sein d’un prélévement sont des

méthodes dites de métagénomique quantitative (Almeida, 2013).

Il est reconnu que ’originalité du microbiote intestinal a des répercussions a long terme sur
la santé et I’'immunité. Le fait que la colonisation bactérienne, et la susceptibilité aux
maladies, soient différentes chez les nouveaux-nés allaités naturellement, et ceux nourris avec
des formules infantiles ; suggére que I’allaitement maternel joue un réle primordial dans le
développement du microbiote intestinal, et de I’immunité chez le nourrisson. Intérét que nous

rapportons dans le chapitre bibliographique.

L'importance de I'écosysteme intestinal est maintenant reconnue, de méme que le réle de
I'alimentation dans son implantation et le maintien de son équilibre. La consommation
d'aliments ou de complément alimentaire qui contient des probiotiques a recu une attention

considérable pour son role dans le maintien de la santé gastro-intestinale (Uyeno et al, 2008).

Au-dela, de I’exposition directe du nouveau-né au microbiote maternel lors de
I’accouchement, et pour mieux comprendre 1’influence de ’allaitement maternel dans la mise
en place de la flore intestinale des bébés, nous avons essayé d’explorer I’existence d’un lien

dynamique entre le microbiote intestinal des nourrissons et 1’allaitement.



Plusieurs questions se posent alors

Comment le lait maternel peut-il avoir un impact sur la composition du microbiote intestinal

du nouveau-né ?

Quelle est la différence entre les nouveau-nés allaités maternellement et ceux nourris avec des

formules infantiles a 1’égard de la composition de la microflore?

Il est donc important d'avoir une meilleure compréhension de ce facteur si primordiale
impliqué dans I'établissement de ce microbiote, chose que nous avons essaye de mettre en
évidence dans la présente étude par 1’évaluation des premiers colonisateurs microbiens de
nourrissons allaités maternellement et autres allaités artificiellement par une approche de

culture microbiologique classique.

L’¢étude microbiologique respective de lait/selles a permis de démontrer qu’il existe un lien

entre le microbiote intestinal des nourrissons nourris au sein et celui de leur mére.

Les mémes espéces bactériennes, appartenant aux genres Streptococcus, Staphylococcus, et
Bifidobacterium sont présentes dans le lait des meres allaitantes et dans le microbiote

intestinal de leurs enfants ; fait que nous confirmons.

Selon divers auteurs, ces especes sont également présentes dans le sang et le lait des méres,
ce qui suggere leur transit depuis les cellules intestinales aux glandes mammaires a travers le

sang. Ces bactéries sont ensuite transmises au bébé a travers le lait maternel.

Les travaux réaliseés dans cette these sont présentés en six chapitres, nous y abordons une
étude bibliographique avec présentation du contexte du travail, la présentation des travaux par
un détail méethodologique pour expliciter le choix des outils et méthodes utilisés, une
discussion sur les résultats apportés par 1’étude. Enfin un dernier chapitre présente la

conclusion et perspectives des travaux.

Une premiére partie présente les différents termes et concepts biologiques apportés par les
méthodes dites culture dépendante, permettant d’évaluer qualitativement et quantitativement
la flore intestinale. Une deuxiéme partie traite de la métagénomique et des méthodes culture
indépendante associées, constituant un tournant majeur dans les méthodes de caractérisation

des flores. Enfin, une présentation de travaux sous forme de papier scientifique.



En perspective, on essayera d’aborder différentes méthodes bioinformatiques de
caractérisation d’échantillons métagénomiques, en présentant leurs limites sur des

échantillons peu caractérisés et de forte complexité.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPIIRE I: Le microbiote intestinal

I-1-Anatomie et physiologie du systeme gastro-intestinal:

Le systéme digestif se compose du tractus digestif, des organes et glandes qui lui sont
associés. Le tractus digestif comprend la bouche, I’cesophage, 1’estomac, 1’intestin gréle, le
gros intestin et I’anus. Les organes annexes sont le foie, le pancréas et la vésicule biliaire

(Wolff & McLean Heitkemper, 2011).

Le tractus digestif est un tube mesurant environ neuf metres de long, qui s’étend de la
bouche jusqu’a I’anus. Sa paroi se compose sur toute sa longueur des mémes quatre tuniques

qui sont, de I’intérieur vers I’extérieur : (Figure N°1) (Figure N°2) (Figure N°3)

N la muqueuse,
N la sous- muqueuse
N la musculeuse

N la séreuse

Dans I’eesophage, la couche externe est 1’adventice, qui est formée de tissu fibreux plutot
que d’une véritable séreuse. La musculeuse se compose de deux couches : une couche
circulaire (interne) et une couche longitudinale (externe) (Wolff & McLean Heitkemper,
2011).

— Fundus
(Esophage —_ - /

Orifice gastro-esophagien !

Sphincter inférieur de |'czsophage -
——— (Corps de |'estomac

3

T Séreuse

~— Couche musculaire

longitudinale

Couche musculaire Musculeuse
circulaire

Couche musculaire obligue

Sphincter

forique  Pylore
Bulbe pylorig y

duodénal

Sous-muqueuse

Duodénum Plis gastriques

Figure N° 1 : Parties de I'estomac (Wolff & McLean Heitkemper, 2011)



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE I: Le microbiote intestinal

Vaisseaux sanguing
deaservant |'intestin gréla

+Lne
wiosié
Intaetinale

Figure N°2: Les modifications structurales de la paroi de l'intestin gréle
(Marieb, 2006)

Figure N°3: Vue antérieure du gros intestin (Tortora & Derrickson, 2007)
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I-2-Le microbiote intestinal :
1-2-1- Définition:

Le microbiote, que I’on I’appelait flore, désigne les communautés de micro-organismes qui
résident ou transitent dans le tube digestif. Sa composition varie dans différentes niches aux
conditions écologiques trés différentes (gencives, estomac, mucus, célon, etc.) (Marteau,
2013) .

L’organisme humain est habité par de nombreuses bactéries principalement situées dans
I’intestin et connues sous le nom de microbiote intestinal. Pour donner quelques chiffres, 1
gramme de selles humaines contient environ 100 milliards de bactéries et il est admis que

I’intestin d’un individu contient 1 a 2 kilogrammes de bactérie (Nicolas, 2016).

Le microbiote intestinal représente une biomasse et un potentiel génétique considérable
avec 10 bactéries correspondant & environ 1000 espéces bactériennes, et plus 5 millions de
génes ce qui dépasse largement le nombre de cellules et genes eucaryotes (Sommer &
Backhed, 2013) (Figure N°4).

Le microbiote intestinal est un écosystéme complexe qui comprend I’ensemble des étres
unicellulaires hébergés dans le tube digestif, principalement des bactéries mais aussi des
virus, des champignons et des archées. Apres la colonisation du tube digestif de la naissance a
I’4ge de 2 ans environ, le microbiote intestinal est propre a chaque individu et stable dans le

temps ( Landmana & Quévrain, 2015).

Le terme de microbiote intestinal a remplacé celui plus ancien de flore ( Marteau , 2013) .
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several species: + Bacterial c
+ Archaen g
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Figure N°4: Le petit monde dans I’intestin Disponible sur :

htto://mww.nrobionov.com/frfhuman-microbiome/the-intestinal-microbiota/
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I-3-Répartition topographique de la flore intestinale:

La flore intestinale varie longitudinalement tout le long de [D’intestin, mais aussi
transversalement entre lumiere et muqueuse intestinale. En fonction des niveaux de I’intestin,
une flore différente est retrouvee, correspondant a des habitats différents ou niches
écologiques specifiques. Les méthodes classiques de culture ont montré que la flore
bactérienne se densifie de l'intestin gréle a motricité importante au c6lon & motricité réduite
(Rambaud et al., 2004).

Dans I’ensemble, la distribution de la flore intestinale dépend essentiellement du pH et du
gradient d’oxygéne. Un gradient croissant du nombre des especes est observé de 1’estomac
vers le colon. Le pH, trés bas dans I’estomac (pH=2), augmente progressivement jusqu’au
voisinage d’un pH 7-8 dans le cblon distal. Ce gradient est créé par les cellules de notre
organisme, via la sécrétion d’acide gastrique, mais également via le métabolisme de la flore

elle-méme (Burcelin & Amar, 2009).

@ Au niveau de I'estomac: I'estomac contient trés peu de bactéries résidentes (<10°
UFC/g) composées d'espéces des genres Lactobacillus et Enterococcus ainsi que des
levures. La flore est quasi inexistante en raison de pH bas autour de 2 (Marteau et al.,
1993) .

@ Au niveau de l'intestin gréle: aprés le passage de I'estomac a pH acide, le pH
redevient neutre, I'oxygéne se raréfie et la flore bactérienne qui a survécu au passage
gastrique va augmenter progressivement du duodénum a l'iléon. La flore du
duodénum-jéjunum n'excéde pas 10* & 10° UFC/g de contenu intestinal et est
composée d'especes aérobie-anaérobie facultatives ( Streptococcus, Lactobacillus,
Enterobacteriaceae) appartenant a la flore de passage. La flore iléale est plus
importante, atteignant 10° 410" UFC/g de contenu intestinal avec une flore anaérobie
stricte prédominante appartenant au genre Bacteroides associée a une flore anaérobie
facultative. Cette flore bactérienne ne dépassant pas 10’ UFC/g n'assurerait pas de
fonctions majeures en dehors de situations pathologiques (Rambaud et al., 2004).

¢ Au niveau du colon: le colon est le segment le plus riche en bactéries. Les taux
atteignent 10° & 10™ UFC/g de contenu. Dans le cdlon, le transit, trés fortement ralenti
et associé a un trés bas potentiel d'oxydoréduction, est a I'origine de l'augmentation

importante de la population bactérienne anaérobie.
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Le c6lon, ou la compétition pour l'espace et les nutriments contribue & maintenir
I'intégralité de la microflore, est la seule zone colonisée de fagcon permanente par une
flore résidente (Rambaud et al., 2004).

@ Au niveau de féces : la flore fécale a été la plus étudiée et contient 10° & 10'* UFC/g
de feces. Quarante pour cent du poids des selles correspond a des micro-organismes

(Rambaud et al., 2004) (Figure N° 5).
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Figure N° 5: Représentation schématique du tractus intestinal montrant la répartition et 1’abondance

des bactéries (UFC/ml) au niveau des différents segments (Arulampalam & Korecka, 2012)

A cOté de la flore résidente ou autochtone, comprenant la flore dominante et la flore sous-

dominante, on trouve aussi une flore de passage ou allochtone. (Rambaud et al., 2004).
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La flore dominante, présente & des taux de 10° & 10™ UFC/g, est essentiellement composée
de bactéries anaérobies strictes, parmi lesquelles des bacilles a Gram négatif du genre
Bacteroides en nombre important , des bacilles des Gram positif des genres Eubacteium,
Bifidobacterium, Clostridium ,ainsi que des cocci a Gram positif comme des

Peptostreptococcus, Ruminococcus. (Rambaud et al., 2004).

La flore sous dominante, présente des taux de 10° & 108 UFC/g ,se compose des bactéries
aero-anaérobies facultatives. Ces bactéries appartiennent a différentes especes de la famille de
Enterobacteriaceae (surtout Escherichia coli) et aux genres Streptococcus, Enterococcus,
Lactobacillus. (Rambaud et al., 2004).

La flore de passage est variable et ne s'implante pas au sein du tube digestif, sauf lors de
circonstances pathologiques. Cette flore se trouve & des taux inférieurs & 10° UFC/g. Trés
polymorphe, elle est représentée par des entérobactéries du genre Citrobacter, Klebseilla,
Proteus ou Enterobacter mais aussi par des Pseudomonas, des staphylocoques et des levures

essentiellement Candida (Rambaud et al., 2004).
I-4-Composition du microbiote intestinal et son évolution:

Le microbiote intestinal est composé de 10 micro-organismes réparti en 160 espéces
bactériennes chez un individu donné parmi le millier d’especes qui ont pu étre identifiées dans
différentes cohortes humaines. Ces 10 bactéries sont réparties en 4 phyla bactériens :
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteries, et Proteobacteries. Les Firmicutes et les
Bacteroidetes constituent les deux phyla dominants du microbiote avec une représentativité
respective de 60-75 % et 3040 %.( Landmana & Quévrain, 2015) (Figure N°6).

Les genres cultivables du microbiote fécal dominant des adultes sont Bacteroides,
Eubacterium Ruminococcus, Clostridium et Bifidobacterium (Moore& Holdeman, 1974;
Finegold et al., 2002).

La prise en compte des microorganismes non cultivables a affiné cette vision et I’a placée
dans un cadre phylogenétique. Le phylum des Firmicutes est toujours fortement représenté.
Il comprend les Eubacterium rectale — Clostridium coccoides, souvent les plus représentés
(14 a 31 % des bactéries totales selon les études) ( Franks et al., 1998; Seksik et al., 2003).

10
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Il est constitué d’especes appartenant aux genres Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus,
Butyrivibrio. Le phylum des Firmicutes comprend également le groupe Clostridium leptum
avec les especes Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus albus et R. flavefaciens ;
ce groupe est également tres souvent dominant (16 a 22 % en moyenne) (Sghir et al., 2000;
Lay et al., 2005) . Les Bacteroidetes sont représentés par des genres liés a Bacteroides.
IIs sont toujours présents et partagent la dominance avec les groupes indiqués ci-dessus (9 a
42 % des bactéries totales en moyenne). Le phylum des Actinobacteria est moins
systématiquement détecté comme dominant, mais il représente un petit pourcentage des
bactéries totales. Il comprend les bifidobactéries (0,7 a 10 %) et les bactéries du groupe
Collinsella-Atopobium (0,3 a 3,7 % en moyenne) ( Rigottier-Gois et al., 2003; Harmsen et
al., 2000 ) (Tableau N° 1) .Les entérobactéries sont plus rarement observées dans les deux
logarithmes supérieurs de la population du microbiote fécal (0,4 a 1 %), comme c’est

également le cas des lactobacilles et des streptocoques (2 %) (Lay et al., 2005).
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_7 Eubacterium cylindroides group Firmicutes

Clostrjdium histolyticum group

Clostridium lituseberense group
Clostridium ramoswum

C. coccoidesE rectale group

Clostridium leptum group

Veillonella subgroup

Figure N°6 : Arbre phylogénétique des principaux groupes bactériens du microbiote fécal
dominant chez 1’adulte en bonne santé (Bocle &Thomann, 2005)
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Tableau N° 1: Taxonomie des principales espéces bactériennes constitutives du microbiote
intestinal humain (Breban, 2016)

Abondance Phylum Genre Metabolisme Coloration de
relative anaerobie Gram
Flore
dominante
30-52% Firmicutes Eubacterium Strict
Clostridium Strict
Clostridium Strict
Ruminococcus Strict
Butyrivibrion Strict
9-42% Bacteroidetes Bacteroides Strict
Prevotella Strict
Porphyromonas Strict
1-13% Actinobactéries | Bifidobacterium Strict
Colinsella- Strict
Atopobium
Flore sous-
dominante
2% Lactobacillae Strict
2% Streptocoques Facultatif
0.4-1% Entérobactéries Facultatif

I-5- Etablissement du microbiote intestinal chez le nouveau-né:

Le nouveau-né, stérile in utero, se retrouve a la naissance en contact avec des bactéries qui
vont rapidement coloniser son tube digestif. Fluctuant au début de la vie, I’assemblage du
microbiote intestinal humain s’équilibre aprés quelques années chez 1’enfant puis reste
relativement stable au cours du temps chez I'individu adulte sain, en [’absence de

perturbations extérieures (infections, antibiothérapies. . .) (Gérarda, 2014) .
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La premiere exposition & la flore maternelle a lieu lors du passage du vagin pendant
I’accouchement (Mandar & Mikelsaar, 1996).

A la naissance, un écosystéme riche et dynamique se développe a partir d'un environnement
stérile ( Palmer et al., 2007) . En quelques heures, les bactéries commencent a apparaitre dans
les selles. Dans un premier temps, le tube digestif est colonisé par les anaérobies facultatifs,
mais progressivement, la consommation d'O2 par ces bactéries permet la croissance ultérieure
des anaérobies stricts (Vael & Desager, 2009). Le niveau de colonisation de I’intestin du
nouveau-né est estimé a 10 & 10 UFC/g de féces, 48 heures aprés sa naissance (Gothefors
,1980; Campeotto et al., 2007).

En effet, des études indiquent qu’en général, les nouveaux-nés sont premiérement
colonisés par des entérobactéries (Escherichia coli), des staphylocoques,des entérocoques
(Enterococcus faecalis), des streptocoques et des lactobacilles qui semblent créer un
environnement réduit favorable a 1’établissement deux a trois jours aprés la naissance des
bactéries appartenant a des genres comme Bacteroides, Bifidobacterium et Clostridium ainsi
que les lactobacilles supportant mal 1’oxygéne (Favier et al., 2002 ; Coudeyras & Forestier,
2010).

La transmission des bactéries des flores vaginale et fécale de la mere a été clairement
montrée. Toutefois, la flore fécale maternelle apparait étre le déterminant essentiel des
premiéres bactéries a s’implanter, les nouveau-nes étant colonisés plutét par les
entérobactéries et bifidobactéries d’origine fécale que par les lactobacilles d’origine vaginale

(Tannock et al., 1990).

Le nouveau-né est ensuite continuellement exposé a de nouvelles bactéries provenant de
I’environnement, de la nourriture et des bactéries cutanées de 1’adulte via les tétées. Son
microbiote intestinal va alors progressivement se diversifier. On considére qu’un microbiote
fonctionnellement stable proche de celui de I’adulte est atteint entre deux et quatre ans

(Kleessen et al., 2000).
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I-6-Développement normal de la flore intestinale:

Lorsque la naissance se passe de fagcon naturelle, le profil de colonisation bactérienne
intestinale du nouveau-né est assez stéréotypé. On peut le diviser en 4 phases durant
la premiere année chez I'enfant allaité. Au-dela, le profil bactérien de la flore intestinale
se rapproche de celui de l'adulte avec 10'®** UFC/g de contenu colique (Langhendries,
2006).

X Phasel:

La colonisation du tube digestif débute deés la rupture des membranes foetales et se
poursuit pendant plusieurs mois. A la naissance, le nouveau-né se colonise principalement a
partir des flores maternelles fécale et vaginale, L'écologie bactérienne de I'environnement
immédiat du lieu de la naissance est également importante, avec une flore assez rudimentaire
qui atteint cependant en une semaine un niveau quantitatif de [’ordre de 103 10"

unités formant colonie (UFC) par gramme de selles (Goulet, 2009).
N Phase 2:

Dans les jours qui suivent, la concentration des germes anaérobies stricts (bifidobactéries et
lactobacilles) augmente jusqu' & avoisiner 10 ° UFC/ml au dixiéme jour. Par ailleurs, le profil
bactérien se diversifie avec augmentation en nombre d’Escherichia coli, Bacteroides spp et
pour une moindre part de Clostridiae. Le groupe des staphylocoques diminue parallélement.
Cette deuxiéme phase est clairement influencée par 1’alimentation. Deés la fin de la premiéere
semaine, mais surtout a 1 mois de vie, les enfants nourris exclusivement au sein ont un
contenu intestinal nettement plus riche en bactéries anaérobies strictes notamment en

bifidobactéries et, dans une moindre mesure, en lactobacilles (Langhendries, 2006).
N Phase 3:

La troisieme phase démarre avec le début de la diversification alimentaire. Les différences
entre 1’enfant nourri au sein et celui nourri au lait artificiel s’estompent. Les entérobactéries
augmentent en nombre de méme que les streptocoques et les Clostridiae. La flore anaérobie
stricte plus diversifiée augmente également durant cette phase, au profit de variétés
microbiennes tres spécifiques du cbélon (Fusobacterium, Eubacterium, etc.). (Langhendries,
2006).
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X Phase 4:

A la fin de la premiére année, la composition de la flore intestinale se rapproche de celle de
I’adulte. Cette quatrieme phase est marquée par la trés grande augmentation de la flore
anaérobie stricte dans la partie distale du c6lon. Cela suggere que la flore anaérobie stricte,
surtout composée de bifidobactéries et de lactobacilles, et majoritaire chez les enfants non
allergiques, soit la mieux a méme de contréler la réponse immunitaire innée du chorion sous-
muqueux, étape fondamentale de [l'initiation ultérieure de [I'immunité adaptative
(Langhendries, 2006).

I-7- Facteurs agissant sur la colonisation bactérienne:

Différents facteurs exercent une influence sur la composition de la flore intestinale qui
s’implante : I’age gestationnel, le mode d’accouchement, par voie vaginale ou par césarienne
ainsi que I’environnement du lieu de naissance. L’hygiéne de plus en plus stricte entourant les
accouchements dans les pays a haut niveau de vie est, sans doute, responsable d’une moindre
colonisation par les bactéries de la flore maternelle par rapport a la colonisation par des

bactéries de I’environnement (Gronlund et al., 1999) (Figure N°7).
I-7-1-Influence du mode d’accouchement :

Le mode d’accouchement influence fortement les conditions de la colonisation du
tractus gastro-intestinal du nouveau-né. Des études rapportent que les enfants nés par
césarienne présentent une composition du microbiote différente de celle des enfants nés par
voie basse. De plus, la population bactérienne du microbiote intestinal des enfants nés
par voie basse est semblable a celle du microbiote vaginal de leur mere tandis que le
microbiote intestinal des enfants nes par césarienne présente des similitudes avec le
microbiote cutané de la mere (Huurre et al., 2008, Reid et al., 2011, Biasucci et al., 2010,
Dominguez-Bello et al,. 2010).Une césarienne entraine une diminution de la proportion
de bifidobactéries et de Bacteroides fragilis, tandis que parallélement la proportion d’E.
coli, de Staphylococcus, de Streptococcus et de C. Difficile est plus importante (Penders et
al., 2006a).
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Les enfants nés ainsi sont souvent amenés a passer un séjour plus long a 1’hopital et a
recevoir un traitement antibiotique. De plus, a été constaté une hausse de 20% de la
prévalence d’asthme et de phénomeénes allergique chez les enfants nés par césarienne
(Bjorksten et al., 1999).

Ce sont les enfants nés par voie vaginale au domicile de la mére, et exclusivement nourris
au sein, qui ont la flore la plus bénéfique, avec une proportion importante de bifidobactéries
et une abondance diminuée en E. coli et en C. difficile (Penders et al., 2006a).

I-7-2-Influence du terme de naissance:

Le microbiote intestinal des nouveau-nés prématurés est moins diversifié et présente un
retard d’implantation, notamment pour les espéces anaérobies strictes, comparé a celui des
nouveau-nés a terme (Campeotto et al., 2007). Si la flore aérobie colonise assez rapidement
le prématuré, la flore anaérobie (Bifidobacterium et Bacteroides) est retardée. Ce retard
d’implantation peut s’expliquer par le fait que les enfants plus fréquemment nés par
cesarienne, sont rapidement séparés de leurs méres et placés dans un environnement de soins
intensifs trés aseptise et fréguemment soumis a une antibioprophylaxie a large spectre.
D’autre part, il a été observé une colonisation considérablement plus importante en fréquence

mais aussi en quantité de Clostridium difficile (Penders et al., 2006a).
I-7-3- Influence de I’alimentation:

La composition chimique du régime alimentaire apparait avoir un réle déterminant
pour la définition du microbiote intestinal du tractus gastro-intestinal immature (Poroyko et
al., 2011).

Les enfants nourris au sein développent une flore qui est dominée par des
bifidobactéries et des lactobacilles qui représentent entre 60 et 91% de la microflore
intestinale (Cinquin, 2005). De plus on observe une diminution de la proportion
d’Escherichia coli et de Clostridium difficile pour ces enfants exclusivement allaités
(Penders et al., 2006a) .
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En revanche, les enfants nourris au lait infantile développent une microflore plus
complexe avec une baisse de I’abondance des bifidobactéries qui dominent toujours
mais a 40% seulement, avec des bactéries anaérobies strictes telles que Bacteroides,
Clostridium et Staphylococcus. Il a de plus été observé que les enfants nourris avec des
formules infantiles sont plus touchés par les troubles gastro-intestinaux telles les diarrhées
infectieuses (a rotavirus en particulier), et ont un risque plus élevé de développer des
allergies, notamment alimentaires. L absence d’allaitement représente, apres la prématurité et
I’accouchement par césarienne, un risque important de dysbiose (Association Francaise de

Médecine Orthomoléculaire, 2010).

La diversification du régime alimentaire étant une période critique, les caractéristiques
des aliments consommés notamment leur teneur en bactéries et en nutriments, pourront
influencer la variabilité du microbiote intestinal. Par exemple, le microbiote intestinal
des individus végétariens ne semble pas contenir le groupe Faecalibacterium prausnitzii
qui peut étre associé a une consommation plus importante de viandes et de poissons
(Hayashi et al., 2002).

|-7-4-Influence de I’antibiothérapie:

L’administration orale d’antibiotiques (principalement 1’amoxicilline) mais aussi
d’antifongiques (le miconazole) a I’enfant pendant le premier mois de vie a montré
une diminution du nombre de bifidobacterium et de Bacteroides fragilis (Penders et al.,
2006a).

Une étude chez le rat a montré qu’un traitement a base d’amoxicilline durant la période du
sevrage affecte la maturation de 10 a 30% des genes impliqués dans la fonction de barriére

intestinale, ces effets étant dus a 1’altération du microbiote intestinal (Schumann et al., 2005).

D’autres médicaments comme les anti-acides, les inhibiteurs des pompes a protons, ou les
anti-inflammatoires non stéroidiens peuvent modifier 1’environnement intestinal et donc

perturber 1’équilibre au sein du microbiote (Huffnagle, 2010).
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|-7-5-Influence de I’environnement et des conditions d’hygiéne:

L’environnement joue un role important dans la colonisation intestinale. Certaines études
ont mis en évidence une colonisation par les bifidobactéries plus fréquentes et & un niveau
plus important chez les enfants nés dans les pays en voie de développement .Les procedures
strictes d’obstétrique et d’hygiene appliquées dans les maternités au moment de la naissance
semblent étre a 1’origine de la réduction de I’exposition aux microorganismes provenant de
la mére et de I’environnement. Cela a pour conséquence de modifier le processus de

colonisation du tractus gastro-intestinal du nouveau-né (Campeotto et al., 2007).

La théorie “hygiéniste” qui s’est développée dans les années 1990, suggére qu’une faible
exposition a des agents infecticux durant I’enfance favoriserait I’émergence des maladies
atopiques par défaut de mise en place des mécanismes de régulation du systeme immunitaire
(Strachan, 1989).

I-7-6- Influence du terrain génétique:

Malgré le fait que le nouveau-né se retrouve confronté a une multitude de microorganismes
a la naissance, son tractus gastro-intestinal ne sera colonisé que par certaines bactéries
capables d’interagir de fagon symbiotique avec I’hote. L’influence du terrain génétique sur la
modulation de la colonisation bactérienne a été mise en évidence par 1’observation de
I’importante similarité entre des microbiotes provenant de jumeaux. Différentes études
rapportent en effet que les similarités au niveau de la composition du microbiote intestinal
sont liée au degré de similitude du terrain génétiqgue (Hoeksma & Winkler, 1963; Van de
Merweet et al., 1983; Stewartet et al., 2005; Zoetendal et al., 2001).
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Figure N°7: Facteurs externes capables d’influencer 1’établissement du microbiote intestinal
chez le nourrisson ;

: modifications bénéfiques ; 1| : modifications considérées comme néfastes pour un
développement sain. (Matamoros et al., 2013).

I-7-7- Facteurs n’influencant pas la colonisation intestinale :

D’autres facteurs ont été étudiés, mais aucune corrélation n’a pu étre trouvée avec la
colonisation bactérienne dans la rupture des membranes amniotiques arrivant plus de 24
heures avant la délivrance, la saison de I’accouchement, la prise ou non d’antibiothérapie par
la mére pendant la grossesse (& 1’exception du traitement avant [’accouchement chez
les femmes porteuses de Streptococcus agalactiae) et la survenue d’une fiévre chez 1’enfant.

De plus, I’age et le sexe de I’enfant n’influencent pas le microbiote (Penders et al., 2006).
I-8- Fonctions du microbiote intestinal:

La présence permanente d’une importante biomasse bactérienne dans I’intestin exerce des
effets physiologiques, pour la plupart bénéfiques pour I’hote. Le microbiote intestinal peut
méme étre considéré comme un Vvéritable organe a part entiere ( Landmana & Quévrain,
2015) (Figure N°8).
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Figure N°8: Fonction du microbiote intestinal sur la physiologie de I’hote
(Sommer & Backhed, 2013).

I-8-1-Fonctions métabolique et nutritionnelle:

Les principales sources d’énergie du microbiote intestinal sont les glucides et les protéines

contenues dans les fibres alimentaires non digérées par I’hote dans le tractus digestif supérieur

et qui parviennent dans le c6lon. La nature et la quantité des substrats disponibles dépendent

donc des individus et de leur régime alimentaire qui constitue un facteur environnemental

susceptible d’influencer ’équilibre du microbiote. La biotransformation de ces différents

substrats par le microbiote colique, d’une part, permet aux bactéries d’obtenir I’énergie

nécessaire a leur croissance et, d’autre part, géncre la production d’une diversité¢ de

métabolites qui sont pour la plupart absorbés et utilisés par I’hote ( Landmana & Quévrain,

2015) .
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I-8-1-1-Métabolisme des glucides:

La quantité de glucides fermentescibles arrivant au colon varie de 10 & 60 g/j selon les
individus et leur régime alimentaire. Différents groupes bactériens du microbiote colique
humain participent a la dégradation anaérobie de ces substrats. La premiere étape de cette
transformation est I’hydrolyse des polymeéres glucidiques en fragments de petite taille, assurée
par des bactéries dites « fibrolytiques». Les bactéries glycolytiques peuvent ensuite participer
a la deuxiéme phase consistant a transformer les glucides produits .La majorité des especes
utilisent la glycolyse pour convertir les glucides en pyruvate qui est lui-méme transformé en
produits finaux de la fermentation (acétate, propionate, butyrate) qui sont des acides gras a
chaine courte (AGCC). lls apportent de 1’énergie, stimulent 1’absorption colique de sodium et

exercent des propriétés d’immunomodulation locale ( Quévrain & Seksik, 2013).
I-8-1-2-Métabolisme des protéines

Dans un premier temps, I’hydrolyse des protéines par les enzymes protéolytiques
(protéases) aboutit a la libération dans le colon de peptides utilisables par la flore bactérienne,
puis a des acides aminés. L’activité protéolytique est supportée par un nombre important de
bactéries coliques (Bacteroides, Clostridium, Propionibacterium, Fusobacterium,
Streptococcus et Lactobacillus). Puis, la fermentation des acides aminés met en jeu des
réactions d’oxydation et de réduction qui vont aboutir a la formation d’acides gras a
chaines courtes (butyrate, propionate et acétate), d’acides gras a chaines courtes ramifiés
(isobutyrate, 2-méthylbutyrate et isovalérate), de phénols, d’indole et d’ammoniac. Les
phénols et I’indole sont ensuite détoxifiés par la muqueuse colique, puis excrétés dans les
urines. L’ammoniac suit 2 voies distinctes, une partie est absorbée par I’intestin puis
transformée en urée par le foie pour étre éliminée dans les urines, ’autre partie est utilisée
par les bactéries avec des hydrates de carbones pour former des acides aminés pour la

synthese de protéines bactériennes (Cummings & Macfarlane, 1991).
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I-8-1-3- Métabolisme des lipides:

La flore intestinale exerce une action indirecte en modifiant le métabolisme du
cholestérol et des sels biliaires. Les lipides servent de substrat aux lactobacilles et aux
bifidobactéries, d’ou la production d’acides gras a chaines courtes, et notamment de
propionate. Le propionate agirait alors de la méme facon que les résines chélatrices de
sels biliaires, en fixant les acides biliaires sous forme d’un complexe insoluble. Le cycle
entéro-hépatique des acides biliaires est alors inhibé et leur élimination fécale augmentée. De
plus, le cholestérol absorbé est alors utilisé pour la synthése de nouveaux acides biliaires et le

taux sanguin de cholestérol diminue (Gibson, 2004).
I-8-1-4-Métabolisme des gaz:

L’hydrogene est le gaz majoritairement produit lors des processus fermentaires, et ce, en
grande quantité de fagon quotidienne dans le cdlon. Son élimination, essentielle a 1’efficacité
du processus fermentaire, est possible de plusieurs maniéres. Il peut étre excrété par
I’émission de gaz rectaux ou par voie pulmonaire, mais la plus grande partie de I’hydrogene
est transformée in situ par des bactéries du microbiote colique dites hydogénotrophes
(Christl, 1992).

Les trois types de transformation principaux sont : en méthane par les archées
méthanogenes (présents dans le microbiote colique de 30 a 50 % des adultes), en acétate par
les bactéries acétogenes, et enfin, en sulfures au potentiel délétere pour le colonocyte par les
bactéries sulfatoréductrices (dont le genre prédominant est Desulfovibrio) ( Landmana &
Queévrain, 2015).

I-8-1-5-Synthése de facteurs vitaminiques:

Les microorganismes du colon jouent aussi un role dans la synthese des vitamines (Hill,

1997) et dans I’absorption du calcium, du magnésium et du fer (Guarner, 2003).
Enfin, les bactéries participent a la synthese de facteurs vitaminiques :

» Vitamine K : qui intervient dans le processus de la coagulation sanguine et
dans le métabolisme des os et d'autres tissus,
» Cobalamine (B12) : vitamine hydrosoluble essentielle au fonctionnement normal du

cerveau, du systeme nerveux et a la formation du sang,
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> Acide folique (B9) : vitamine hydrosoluble précurseur métabolique d'une coenzyme,
le tétrahydrofolate, impliquée notamment dans la synthése des bases nucléiques
constituant les acides nucléiques (ADN et ARN) du matériel génétique. Cette
coenzyme intervient également dans la synthése d'acides aminés tels que la
méthionine, I'histidine et la sérine,

> Pyridoxine (B6) : vitamine hydrosoluble qui intervient dans le métabolisme des
acides aminés et du glycogéne ainsi que dans la synthése de I’ADN, de
I’hémoglobine et de nombreux messagers chimiques du cerveau,

> Biotine (B8) : vitamine hydrosoluble et coenzyme qui participe au métabolisme des
acides gras, des glucides et des acides aminés, ainsi qu'a la biosynthése des vitamines
B9 et B12,

» Riboflavine (B2) : vitamine hydrosoluble qui joue un réle important dans la
transformation des aliments simples (glucides, lipides et protéines) en éenergie. Elle
intervient dans le métabolisme de réparation des muscles. Les facteurs vitaminiques
synthétisés constituent un apport complémentaire par rapport a [’alimentation.

(Rofes, 2014).
I-8-2- Fonction protectrice: effet barriére :

Les bactéries du microbiote intestinal s’opposent a la colonisation du tractus gastro-
intestinal par des bactéries de I’environnement externe pouvant é&tre potentiellement
pathogenes. De plus, elles permettent également de controler le développement excessif de
bactéries pathogénes faiblement représentées au sein du microbiote intestinal. Cette fonction
protectrice des bactéries commensales du microbiote intestinal est essentiellement due a la
compeétition pour les nutriments mais aussi a I’exclusion compétitive pour 1’occupation des

sites d’adhérence épithéliaux (Srikanth & McCormick, 2008).

Par ailleurs, le microbiote produit des bactériocines et il est capable de stimuler la
production de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales. Il induit également la
production des IgA sécrétoires et favorise le bon fonctionnement des jonctions serrées entre
les cellules épithéliales (Hooper, 2004), ce qui diminue I’invasion par des bactéries
pathogenes. Outre ses propriétés de barriére, le microbiote intestinal joue un réle fondamental
dans le développement et la maturation du systéme immunitaire (Macpherson & Harris ,
2004) .
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La flore intestinale est donc un biotope majeur, indispensable a 1’acquisition et au maintien
des fonctions digestives et immunitaires. Elle subit de nombreuses influences contrélables ou
elle doit étre a tout prix préservée de toute altération dans son équilibre et peut étre
positivement modulée. 1l convient de connaitre les circonstances au cours desquelles la flore
intestinale peut étre altérée et, a I’inverse, comment il est possible de la moduler pour en

augmenter son potentiel bénéfique (Goulet, 2009).

La muqueuse intestinale comporte des invaginations, appelées cryptes de Lieberkihn,
ou sont situées les cellules souches dont la différenciation et la prolifération sont a 1’origine
du renouvellement de I’épithélium intestinal . Les cellules de Paneth situées au fond des
cryptes, produisent des lysosymes et des défensines. De ce fait, elles participent activement
a immunité innée. Les cellules calciformes produisent le mucus, les cellules entéro-
endocrines produisent des hormones (catécholamines) et les entérocytes absorbants ont
pour fonction d’absorber les nutriments. Le microbiote intestinal peut moduler la teneur
en mucines du mucus en stimulant la différenciation des cellules calciformes. Il peut
également influencer le niveau de production et de sécrétion des mucines (Deplancke
&Gaskins, 2001) (Figure N°9).
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Figure N°9:Les cellules de 1’épithélium intestinal

Disponible sur : http://lescellulessouches.blogspot.com/p/les-cellules-souches-

24



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPIIRE I: Le microbiote intestinal

La composition du mucus en mucines est régulée par le microbiote a la fois via la
stimulation de la différenciation des cellules caliciformes qui les produisent et via la
modification de leurs niveaux de synthése et de sécrétion par ces mémes cellules. Elles
piégent les microorganismes grace a la viscosité du réseau qu’elles forment et a leurs résidus
glycosylés sur lesquels les bactéries se fixent par I’intermédiaire d’adhésines. Une partie des
microorganismes fixés au mucus est d’ailleurs réguliérement éliminée avec le mucus flottant
sous I’effet du passage du bol alimentaire dans le tube digestif ou sous I’action de I’épithélium

cilié dans les voies respiratoires (Coudeyras & Forestier, 2010).
I-9-Systémes de communication au sein du super-organisme:

Autrefois considerées comme des organismes unicellulaires indépendants et peu coopératifs,
les bactéries ont progressivement dévoilé leur forte capacité d’interaction et une nouvelle
conception de leur organisation en société bactérienne a vu le jour, notamment au sein de
I’écosystéme complexe que représente le microbiote du tube digestif. Par sa densité et les
diverses fonctions qu’il exerce, le microbiote intestinal peut étre considéré comme un
véritable organe. Cet organe n’est pas irrigué par un réseau vasculaire ou lymphatique mais
développe d’autres systemes de connexion, internes et externes, assurant son développement

et sa stabilité au sein de 1I’hote (Lécuyer, 2012).
I-9-1-Dialogue bactéries-bactéries :

Les bactéries qui s’établissent dans I’intestin ne sont pas isolées les unes des autres mais
organisées en réseau trophique, véritable organe bactérien, au sein duquel elles établissent
différents systemes de communication .Ce dialogue permet de coordonner 1’activité du réseau
trophique bactérien, de faciliter son adaptabilité face a des changements brutaux dans
I’environnement digestif, et d’assurer ainsi sa pérennité. Les bactéries ont ainsi développé
une pléthore de moyens au travers desquels elles sont capables d’échanger de 1’information
génétique, notamment par le systeme de transfert horizontal de géne, mais également de

réguler I’expression de leur gene par le « quorum sensing » (Lécuyer, 2012).
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I-9-2-Dialogue hotes - Microbes

L’adhésion des microorganismes aux surfaces est essentielle. Des recherches récentes
suggerent que les cellules épithéliales de 1’hote peuvent exprimer des glycoconjugués
spécifiques en réponse a la microflore intestinale indigene (Lu &Walker, 2001). La bile est
un puissant agent sélectif, puisqu’elle élimine la majorité des espéces bactériennes a des
concentrations relativement faibles, quelque especes y sont résistantes. Le suc pancréatique
qui est riche en enzymes protéolytiques, lipolytiques, et saccharolytiques est aussi un puissant

agent antimicrobien exercant une action sélective sur la microflore (Hill &Marsh, 1990).
I-10- Microbiote intestinal et systeme immunitaire:
I-10-1- Développement du systeme immunitaire intestinal :

Le systeme immunitaire intestinal, dont les fonctions peuvent sembler contradictoires, joue
un réle trés important dans la physiologie des mammiféres. Il doit dabord développer des
réponses protectrices cellulaire et humorale envers les virus, bactéries ou parasites
entéropathogenes .La réponse humorale est réalisée essentiellement grace a la sécrétion
d’anticorps spécifiques des muqueuses, les IgA, bloquant 1’ adhésion de bactéries pathogénes,
la multiplication virale dans I'entérocyte et neutralisant les entérotoxines. La réponse
cellulaire, quant a elle, fait appel aux lymphocytes intraépithéliaux qui permettent de
maintenir I’intégrité de 1’épithélium intestinal. Parallelement a cette fonction protectrice, le
systeme immunitaire intestinal doit également empécher Il'induction de réponses immunes
envers les composants des aliments et des bactéries commensales présentes dans le tube

digestif. Ce phénomeéne est nommé la tolérance orale (Mowat, 2003).

Des études comparatives entre des souris axéniques et leurs homologues éleveés
classiqguement en animalerie ont démontré le réle essentiel joué par le microbiote dans le
développement et la maturation du systéme immunitaire et donc sur ses fonctions. Les
animaux axeniques présentent en effet de nombreuses anomalies au niveau du systéme
immunitaire intestinal : hypoplasie des plaques de Peyer, nombre de lymphocytes
intraépithéliaux réduits, concentration d’immunoglobulines sériques et production de
cytokines limitées. Les anomalies observées ne se limitent cependant pas a 1’épithélium
intestinal puisque la rate et les ganglions lymphatiques des animaux axéniques sont non

structurés et présentent des zones lymphocytaires atrophiées (Macpherson & Harris, 2003).
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L’ensemble de ces anomalies peut-étre « réparé » en quelques semaines en inoculant un
microbiote de souris conventionnelle a ces souris axéniques. Certains des mécanismes mis en
jeu ont éteé établis et il a par exemple été montré que le polysaccharide A de Bacteroides
fragilis était capable, a lui seul, d’induire la maturation du systéme immunitaire de souris

axéniques (Mazmanian et al., 2005).

Les connaissances les plus récentes en immunologie ont permis de démontrer un lien entre
la flore bactérienne, la muqueuse intestinale et le systétme immunitaire, notamment par
I’intermédiaire du systéme immunitaire inné dont les « toll-like récepteurs » (TLR), sont les
principaux acteurs. Cette colonisation bactérienne est donc essentielle dans la maturation du
systeme immunitaire, notamment en stimulant la capacité de sécréter des immunoglobulines
A, contribuant ainsi a la barriere immunitaire intestinale. Plus récemment, il a été établi
que le systeme immunitaire du nouveau-né est immature, caractérisé par une réponse
déséquilibrée des lymphocytes T helper 2 (Th2) supérieure a celle des Thl de méme qu’une
insuffisance de lymphocytes T régulateurs. La colonisation progressive du tube digestif est, a
cet égard, essentielle pour établir un équilibre entre les Th2 et les autres types de lymphocytes
(Thl et Th3) (Ruemmele & Goulet, 2007).

Le fonctionnement optimal du systéme immunitaire se situe alors entre infections et
allergies. Insuffisant, il ne s’oppose pas assez efficacement a la pénétration des micro-
organismes et de leurs toxines; excessif, il induit des réactions d’hypersensibilité : soit
réactions allergiques (allergies digestives), soit intolérances digestives (maladie cceliaque),
soit emballement du systéme immunitaire (maladie de Crohn, entérocolites auto-immunes
etc.). Les mécanismes permettant au systeme immunitaire de différencier les pathogénes des
bactéries du microbiote et de réagir en conséquence sont encore mal connus (Coudeyras &
Forestier, 2010).

I-11- Implication du microbiote en pathologie humaine:

Des modifications de ce microbiote peuvent induire un état de dysbiose caractérisé par
un déséquilibre de la composition comprenant des bactéries commensales bénéfiques
(symbiontes), les bactéries pathogenes et les bactéries commensales ayant la capacité
d’induire une inflammation excessive dans certaines conditions (pathobiontes) (McLoughlin
& Mills , 2011) (Figure N° 10).
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Figure N° 10 : Répartition relative des différents phyla au sein des microbiotes intestinaux
de sujets sains ou atteints de désordres métaboliques aux différentes étapes de la vie
(Ottman et al., 2011).

I-11-1-Obésite:

L’obésité est définie comme un exces de poids qui est associé a de possibles conséquences
sur la santé humaine comme un risque important de diabetes, de maladies coronariennes, de

cancers ou de maladies dégénératives (Bessesen, 2008).

L'obésité est associée a une dérégulation du bilan d'énergie en lien avec des interactions
complexes entre notre biologie (notre génome) et nos modes de vie. Cette complexité s'étend
aux perturbations tissulaires avec des altérations métaboliques et immuno-inflammatoire des
tissus comme les tissus adipeux, foie, muscle, cerveau ainsi que l'intestin et, directement en

lien avec lui, le microbiote intestinal (Clément, 2015) (Figure N° 11).

Le role du microbiote intestinal dans le stockage des graisses et 1’obésité ont été récemment
investigués. Des résultats parus dans le journal Nature suggérent que le microbiote intestinal
contribue a I’absorption par 1’hote de glucides et de lipides et régule le stockage des graisses.
Ces effets seraient liés a I’induction, par le microbiote, de la lipogenése hépatique et du

stockage des triglycérides dans les adipocytes.
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D’autre part, la méme équipe a montré que le microbiote de souris obése (ob/ob), invalidées
pour le gene de la leptine, comportait une proportion anormalement élevée de Firmicutes et
anormalement basse de Bacteroidetes. De plus, le transfert du microbiote de ces souris obéses
a des souris axéniques induisait une augmentation de 1’extraction énergetique des aliments
ingérés supérieure a celle induite par le transfert d’un microbiote de souris minces. Chez
I’homme obése, il existe, dans le microbiote fécal,une proportion augmentée de Bacteroidetes
et diminuée de Firmicutes, comparativement aux sujets minces et la perte de poids semble
corrélée avec I’augmentation de la proportion de Bacteroidetes. Ces données récentes
suggeérent donc un possible lien entre le microbiote intestinal et I’obésité (Backhed et al.,
2005; Turnbaugh et al., 2006).
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Figure N° 11 : Obésité : maladie de systemes (Clément, 2015).

1-11-2- Allergie:

La relation entre le microbiote intestinal et le développement de maladies allergiques est
évoquée dans la « microflora hypothesis » qui suggére qu’elle provient de la capacité du
microbiote a moduler les réponses immunitaires au niveau intestinal dans les périodes
précoces du développement ce qui peut directement affecter le développement de la réaction
allergique et pourrait donc en partie expliquer I’émergence de maladies allergiques dans les
pays industrialisés (Vael et al., 2011; Nakayama et al., 2011).
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Parmi les données de la littérature, on retrouve également des études qui observent une
diminution des bifidobactéries et une augmentation des especes Staphylococcus aureus et
Ecsherichia coli dans le microbiote de patients allergiques (Vael et al., 2008; Watanabe et
al., 2003). L’¢tude de Thompson-Chagoyan et al. (2010) rapporte I’observation de
dysbioses au sein du microbiote intestinal d’enfants souffrant d’une allergie alimentaire (lait

de vache) par rapport a des enfants non allergiques (Thompson-Chagoyan et al., 2010).
I-11-3- Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI):

Le terme de MICI est une appellation générale désignant un ensemble de Iésions
inflammatoires chroniques, d’étiologie inconnue, atteignant le tractus digestif. Ces affections
sont récidivantes, se cantonnent a certains segments du tube digestif avec des manifestations
cliniques variées et souvent une évolution chronique peu prévisible. Ce terme recouvre
notamment les colites ulcéreuses et la maladie de Crohn. Ces Iésions inflammatoires sont
la conséquence d’une activation du systeme immunitaire intestinal, pour laquelle les facteurs
environnementaux (mode de vie, micro-organismes intestinaux, virus) et génétiques

(prédisposition) commencent a étre mieux connus (Macfarlane et al., 2009).

Chez les patients atteints de MICI, il a été donc été mis en évidence la présence d’un
déséquilibre dans la composition du microbiote intestinal ou dysbiose. Cette dyshiose est
caractérisée par un déficit en certaines bactéries, telles que Faecelibacterium prausnitzii, du
groupe Clostridium leptum, mais aussi par une augmentation de certains pathogénes tels que
Escherichia coli AIEC ou Mycobacterium avium paratuberculosis (Sokol et al., 2009
;Darfeuille-Michaud, 1998).

I-11-4-Syndrome de ’intestin irritable:

Le SII est un désordre gastro-intestinal chronique, caractérisé par des douleurs
abdominales, des dysfonctionnements intestinaux (tels que la constipation) et des
ballonnements (Agrawal & Whorwell, 2006).

Parmi de nombreuses études, une étude menée chez 6 patientes se plaignant de
ballonnements a montré qu’elles présentaient une production de gaz supérieure a la normale
avec un régime standardisé, et donc que ces symptoémes pouvaient étre reliés a une anomalie

du microbiote aboutissant a une production anormale de gaz (King et al., 1998).
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I-11-5- Cancer colorectal (CR):

Comme dans de nombreuses pathologies tumorales ou auto-immunes, il est reconnu que le
cancer du colon est le résultat d’un mélange de facteurs tels que la génétique,
I’environnement, le régime et ’hygi¢ne de vie. Tous ces parametres pourraient interagir avec
le microbiote intestinal et avoir pour résultat une altération du profil de la flore durant

la genése et la croissance de la tumeur (Zhang et al., 2011).

Il existe une dysbiose, c’est-a-dire une modification de la composition du microbiote

intestinal, chez les sujets souffrant d’un cancer colorectal (Marchesi et al., 2011).

Il a également été montré I’implication de toxines bactériennes dans la survenue du cancer
colorectal. Par exemple, la génotoxicit¢é de souches d’Escherichia coli produisant la
colibactine, une toxine capable d’induire des cassures double-brin de I’ADN et une instabilité
génétique au sein de cellules épithéliales intestinales en culture a été largement démontrée
(Nougayrede et al., 2006).

1-11-6- Autisme :

Le lien entre le microbiote intestinal et I'autisme, qui est un trouble du développement
neural et social, est suggéré par les observations suivantes : 1) Le début de maladie suit
souvent une thérapie antimicrobienne, 2) des anomalies gastro-intestinales sont souvent
présentes au début de l'autisme et persistent fréquemment, et 3) les symptomes de 1’autisme
sont parfois réduits par un traitement oral de vancomycine, tandis que la rechute arrive a

I’arrét du traitement (Sekirov et al., 2010).

Des ¢tudes préliminaires ont montré qu’il existait une forme de dysbiose chez les enfants
autistes avec une diminution de Akkermansia muciniphila et de Bifidobacterium spp. dans les
selles de ces patients (Wang et al., 2011). Une autre étude récente a montré, sur des biopsies
réalisées chez des enfants présentant un trouble autistique et souffrant de troubles gastro-
intestinaux, une augmentation des phylotypes appartenant a la famille Alcaligenaceae et au
genre Sutterella, particulierement les espéces S. wadsworthensis et S.stercoricanis ( Williams
etal., 2012).
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En 2013, un groupe de chercheurs américains a montré que, chez des souris avec des
troubles autistiques, I’intestin contenait moins de bactéries de I’espéce Bacteroides fragilis
que chez les souris témoins. L’administration de cette souche bactérienne a permis une
amélioration des troubles psychomoteurs liés a 1’anxiété et une amélioration de la

communication entre individus (Rao et al., 2009).

De plus, I’examen de selles d’enfants atteints d’autisme a montré un taux multipli¢ par dix

de Clostridium spp (Finegold et al., 2002).
I-11-7-Diabete:

Le diabete de type I, diabéte insulino-dépendant (DID) est une maladie auto-immune
médiée par les cellules T entrainant la destruction des cellules béta du pancréas responsables
de la sécrétion d’insuline. De maniere surprenante, certains articles ont associé altération

de la flore intestinale et progression du DID (Brugman et al., 2006).

En 2011, une premicre étude métagénomique pour comparer des selles d’enfants touchés
par le DID (malades), d’enfants sains (contrbles) a été réalisée (Brown et al., 2011). Les
principales différences sont rencontrées avec le genre Bacteroides, augmenté chez les
diabétiques alors que le genre Prevotella était fortement diminué chez ces derniers. La
diminution des Bacteroides chez les sujets sains comparés aux malades est entiérement
compensée par les Prevotella et les bactéries productrices de butyrate telles gu’Eubacterium,
Fusobacterium,Anaerostipes, Roseburia, Subdoligranulum et Faecalibacterium. (Figure N°
12).
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Figure N° 12 : Proportion moyenne des 11 genres bactériens les plus abondants entre

les sujets diabétiques et sains (Brown et al., 2011).
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I1- L’allaitement :
I1-1-L’allaitement maternel:
11-1-1- Définition:

L'allaitement maternel est défini comme exclusif lorsque le nouveau-né ou le nourrisson
recoit uniquement du lait maternel a I'exception de tout autre ingesta, solide ou liquide, y
compris I'eau. L'allaitement est partiel lorsqu'il est associé & une autre alimentation comme
des substituts de lait, des céréales, de I'eau sucrée ou non ou toute autre nourriture (Anaes,
2003).

L’OMS recommande un allaitement maternel exclusif durant les six premiers mois de vie
du bébé. Selon les experts, la poursuite de I’allaitement exclusif pendant six mois, par rapport
a une durée de trois ou quatre mois, permet un développement optimal des nourrissons et doit
étre encouragée, 1’introduction d’une alimentation complémentaire entre quatre et six mois

n’apportant aucun bénéfice particulier (Anaes, 2003).
11-1-2- Anatomie et physiologie de la glande mammaire:
11-1-2-1- Anatomie :

Le sein contient de 10 a 15 canaux galactophores, s’abouchant pour constituer un pore
mamelonaire aprés une dilatation appelée sinus lactiféere. Ces canaux se ramifient en canaux
secondaires jusqu’aux lobules. Les lobules sont constitués d’un canalicule extralobulaire se
prolongeant par un canalicule intra-lobulaire dans lequel se jettent plusieurs canalicules
terminaux ou acini . La paroi des acini est constituée par une couche de cellules épithéliales
bordant la lumiere des acinis et reposant sur des cellules myoépitheéliales a activité contractile.
L’ensemble se dispose sur une membrane basale .Les lobes sont classés en quatre types selon
le nombre de lobules qui les constituent. Les lobes de type 1 sont les premiers a se former et
sont ceux qui contiennent le moins de lobules, 11 lobules pour 80 lobules dans les lobes de
types 3. (Figure N° 13 et 14). Le type 4 ne sera présent que durant la gestation et la lactation
et correspond a la période de différenciation maximale des cellules épithéliales ( Russo,
2004).

34



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE II: L allzitement

Figure N° 13: Coupe sagittale d'une glande mammaire au repos (Basset,
2014).

Le schéma de la glande mammaire a gauche est comparé avec la photographie de glande
observée en MO (grossissement x100, coloration au trichrome de Masson) a droite. Sur la
photographie, le bleu indique le collagéne du tissu conjonctif, les acini et canaux apparaissent

roses.
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Figure N° 14: Schéma d'Histologie de la glande mammaire en coupe

transversale (Basset, 2014).

Gauche : les canaux galactophores naissent au niveau de pores situés a la surface cutanéee
du mamelon. En pénétrant vers la profondeur de la glande, ils vont se ramifier et les
derniéres ramifications correspondent aux portions sécrétrices nommeées acini. Droite : trois
lobes sont représentés, dont un complet entouré en jaune avec ses lobules. La couleur bleue

schématise le tissu conjonctif et les ronds gris le tissu adipeux.
11-1-2-2- Physiologie :

La glande mammaire est un organe spécialisé dans la nutrition du nourrisson. Le
développement de la glande mammaire durant I’embryogenese est identique chez I’homme et
chez la femme. Le développement spécifique du sein de la femme commence a la puberté et
est dépendant des cestrogénes produits par les ovaires ainsi que de la progestéerone et de la
prolactine. Apres la puberté, la croissance et 1’involution (régression du tissu) de la glande
mammaire sont régulées par les cycles menstruels, la grossesse et la lactation. Chez la femme,
le développement du sein se caractérise par la formation progressive des canaux et des lobes a
partir de bourgeons terminaux. A chaque cycle menstruel la formation de cette structure
progresse un peu et ce, jusqu’a 1’age de 35 ans. Les bourgeons terminaux forment les
bourgeons alvéolaires qui formeront les acini au moment de la différenciation maximale qui a

lieu durant la gestation et la lactation ( Payre, 2008).
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11-1-3- Physiologie de la lactation:
11-1-3-1- Le role de la fonction hormonale:

Pour obtenir une production de lait maternel, il est nécessaire d’avoir un stimulus hormonal.
Deux hormones jouent un rdle essentiel, il s’agit de 1’ocytocine et de la prolactine (Europe

europa, 2010).
11-1-3-1-1- L’ocytocine:
@ Sécrétion

L’ocytocine est une hormone polypeptidique sécrétée par les noyaux paraventriculaires de

I’hypothalamus puis stockée dans le lobe postérieur de 1’hypophyse;
¢ Régulation

La régulation de la sécrétion d’ocytocine est sous la dépendance d’un facteur nerveux. La
succion du mamelon par I’enfant crée un arc réflexe dont les voies partent du sein pour

atteindre I’hypothalamus et y stimuler la sécrétion d’ocytocine (Figure N° 15).
¢ ROle dans la lactation

L’ocytocine a pour propriété de stimuler les muscles lisses. Au niveau du sein, elle stimule
la contraction des cellules myo-épithéliales péri-acineuses et péricanalaires, ainsi que les

fibres du muscle aréolaire ( Groussin-Weyland, 2010).
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Figure N° 15: La fonction hormonale du corps ( Europe europa, 2010).

11-1-3-2- La prolactine :
@ Sécrétion:

La prolactine est une hormone polypeptidique sécrétée par les cellules lactotropes de
I’antéhypophyse. Dés le premier trimestre de la grossesse, le taux de prolactine s’éléve
progressivement ; il est a ’approche du terme plus de dix fois supérieur au taux initial. La
prolactinémie reste élevée dans le post-partum. Cette élévation persiste jusqu’a un an voire 18
mois en cas d’allaitement — et chaque tétée induit des pics sécrétoires qui multiplient le taux
de base par trois. Par un mécanisme de rétrofreinage, cette hyperprolactinémie bloque
I’ovulation et I’aménorrhée du post-partum s’accompagne d’une infertilité, méme si celle-Ci
n’est pas absolue. Le taux de prolactine dépend surtout du nombre et de la durée des tétées : il
chute nettement lorsque la frequence tombe au-dessous de six par jour ( Groussin-Weyland,
2010).

¢ Régulation:

Contrairement a celui des autres hormones hypophysaires, le contrdle hypothalamique de la
sécretion hypophysaire de la prolactine est essentiellement inhibiteur. Le principal facteur
inhibiteur est la dopamine, neurotransmetteur synthétisé, entre autres, par les neurones tubéro-
infundibulaires de 1’hypothalamus. Ce rdle inhibiteur explique que les agonistes de la

dopamine, comme la bromocriptine, soient hypoprolactinémiants (Groussin-Weyland, 2010).
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D’autres facteurs stimulent la sécrétion de prolactine : les cestrogénes agissent directement
sur les cellules lactotropes et induisent une hyperplasie sélective des cellules & prolactine de
sorte qu’a la fin de la grossesse, I’hypophyse a approximativement doublé de volume (
Groussin-Weyland, 2010) (Figure N° 16).

g Activité lactotrope:

La prolactine est nécessaire a I’initiation et au maintien de la lactation. Son rdle est
prépondérant mais non exclusif. Elle agit en synergie avec des hormones hypophysaires
[hormones somatotrope, corticotrope (ACTH), thyréotrope (TSH)] et des hormones
périphériques (thyroxine, cortisol, aldostérone, insuline). L’ensemble de ces facteurs constitue

le « complexe hormonal lactogénique » ( Groussin-Weyland, 2010).

11 existe donc d’autres mécanismes de régulation qui prévalent sur I’action de la prolactine ;
il n’a d’ailleurs été trouvé aucune corrélation entre la synthése du lait a court et a long terme
et le taux sanguin de prolactine qui n’a qu’un role permissif sur la synthese, laquelle de"pend

surtout de facteurs de régulation locale (Cox et al., 1996).

Figure N° 16 : Régulation de la synthése de la prolactine (PRL) (Touraine&
Goffin, 2005).
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Les facteurs stimulants sont indiqués par une fleche verte, tandis que les facteurs inhibiteurs
sont indiqués par une fleche rouge (Figure N° 16). Les facteurs centraux et périphériques sont
indiqués respectivement dans les cadres superieurs et inférieurs de la figure. La prolactine
peut exercer un rétrocontrdle de sa propre sécrétion en stimulant la dopamine hypothalamique
(fleche orange). TRH : thyrostimulin releasing hormone ; VIP : vaso-intestinal peptide ;
GABA : acide gamma aminobutyrique ; GAP : gonadotropin releasing hormone associated

peptide.

11-1-4- Composition et variation du lait maternel:

Le colostrum, lait des premiers jours, joue dans la protection immunitaire un réle essentiel.
En effet. C’est véritable concentré d’anticorps qui tapissent en quelques jours toutes les
muqueuse de la bouche et du tube digestif. Le lait des jours suivants a tout autant
d’importance ; le sucre qu’il contient, le gynolactose, est essentiel dans le développement de
la flore microbienne de fermentation qui s’oppose a la prolifération de la flore putréfactive

due a la digestion (Frydman , 2011).

Le lait comme le sperme et le sang est une des humeurs fondamentales du corps humain

chargées d’une haute valeur symbolique (Rigourd et al., 2011).

Le lait de femme est un modéle inimitable dont la connaissance se précise au fil des années.
Ce n’est pas seulement un ensemble de nutriments, ¢’est un produit biologique contenant des
enzymes, des hormones et peptides trophiques, des facteurs de croissance, des nucléotides,
des polyamines, des immunoglobulines (Ricour et al., 1993).

Cet aliment dynamique évolue constamment selon les besoins de I’enfant et s’adapte tant
quantitativement que qualitativement au cours de la croissance de I’enfant. La réduction de
plus de moitié des maladies infectieuses respiratoires et digestives chez les enfants allaités a
permis de mettre en exergue également I’importance de 1’allaitement maternel afin de
compenser le déficit physiologique en debut de vie dans la synthese d’immunoglobuline par le
jeune enfant ( Labbok et al., 2004).

Ainsi, les IgG maternelles transférées in utero et les IgA transmises par le lait maternel
spécifiques des agents pathogenes de 1’environnement maternel assurent une immunothérapie

passive du jeune enfant ( Labbok et al., 2004; Brandtzaeg, 2003).
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Le lait humain est composé de plusieurs phases particulaires. La premiére est constituée par
la suspension de particules (micelles) de caséine dont le diametre (40-45 nm) est environ deux
fois plus faible que celui des micelles du lait de vache et rend compte, aussi, de la relative
faible opacité du lait humain. Comme dans les autres laits, la matiere grasse du lait humain est
aussi présente sous forme de particules sphériques, beaucoup plus grosses (2-3 um). Les
cellules, cellules d’origine épithéliales et leucocytes, représentent la troisieme phase
particulaire. La phase aqueuse du lait renferme des protéines (protéines solubles ou protéines
du lactosérum), du lactose et des oligosaccharides, des minéraux, des vitamines, des

hormones, des facteurs de croissance (Dubos et al., 2016).

La composition du lait est relativement stable par le monde et ne varie que dans une faible
proportion, en fonction des modes de vie et d'alimentation de maman. Gréace a la spécificité de
sa composition, et contrairement au lait de vache, le lait humain se conserve relativement bien
(Picciano, 2001).

11-1-4-1- Composition:
11-1-4-1-1- Energie:

Le contenu énergétique du lait humain est de I’ordre de 60 & 70 kcal/ldl, un peu plus faible
que celui du lait de vache (65-75 kcal/dl). Les graisses représentent plus de 50 % de 1’énergie
totale. Leur taux varie toutefois considérablement, non seulement au cours de la journée mais
aussi au cours de la tétée. Il est intéressant de souligner que le taux de protéines du lait
humain étant remarquablement faible, celles-ci ne contribuent que pour 6 % de 1’apport
énergétique total. Cette proportion est toutefois beaucoup plus importante pour le colostrum,

plus riche en protéines mais plus pauvre en graisses et en glucides (Dubos et al., 2016).
11-1-4-1-2- Protéines et substances azotées:

La teneur en protéines du lait de femme, comprise entre 8 et 12 g/L, est nettement inférieure
a celle des autres mammiféres. Néanmoins, elle est parfaitement adaptée aux besoins du
nourrisson en raison d'une excellente absorption et d'une parfaite adéquation du profil de ses
acides aminés. Les protéines du lait de femme sont aussi trés spécifiques ; méme les caséines,
qui ne représentent que 40 % des protéines (contre 80 % dans le lait de vache) sont différentes
(Turck, 2005).
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Les caseines du lait de femme forment des micelles beaucoup plus petites que celles du lait
de vache. Il s’agit surtout de la caséine B dont I’hydrolyse conduit a des peptides
(caséomorphines) a propriétés opioides et de la caséine k hautement glycosylée, dont la
fraction C terminale a des effets bifidogénes. Enfin, un pourcentage élevé de protéines (60 %)
ne précipite pas avec les caséines ; elles sont dites « protéines solubles ». Ce pourcentage
élevé de protéines solubles et les micelles de caséine de petite taille expliquent la coagulation
plus fine du lait de femme dans 1’estomac du nourrisson, contribuant a une vidange gastrique
plus rapide. Parmi ces protéeines solubles, certaines ont un réle fonctionnel essentiel comme
les immunoglobulines, en particulier les IgA de type sécrétoire (IgAs) (0,5 a 1 g/L), les
lactoferrines, le lysozyme, la bétadéfensine 1, des enzymes (en particulier une lipase), des
facteurs de croissance comme I' insulin-like growth factor (IGF 1), le transforming growth
factor (TGF),les facteurs de croissance leucocytaire (G-CSF) et I'epidermal growth factor

(EGF), qui a une action trophique sur les muqueuses gastrique et intestinale (Turck, 2005).

11-1-4-1-3- Glucides:

-Les glucides totaux du lait humain sont plus abondants (7 g/100 ml) que ceux du lait de
vache (5 g/ 100 ml);

— Le lactose est le sucre dominant (6 g/ 100 ml);

— Les autres glucides sont constitués essentiellement par des oligosaccharides qui, dans le lait
humain, sont caractériseés par leur richesse (environ 1 g/ 100 ml) mais aussi par leur variété
(plus de 40 especes moléculaires alors que quelques-unes seulement sont présentes dans le lait
de vache). Ces oligosaccharides entrent dans la composition d’un certain nombre de
glycoprotéines comme la lactoferrine ou les immunoglobulines A sécrétoires (IgAs). lls
constituent aussi un facteur de croissance responsable de la prédominance de 1’espéce
Bifidobacterium bifidus dans I’intestin des nouveau-nés nourris au sein. Cette flore intestinale
particuliére est responsable de la transformation du lactose en acides lactique et acétique et
donc de I’abaissement du pH du contenu distal de I’intestin, ce qui contribue a prévenir la

croissance d’un bon nombre de bactéries entéropathogénes (Dubos et al., 2016).
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I1-1-4-1-4- Lipides et digestibilité des graisses:

La teneur en lipides du LF (3,5 g/100 ml en moyenne) est tres proche de celle du LV ; par
contre, la digestibilité et le coefficient d’absorption des graisses du LF sont trés supérieurs
(80 % contre 60 % pour le LV dans les premiers jours, atteignant rapidement 95 % contre
80 % a 3 mois pour le LV). La meilleure digestibilité des graisses est due a la présence dans le
LF d’une lipase dépendante des acides biliaires du nouveau- né qui compense, au niveau
duodénal, I’insuffisance des lipases pancréatiques ( Hamosh, 2001) ; il s’y ajoute la structure
différente des triglycérides 70 % de I’acide palmitique (soit environ 25 % des acides gras
totaux) est en position 2 sur le glycérol, ce qui lui permet une excellente absorption intestinale
sous forme de 2- monoglycéride, ce qui n’est pas le cas avec le LV. Le LF est riche en
cholestérol (20 a 30 mg/100 ml), alors que le LV en contient beaucoup moins (5 a 10
mg/100 ml) (Neville, 2001) (Tableau N°2).

La présence dans le LF des acides gras polyinsaturés (AGPI), acides gras essentiels (AGE)
[acide linoléique (AL : chef de file de la série « n- 6 ») et acide a- linolénique (AAL : chef
de file de la série « n- 3 »)], mais aussi de leurs homologues supérieurs a plus longue chaine
(AGPI- LC), en particulier acide arachidonique (AA : 0,46 g/100 g d’acides gras) dans la série
linoléique et acide docosahexaénoique (DHA : 0,25 g/100 g d’acides gras) dans la série a-
linolénique, est d’une importance majeure, en raison de leurs roles dans le développement et

la maturité des tissus cérébral et rétinien (Heird , 2001).
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Tableau N°2: Comparaison des composition du lait de femme et du lait de vache (Turck et

al., 2013).

Pour 100 ml

Calories (kcal)

Protéines (g)
Caséines (%)

Lipides (g)

Acide linoléigue (mg)
Acide a- linolénique (mg)
Glucides (g)

Lactose (%0)

Autres sucres (g)
Sels minéraux (mg)
Sodium (mg)
Calcium(mg)
Calcium/Phosphore

Fer (mg)

11-1-4-1-5- Les sels minéraux:

Lait de femme

68
0,8-1
40
35
350
37
7,5
85
Oligosaccharides (1,2)
210
16
33
2
0,05

Lait de vache

65
3,7
80
35
90T
races
4,5
100

900
48
125
1,25
0,03

Le lait humain contient environ quatre fois moins de minéraux que le lait de vache. Cela

correspond a des besoins faibles chez le nouveau-né et contribue a diminuer la charge

osmotique rénale pendant la période de maturation de la fonction rénale des premiers mois de

vie. Il y a quatre fois moins de calcium et six a sept fois moins de phosphore dans le lait

humain que dans le lait de vache. Cela tient aux richesses différentes de ces laits en caséine

qui incorporent du calcium et du phosphore dans leurs molécules. Ces apports limités du lait

humain sont cependant suffisants : en effet, d’une part I’absorption intestinale du calcium du

lait de femme est trés élevée et, d’autre part, le rapport calcium/phosphore y est meilleur (2

contre 1,3 pour le lait de vache).Le fer se trouve a des taux comparables dans les deux laits

mais son utilisation est nettement supérieure dans le lait humain (Dubos et al., 2016).
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I1-1-4-1-6-Les vitamines:
-L’apport vitaminique est dépendant de 1’état nutritionnel de la mére, mais est globalement

suffisant pour ’ensemble des vitamines sauf pour les vitamines D et K.

— La vitamine D est en concentration faible (40 UI/L) mais dépend beaucoup du pool
vitaminique de la mere, celui-ci étant plus élevé durant les saisons ensoleillées (été, automne)
(Tableau N°3).

— La vitamine K est a une concentration inférieure a celle du lait de vache et insuffisante pour

couvrir les besoins d’un nouveau-né nourri exclusivement au sein. (Dubos et al., 2016).

Tableau N°3: Vitamines et minéraux du lait maternel (Tackoen, 2012).

Vitamine Minéraux
A 670 mg/l Calcium 280 mg/I
B1 210 mg/I Phosphore 140 mg/I
B2 350 mg/I Magnésium 35 mg/I
PP 1.500 mg/ Chlore 420 mg/l
B5 1.800 mg/l Potassium 525 mg/I
B6 93.000 mg/I Sodium 161 mg/I
B8 4 mg/l Cuivre 250 pg/l
B9 85 mg/l Fer 300 pg/l
B12 0,97 mg/l lode 110 pg/l
C 40.000 mg/l Zinc 1.200 pg/l
D 0,55 mg/ Manganese 6 pg/l
E 2.300 mg/I Sélénium 20 pg/l
K 2,1 mg/l
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11-1-4-1-7- Les hormones:

Le lait contient des hormones et des précurseurs. Parmi eux, I'normone de croissance qui a
une action sur les muqueuses gastriques et intestinales l'insuline, les prostaglandines, des

hormones thyroidiennes, la somatostatine (Buts, 1998) (Tableau N° 4).

Tableau N° 4: « Facteurs anti-infectieux » du lait de femme (Rigourd et al., 2013).

Facteurs

Roéles

Hormones gastro-intestinales
(bombésine, colestyramine ; peptide
YY, vasoactive intestinal peptide),
ACTH, TRH

Trophicité de 1’épithélium intestinal
Synthése des mucines
Effet immunomodulateur

Cortisol

Maturation des cellules muqueuses ;
modification du profil de glycosylation
des microvillosités

Facteurs de croissance

Croissance et différenciation intestinale

Cytokines

Réponse anti-infectieuse

Lactoferrine

Activité bactéricide, inhibe le processus
d’adhésion

Nucléotides

Métabolisme du fer
Croissance cellulaire

Oligosaccharides

Prébiotiques

Lysozyme

Action bactéricide

Kappa caséine glycosylée

Inhibition de I’adhésion bactérienne aux
muqueuses digestives

Facteur d’inhibition du développement
bactérien

Alpha lactalbumine

Activité antimicrobienne

IgA sécrétoire ; IgM ; 1gG

Anticorps antibactérien/viral/fungique

Cellules immunitaires (lymphocytes,
polynucléaires)

Destruction des micro-organismes par
phagocytose
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11-1-4-2- Variation du lait maternel:

11-1-4-2-1- Stade de lactation:

X Le colostrum:

Durant les 3 premiers jours de 1’allaitement, le LF, dénommé a cette période colostrum, a
une composition tres différente du lait mature. Moins riche en lipides et en lactose, il a une
densité énergétique moindre (45 a 48kcal/100ml contre 65 a 70kcal/100ml) ; il est en
revanche plus riche en composants qui jouent un r6le essentiel, tant sur le plan
immunologique que nutritionnel :  cellules immunocompétentes  (10fois  plus),
oligosaccharides (2,2 a 2,49/100ml contre 1,2 a 1,3g/100ml), et protéines (2,2g/100ml).
L’augmentation porte sur les protéines solubles comme les immunoglobulines en particulier
les IgAS, la lactoferrine, différents facteurs de croissance (G- CSF, EGF, IGF- 1), les
différentes cytokines, alors que les caséines sont pratiquement absentes (Neville et al., 2001).

X Le lait de transition:

Lorsque l'allaitement se met en place sereinement et efficacement, la "montée de lait"
survient entre le 3eme et le 5eme jour apres la naissance. La maman produira désormais en
moyenne 750ml de lait par jour. Celui-ci devient moins épais, moins jaune et mois visqueux.
Petit a petit, il contiendra plus de sucres pour favoriser la croissance du cerveau, plus de
graisses et moins de protéines. Cette évolution de colostrum au lait mature nécessitera une

vingtaine de jours (Le Fournier-Chancerelle, 2009).

X Le lait mature:

C'est environ trois semaines apres la naissance que le lait est mature. Ce lait est transparent,
bleute, et tres liquide, a la saveur Iégerement sucrée. Le lait mature contient désormais une
grande quantité de lactose utile au développement du cerveau, la quantité de lipides est
doublée afin d'apporter une plus grande part d'énergie. La part des protides est diminuée par
dix, tandis que celle des sels minéraux a diminué de moitié. Quand aux acides aminés, leur

taux a diminué pour augmenter a nouveau ensuite (Le Fournier-Chancerelle, 2009).
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11-1-4-2-2- Au cours d'une tétée:

En début d'une tétée, le bébé va surtout recevoir de l'eau et des sels minéraux afin de le
rassasier et le désaltérer immédiatement. Ensuite, la proportion de glucides directement
assimilable par I'organisme augmente (les oligosaccharides suivis du lactose). En milieu de
tétée, ce sont les protéines et les lipides qui augmentent en quantité pour favoriser la
croissance du bébé. A la fin de la tétée, le lait se concentre en lipides (cing fois plus qu'au
début) qui donneront au bébé un sentiment de satiété et donc le signal de la fin de tétée (Le

Fournier-Chancerelle, 2009).

11-1-5- Les différents stades de la production de lait:

Le lait est synthétise par les cellules épithéliales mammaires. Il est secrété en continu dans
la lumiére des alvéoles ou il est stocke jusqu’a son expulsion dans les canaux galactophores
vers le mamelon au cours de I’éjection (Neville, 1999). Le controle de la synthese, de la
sécrétion et de 1’¢jection du lait est complexe et multifactoriel. Il implique 2 niveaux de
régulation, celui de la synthese-sécrétion et celui de 1’éjection, et 2 mécanismes de contrdle,
I’'un central endocrine, 1’autre local autocrine, 1’ensemble des processus dépendant de
’efficacité du transfert de lait et en particulier de la succion effectue’e par I’enfant (Daly et

al.,1993 ;Cregan &Hartmann, 1999; Neville ,1999).

Le lait est produit en continu dans les cellules des parois des alvéoles. Cette production
comprend: (Thirion, 2010).

> La filtration de certains eéléments transmis depuis le sang de la mére vers ’alvéole:

acides aminés, cellules, sels minéraux.

La transformation dans les cellules d’éléments sanguins pour fabriquer sur place le lactose,

certains acides gras et protéines spécifiques du lait (Thirion, 2010).

Cing voies permettent le passage des éléments:
— Une premiere voie (tres active) pour le lactose et les protéines du lait emballés avec
la plus grande partie de 1’eau sous forme de petites vesicules (micelles) ;
— Une deuxieme voie qui permet aux graisses de se réunir en larges gouttelettes
graisseuses qui montent vers le bord apical. La, elles s’enveloppent dans la membrane

apicale, et I’ensemble se détache dans la lumiére alvéolaire ;
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Ce double emballage empéche les globules de graisses de s’agglutiner en trop grandes
gouttelettes et de se condenser entre eux, a la maniére du beurre ;

— Gréce a la troisieme voie, quelques petites molécules passent directement a travers
la membrane apicale: sodium, potassium, chlore, certains monosaccharides et le
bicarbonate, avec une petite quantité d’eau ;

— La quatriéme voie permet aux protéines maternelles entieres de traverser la cellule
et de se déverser intactes dans le lait. Ce sont les immunoglobulines (IgA, IgM, de

défense contre les infections) et de nombreuses hormones et facteurs de croissance ;

—Enfin, la derniére voie permet a certains éléments de migrer entre les cellules,
dans les deux sens si les jonctions sont ouvertes, uniquement du plasma vers le lait si les

jonctions sont fermées (Thirion, 2010).

— A partir de la seconde moitié de la grossesse, les lactocytes fabriquent et
déversent les éléments du lait (lactogenése de type 1). Les jonctions sont ouvertes et cela
permet de nettoyer le lait sécrété. De nombreuses petites protéines plasmatiques et acides
aminés, de trés nombreuses immunoglobulines, de multiples cellules immunitaires
(lymphocytes et polynucléaires) passent dans le lait. La proportion de sels minéraux se
met en équilibre avec ceux du plasma d’ou la richesse en sodium, chlore. Le lait est dit
colostral (Thirion, 2010).

— Pendant la période de lactation active (dite lactogenese de type 2), les jonctions sont
étroitement fermées. Seules les cellules immunitaires (globules blancs) arrivent a se
«faufiler», les jonctions se refermant hermétiquement derriére elles. Le lait produit a
donc une composition strictement contr6lée par les lactocytes, donc par le code

génétique de notre espece.

— Au moment du sevrage, ou si une infection, une grave stase lactée se produisent

pendant I’allaitement, les jonctions s’ouvrent a nouveau. (Thirion, 2010) (Figure N°17).

Le lait redevient plus colostral. Ainsi la présence de trop de sodium ou de chlore dans le
lait, la présence de lactose dans les urines de la mere sont de bons tests biologiques de

lactation non démarrée ou d’inflammation du sein (Thirion, 2010).
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Figure N°17:Les cing voies de la synthése du lait dans un lactocyte
(Thirion, 2010).

11-1-6- Influence de I’état nutritionnel de la mere :
11-1-6-1- Etat nutritionnel de la mére et production de lait:

Dans les conditions normales, la glande mammaire a une surcapacité a produire le lait
nécessaire a la croissance de I’enfant. Les méres de jumeaux peuvent avoir une production de
lait proche du double de celle observée en cas de grossesse unique. Les femmes qui pour des
raisons diverses (malformations) n’allaitent que d’un seul sein ont une production de lait tres
proche de celles qui allaitent des deux seins. Enfin, il est rare que le lait stocké au niveau du
sein soit complétement consommé au cours d’une tétée. La capacité de stockage du sein est
elle- méme fonction de la demande du nourrisson qui détermine la quantité de lait produite
par la mére (Turck, 2013).
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11-1-6-2- Besoins énergétiques de la mére au cours de I’allaitement:

La production de lait représente un colt énergétique pour la mere, compensé par une
augmentation des apports énergétiques et aussi une mobilisation des graisses stockées au
cours de la grossesse. Le colt énergétique de la lactation est déterminé principalement par la
quantité de lait produite, qui dépend en grande partie de la demande de I’enfant. Cette quantité
décroit des que des aliments sont donnés en supplément du lait maternel : la production de lait
est en moyenne de 710 ml par jour pendant les 2 premiers mois et augmente légérement par la
suite, aux alentours de 800 a 900 ml pour les enfants bénéficiant d’un allaitement exclusif
(Turck, 2013).

La valeur énergeétique du lait de femme varie en fonction de ’heure de la tétée, d’un sein a
I’ autre, et méme au cours de la tétée. La valeur moyenne de 67 kcal/100 ml est généralement
retenue (Prentice et al., 1996). Dans le cas d'une femme produisant 750 ml de lait par jour, la
valeur énergétique du lait produit est de I’ordre de 500 kcal (750 ml x 67 kcal/100 ml). Avec
un rendement énergétique de la production de lait estimé entre 80 et 85 %, cela correspond a

une augmentation des besoins d’environ 630 kcal/jour (WHO, 1985).

I1-1-7- Les positions pour allaiter:

Une position adéquate du bébé est nécessaire pour une bonne stimulation de la lactation et
constitue le meilleur moyen d’éviter les complications. Pour réussir son mouvement de tétée
et déglutir sans géne, le bébé aura le corps tout contre et face a celui de sa meére, visage face
au sein, sans avoir a tourner la téte. Le dos, la nuque et les fesses seront soutenus, la téte
sera libre de bouger. A partir de ces régles de base, de tres nombreuses positions sont
possibles, dans les bras, a califourchon, étendu sur le lit contre la mére, etc. La mere quant a
elle, choisira de s’installer confortablement dans une position qui lui convient (assise,
allongée...). Des coussins ou d’autres supports seront souvent bien utiles, a la fois pour
éviter les contractures du dos, du cou ou des bras et pour amener le bébé a bonne hauteur.
(De schepper et al., 2009).
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Figure N°18: Les bonnes positions pour allaiter (De schepper et al., 2009).

N La position de la berceuse (ou « de la Madone »): C’est la position « classique » ;

N La berceuse modifiée (ou « Madone inversée »): Cette position est bien adaptée
pour les premiers jours. Elle vous permet de bien guider la téte de votre bébé et de
soutenir sa nuque d’une main ; I’autre main peut soutenir le sein si nécessaire ;

N La position allongée: Allongée sur le coté, un coussin entre les jambes et dans le dos,
vous avez la jambe supérieure repliée pour ne pas basculer en avant. VVotre bébé est
allongé en face de vous, loin du bord du lit, sa bouche au niveau du mamelon. S’il
n’est pas tout a fait a la bonne hauteur, placez sous lui une serviette repliée pour le
mettre bien au niveau du sein ;

N La position« ballon de rugby »: Votre bébé est sur le coté, a la hauteur de votre
taille, soutenu par un coussin et maintenu par votre bras. Sa nuque repose dans le
creux de votre main, tandis que 1’autre main soutient le sein (Rossignol et al., 2009)
(Figure N°18).
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11-1-8- Les bénéfices de I'allaitement maternel:
11-1-8- 1-Pour le nouveau-né:
11-1-8-1-1-Protection contre les infections:

> Infections digestives :

Malgré ces difficultés d’interprétation, de nombreuses études permettent d’établir une
relation entre I’alimentation de I’enfant pendant les premiers mois de vie et la survenue
d’épisodes de diarrhée ou de gastroentérite. 1l existe un effet protecteur du lait de mere vis-a-
vis de l’infection par des bactéries pathogénes :Escherichia coli, Salmonella, peut-étre
Campylobacter et vis- a-vis des giardiases. La protection est beaucoup plus difficile a affirmer
vis-a-vis des infections a Rotavirus. Quel qu’en soit le germe, il existe un effet protecteur
global du lait maternel vis-a-vis des épisodes d’infections digestives. De plus, il y a un effet
sur l’intensité des symptomes, 1’épisode digestif étant, en régle, moins sévére en cas

d’allaitement maternel, surtout si ce dernier est poursuivi (Dubos et al., 2016).
Deux mécanismes sont en cause :

— d’une part, I’apport d’une alimentation autre que le lait de mére augmente le risque
d’infection par introduction de germes dans le tube digestif de 1’enfant en raison d’une
hygiéne insuffisante ; ce mécanisme est surtout en cause dans les pays en voie de

développement ;

— d’autre part, le lait maternel contient des anticorps synthétisés au niveau de I’intestin

maternel a la suite d’un contact, méme ancien, avec un agent infectieux (Dubos et al., 2016).
» Infections oto-rhino-laryngologiques (ORL)(rhinites, otites)

Quarante-quatre pour-cent des enfants ont au moins une otite moyenne aigué dans leur
premiere année. Le risque est multiplié par deux en cas d’allaitement artificiel versus allaite-

ment maternel exclusif de plus de 3 mois (Ip et al., 2007).
» Infections respiratoires basses (bronchites, bronchiolites):

Un allaitement maternel exclusif de plus de 4 mois réduirait leur incidence d’un facteur 3,6
(Oddy et al., 2003 ; Krammer et al., 2003).
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11-1-8-1-2-Protection contre I’allergie :

Plusieurs mécanismes sont susceptibles d’expliquer une diminution de survenue des
affections allergiques chez les enfants nourris au sein : moindre exposition aux antigenes
alimentaires, maturation de la muqueuse intestinale, réduction de I’incidence des infections
digestives, propriétés anti- inflammatoires du lait humain qui, par ailleurs, contient des
cytokines susceptibles d’interférer avec le développement de phénomenes allergiques. Il est
cependant possible que la prévention de la pathologie allergique par le lait humain ne soit
effective que chez les enfants de parents eux-mémes allergiques; il n’est pas exclu que
I’absence d’effet protecteur retrouvé ne soit en rapport avec un allaitement trop court ou non
exclusif avec introduction précoce de protéines allergisantes ou avec 1’absorption, par la mére
allaitante, de substances susceptibles de provoquer une réaction allergique chez son enfant.
Par ailleurs, il n’est pas sir que des manifestations respiratoires ne soient ameliorées par le
lait humain qu’en raison de son effet protecteur vis-a-vis des infections respiratoires et non
par un effet directement protecteur vis-a-vis de I’allergie (Golding et al., 1997; Schmitz ,
1993).

11-1-8-1-3-Prévention de pathologies cancéreuses:

Un réle protecteur mais discuté a pu é&tre prouvé pour 1’enfant allaité exclusivement plus de 6
mois vis-a-vis des leucémies lymphoides (facteur 1,3) et myéloides (facteur 1,2). L’hypothése
physiopathologique impliquerait certains facteurs immunitaires du lait de femme participant a
la prévention d’infections virales impliquées dans la survenue de ces leucémies (Stuebe &
Schwarz, 2010).

11-1-8-1-4-Prévention du diabete de type 1:

Le risque de développer un diabéte de type 1 est diminué d’un facteur 1,2 a 1,4 en cas

d’allaitement maternel exclusif supérieur & 3 mois (Gerstein, 1994).
11-1-8-1-5-Prévention du risque vasculaire:

Une méta-analyse portant sur 24 études a montré une diminution, en moyenne, de 1,1
mmHg de la tension artérielle systolique (IC 95 % : —-1,79 a —0,42 mmHg) chez les sujets
(grands enfants, adolescents et adultes) qui ont recu un allaitement maternel (Owen et al.,
2003).
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11-1-8- 2-Pour la mére:

11-1-8- 2-1-Les suites de couche :

La perte de poids est plus rapide dans les 6 premiers mois suivant 1’accouchement. Les
sécretions hormonales provoquées par la mise au sein diminuent le risque d’infections du
post-partum et aident I’utérus a reprendre au plus vite sa taille, sa forme et sa tonicité

(Kekus, 2014).

11-1-8-2-2-Prévention des cancers du sein et de I’ovaire:

Chaque année d’allaitement est associée a une diminution de 4,5 % du risque de cancer
invasif du sein (Collaborative Group on Hormonal factors in Breast Cancer,
2002).Cancer de I’ovaire : une méta-analyse récente a mis en évidence que le risque de
développer un cancer de I’ovaire était multiplié par 1,3 chez les femmes n’ayant pas allaité

par rapport a celle ayant allaité 18 mois ou plus (Danforth et al ., 2007).

11-1-8-2-3-Prévention des risques cardio-vasculaires:

Si une femme allaite plus de 2 ans, le risque qu’elle développe une complication
cardiovasculaire est diminué d’un facteur 1.3. Le risque est, par exemple, augmenté de 28 %
dans un groupe de femmes n’ayant pas allaité par rapport a celui de femmes ayant allaité sept

a 12 mois (Rigourd et al., 2013).

% Hyperlipidémie :

Data women’s Health Initiative a démontré qu’un cas d’hyperlipidémie était évité pour 40

femmes allaitantes (Schwarz et al., 2009).

% Hypertension artérielle :

Le risque serait réduit de 8 % en cas d’allaitement maternel dans une étude coréenne
récente (Lee et al., 2005).

% Diabéte de type 2 :

Le risque serait réduit de 12% avec un effet dose-réponse en fonction de la durée de

I’allaitement maternel exclusif (Villegas et al., 2008).
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11-1-9- Contre- indications de I’allaitement:

Les contre- indications de [I’allaitement sont exceptionnelles. Il s’agit des affections
viscérales graves (cardiaques, respiratoires, hépatiques) incompatibles avec la dépense
énergétique supplémentaire inhérente a 1’allaitement; d’affections hématologiques,
oncologiques, auto- immunes, psychiatriques imposant un traitement medicamenteux
incompatible avec I’allaitement; de certaines pathologies infectieuses évolutives de la mére
comme une infection a VIH, une tuberculose. L’abces du sein constitue théoriquement une
contre- indication de la tétée au seul sein concerné, mais, en pratique, la douleur, la fievre, la
fatigue, le traitement médical voire chirurgical nécessaire, conduisent souvent a I’ interruption
de I’allaitement, méme s’il n’y a pas de contre- indication stricto sensu. La galactosémie
congeénitale est une pathologie exceptionnelle (1/40000 naissances) au cours de laquelle tout
apport de lactose est contre- indiqué, incluant donc 1’allaitement. L’ictére au LF, par contre,
autorise parfaitement 1’allaitement car il est dépourvu de toute conséquence pathologique.
(Turck, 2013).

11-2-L’allaitement Artificiel:

Au cours des derniéres décennies, des progrées considérables ont été réalisés pour optimiser
la qualité des laits infantiles. Les innovations apportées 1’ont été avec le triple objectif de se
rapprocher le plus possible de la composition du lait de mere, de lutter contre les petits maux
fréquents du nourrisson (régurgitations, coliques, selles molles, constipation), et d’avoir un

effet préventif sur I’apparition ultérieure de certaines pathologies (Tounian, 2011).
I1-2-1-L’équipement :

L’allaitement artificiel nécessite un équipement complet, en plus du classique biberon,

pour qu’il se déroule dans de bonnes conditions (Kekus, 2014).
% Les biberons :

I1 est conseillé d’avoir six biberons de taille moyenne (260 ml) soit un pour chaque repas

mais aussi un ou deux biberons de plus petites tailles (150 ml) pour des biberons d’eau.
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Il existe plusieurs sortes de biberons :

¢ En verre qui a I’avantage de se nettoyer facilement mais il se casse plus facilement
aussi ;
¢ Ensilicone;

En polyeéthersulfone (PES) résistant aux températures élevées ;

D

¢ En polypropyléne (PP) quasi incassable mais qui ne peut étre stérilisé & chaud.
(Kekus, 2014).

X/

s Les tétines :

Tout comme les biberons, il existe plusieurs sortes de tétine. Elles sont soit en silicone soit
en caoutchouc. Elles peuvent étre a débit variable ou unique. La tétine a débit variable
possede une fente a son extrémité qui permet ainsi de choisir entre trois vitesses. La tétine a
débit unique est percée en son extrémité de deux ou trois trous plus ou moins larges selon
I’age de D’enfant pour permettre un écoulement de lait progressif. Les tétines a débit lent
peuvent convenir davantage aux jeunes bébés. Il faut les changer régulierement par mesure

d’hygiéne et au moindre signe d’usure tout comme les biberons (Kekus, 2014).

Toutefois, lorsque la mére ne peut pas, ne veut pas ou plus allaiter, une préparation pour
nourrisson de 1% Age sera proposée a son enfant jusqu’a I’Age de 4 a 6 mois. Les préparations
pour nourrissons sont destinées a des nourrissons a terme, avec un poids de naissance normal
et ne présentant aucune pathologie évolutive ou sévére. La prescription médicale d’une
formule artificielle se basera donc sur 1’age du nourrisson, la nature de la source protéique, les
protéines du lait de vache devant étre privilégiées, ainsi que sur I’effet préventif (allergie) ou
fonctionnel recherché. Une grande diversité de formules est proposée pour 1’alimentation des
nourrissons, certaines avangant des allégations d’effets fonctionnels et de bénéfices pour la
sante, rendant la prescription parfois difficile. Malgré les ameliorations apportées aux
formules artificielles, aucune ne peut revendiquer de supériorité nutritionnelle au lait de
femme (Rigo, 2011).
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11-2-2- Les laits infantiles :
11-2-2-1- Laits pour nourrissons standard (ou laits premier age standard):
Les caractéristiqgues communes a la majorité de ces préparations sont les suivantes :

¢ Un rapport caséines/protéines solubles proche de 1.
g Des glucides comprenant environ 3/4 de lactose et 1/4 de dextrine maltose.

g Un enrichissement en vitamine D de 37 a 56 Ul/dl (médiane : 41 Ul/dI).

Certaines préparations se distinguent par des caractéristiques propres souvent sous-tendues
par I’allégation d’une propriété particuliere que cette modification est censée lui confére
(Sarrio, 2011) ;

11-2-2-2- Laits de suite standard (ou laits deuxieme age standard) :
Les principales différences avec les laits pour nourrissons sont :

g Un contenu protéique et glucidique plus éleve et un contenu lipidique réduit.
g Un rapport caséines/proteines solubles plus élevé.
g Un contenu en minéraux augmenteé.

¢ Un contenu vitaminique a peu prés identique.
Les caractéristiques communes a la majorité de ces préparations sont les suivantes :

g Un rapport caséines/protéines solubles supérieur ou égal a 1.

¢ Des glucides constitués majoritairement de lactose.

¢ Un enrichissement en vitamine D de 40 a 60 Ul/dl (médiane : 44 Ul/dl). Certaines
préparations se distinguent par des caractéristiques propres qui sont parfois identiques

a leur équivalent en lait ler age ( Sarrio, 2011).
11-2-2-3- Laits de croissance (ou laits pour enfants en bas age):
Leurs caractéristiques sont:

¢ Une presentation sous forme liquide pour la majorité d’entre eux ;
¢ Leur aromatisation fréquente par un dérivé vanillé ;
¢ L’ajout d’un glucide a pouvoir sucrant (saccharose, fructose, glucose) pour certains

d’entre eux ;
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¢ Un contenu proteique un peu plus élevé ;

¢ Un contenu en minéraux plus élevé (Sarrio, 2011).
11-2-2-4-L aits pré-épaissis :

Nous avons défini par ce terme ’ensemble des laits infantiles contenant un agent
épaississant. Ce dernier est soit de I’amidon de riz, de mais, ou de pomme de terre (et ne
contient donc pas de gluten). Une fois reconstitués, les laits contenant de I’amidon
apparaissent moins épais dans le biberon. L’épaississement du lait a effectivement démontré
son efficacité pour réduire les régurgitations chez le nourrisson. On remarque que certains
laits pré-épaissis contiennent trés peu d’amidon (< 15 %) et sont donc probablement moins
efficaces dans le traitement du reflux gastro-cesophagien. Beaucoup de lait pré-épaissis
contiennent également des probiotiques, des prébiotiques ou des ferments lactiques (Tounian,
2011).

11-2-2-5-Lait avec probiotiques, prébiotiques ou ferments lactiques:

Certains travaux ont démontré que 1’ingestion de lait contenant des probiotiques, des
prébiotiques ou des ferments lactiques avait effectivement des effets bénéfiques sur la santé
du nourrisson ou du jeune enfant. Parmi les effets observés, on retient la prévention des
manifestations allergiques chez les enfants a risque atopique, la prévention des diarrhées
virales en collectivité, la réduction de la durée des diarrhées aigués et I’amélioration du transit

des enfants constipés ( Sarrio , 2011).
11-2-2-6-Lait appauvri en lactose :

Ces laits se distinguent par la présence de lactose a 1’état de traces dans leur fraction
glucidique. lls sont indiqués au cours des diarrhées aigués séveres ou parfois celles survenant
sur un terrain fragile dans les maladies ceeliaques tant que persiste la diarrhée et dans les rares

cas d’intolérance au lactose (Sarrio, 2011).
11-2-2-7-Préparations a base de protéines de soja :
Les préparations a base de protéines de soja se distinguent des laits infantiles standard par :

-L’existence exclusive de protéines de soja a la place des protéines du lait de vache ;
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-L’absence de lactose, la fraction glucidique étant constituée de maltodextrines, d’amidon et
de maltose. La fréquence de I’allergie associée entre protéines du lait de vache et protéines de
soja, surtout avant 1’age de 6 mois, rend périlleuse 1’utilisation de ces préparations chez les

enfants allergiques aux protéines du lait de vache ;

-Leur bonne tolérance apparente en pratique clinique en cas de suspicion d’allergie aux
protéines du lait de vache tient principalement au fait que la majorité de ces suspicions ne sont
pas fondées et donc I’allergie suspectée inexistante. Il n’est ainsi pas recommandé d’utiliser
ces préparations en premiére intention chez les enfants allergiques aux protéines du lait de
vache. Il est toutefois possible de les prescrire chez des nourrissons de plus de 6 mois
n’acceptant pas les hydrolysats poussés (probablement en raison du développement de leur
golit), a condition d’avoir préalablement vérifi¢ 1’absence de sensibilisation aux protéines de
soja par des tests cutanés. Enfin, ces préparations étant dépourvues de lactose, elles partagent
les mémes indications que les laits appauvris en lactose précédemment étudiés (Tounian,
2011).

11-2-2-8-Lait hypoallergénique ou lait HA :

Sont désignés cette appellation les laits dont les protéines ont subi une hydrolyse
enzymatique partielle et parfois un traitement thermique, dans le but de réduire leur caractere
allergisant. Cette hydrolyse n’étant que partielle, elle ne permet pas de garantir une totale
innocuité en cas d’allergie avérée aux protéines du lait de vache, contrairement aux
hydrolysats poussés .Leur composition en glucides, lipides, minéraux et vitamines est par
ailleurs comparable a celle des autres laits infantiles, comme 1’est également leur contenu
énergeétique. Seule I’utilisation de laits HA au cours des quatre premiers mois de la vie a
démontré son efficacité dans la prévention des manifestations allergiques ultérieures est enfin
important de signaler aux parents que les selles des enfants consommant un lait HA sont

habituellement plus molles et parfois plus fréquentes (Sarrio, 2011).
11-2-2-9-Formules a base de protéines du lait de vache entiéres :

Elles doivent étre utilisées en premiere intention chez les nouveau-nés sans antécédent
allergique familial. De nombreuses améliorations du contenu protéique des laits, tant au
niveau qualitatif que quantitatif, ont été réalisée ces dernieres années de fagon a se rapprocher

de la fonctionnalité du lait maternel (Tounian , 2011).
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Ainsi, le fractionnement des protéines du lactosérum et I’enrichissement en a-lactalbumine,
en augmentant la teneur en tryptophane et en améliorant le profil de I’aminoacidogramme, ont
permis de réduire la densité protéique des laits, justifiant ainsi la révision de la teneur
minimale en protéines des laits de premier age et de suite jusqu’a 1,8g/100kcal (Tounian ,

2011).
11-2-2-10-Préparations a effets fonctionnels :
N Les préparations « a effet de satiété »

Contenant moins de lactose, plus d’amidon, ainsi qu’une prédominance de casé€ine peuvent
étre proposées chez des nourrissons affamés afin de réduire la prise alimentaire. Leur

prescription repose sur I’analyse de la cinétique de croissance (Rigo, 2011).
N Les préparations « confort » ou « anti-coliques »

Ont une modification de leur teneur en lactose, en amidon, en caséine ou en lipides
structurés ou encore une fermentation ou I’adjonction de prébiotiques, de probiotiques ou de

nucléotides. Elles ont un effet clinique escompté qui n’est pas scientifiquement prouvé (Rigo,

2011).
N Dans les préparations « transit »

L’ accélération du transit intestinal est obtenue par une teneur plus élevée en lactose, une
réduction du rapport caséine/protéines du lactosérum, une fermentation lactique ou une
adjonction de pro- ou de prébiotiques ; elles peuvent étre prescrites chez un nourrisson de
moins de 6 mois qui a tendance a la constipation (Rigo, 2011).

N Les préparations anti-reflux ou anti-régurgitations

Sont enrichies avec de ’amidon, et ont en général une teneur en protéines plus élevée avec
une prédominance de caséine. Les régurgitations légéres a modérées sont la manifestation
d’un reflux gastro-cesophagien physiologique et transitoire chez le nourrisson, ne nécessitant
aucune exploration ni aucune intervention dietétique ou thérapeutique. Chez une petite
proportion de nourrissons, les régurgitations sont une des manifestations d’un reflux gastro-
cesophagien pathologique, pouvant associer d’autres symptomes tels que douleurs, difficultés

d’alimentation, croissance faible ou symptomatologie respiratoire (Rigo, 2011).
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11-2-3- Durée de P’allaitement artificiel :

2éme A

Apreés avoir commencé avec un lait 1*" age, ce dernier doit étre remplacé par un lait age
lorsque I'un des repas a été totalement diversifié. Apres la diversification, il est important de
conserver au moins trois biberons de lait infantile jusqu’a 10—12 mois afin d’assurer au mieux
I’ensemble des besoins nutritionnels du nourrisson. Aprés I’age de 1an, le lait 2°™ age peut
étre poursuivi ou doit étre remplacé par un lait de croissance, pour permettre notamment un
apport suffisant en fer. Le lait de croissance peut étre prolongé sans limite d’age tant que
I’enfant le souhaite. Il est méme étre utile de le maintenir tant que 1’enfant ne consomme pas

au moins 100g de viandes—poissons—ceufs par jour (Tounian, 2011).
11-3-Allaitement mixte :

Il est possible de combiner I’allaitement maternel et 1’allaitement au biberon dans certains
cas : sécrétion lactée tardive ou insuffisante (mauvaise prise de poids de bébé),
allaitement de jumeaux, mise au repos de sein infecté, choix de la mére. Cet allaitement
mixte, s’il permet de conserver les avantages du lait maternel (20% de la ratio en lait
maternel suffisant) présente des inconvenients certains : il ne dispense pas de préparation de
biberons, il ne stimule pas suffisamment la lactation, le nourrisson a des difficultés a adapter
sa succion, il préfere vite le godt plus sucré du lait infantile et comprend vite que le lait vient
tout de suite (Bisch et al., 2007).

On a recourt a I’allaitement mixte dans trois circonstances:
- La mere produit une quantité de lait insuffisante et désire prolonger I’allaitement.
- La mere produit suffisamment de lait mais desire disposer de plus d’autonomie.

- La mere veut ou doit arréter d’allaiter (baisse de la production de lait, convenances

personnelles de la mere, sevrage progressif) (Dupin et al., 1992).
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I11-1-Les probiotiques:
111-1-1-Définition:

Le terme “probiotique”, issu des termes grecs“pros” et “bios”, signifie « pour la vie »

(Bernier , 2010).

La notion de probiotique est née et a donné lieu a plusieurs definitions au cours du temps, il
semble y avoir aujourd'hui un consensus sur la définition récemment publiée par un comité
d'expert réunis par la FAO, I'OMS, et I' ILSI qui précisent que les probiotiques sont ™ des
microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conferent un
bénéfice pour la santé de I'nbte au-dela de I'effet nutritionnel premier'*(Luquet &Corrieu ,
2005).

Il existe 400 a 600 familles de probiotiques et on trés loin de toutes les connaitre. Les
chercheurs planchent d'arrache-pied pour découvrir leurs secrets. Parmi celles déja étudiées,
toutes les souches de bactéries "amis" n'ont pas les mémes qualités ni les mémes propriétes.
Certaines soutiennent I'immunité ou calment les douleurs, d'autres facilitent la digestion. Il
faut bien choisir "sa" ou "ses" souches en fonction résultat recherche. En effet, tous les
probiotiques sont des bactéries, mais toutes les bactéries ne sont pas intéressantes, soit parce
gu'elles n'ont pas fait la preuve de leur utilité, soit parce qu'elles ne survivent pas au

processus digestif (Festy , 2014).

Les probiotiques incluent différentes especes bactériennes dont les plus courantes sont des
bactéries a Gram positif qui appartiennent aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Mais
d’autres genres bactériens peuvent étre utilisés comme des souches appartenant aux
streptocoques, entérocoques ou encore des bactéries a Gram négatif comme Escherichia coli,

de méme que des levures comme Saccharomyces boulardii (Butel, 2014).
Il existe 4 grands groupes de probiotiques : (Tableau N°5)
A) Les ferments lactiques :

Ils sont capables de produire de 1’acide lactique par la fermentation de certains sucres

comme le lactose. Ils sont regroupés en 2 catégories, en fonction de leur morphologie :
-Les Lactobacilles (Lactobacillus bulgaris, Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus caséi).

- Les coques (Entérocoques et Streptocoques) (Robin & Rouchy , 2011).
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B) Les bifidobactéries :

D’origine humaine ou animale, elles appartiennent a la flore intestinale normale et
possédent une bonne résistance aux sucs gastriques. La population de bifidobactéries diminue

avec 1’age et leurs espéces varient selon 1’age (Robin & Rouchy, 2011).
C) Les difféerentes levures de type Saccharomyces cerevisiae:

Elles sont principalement utilisées par I’industrie agroalimentaire mais peuvent aussi étre

utilisées en tant que complément alimentaire (Robin & Rouchy, 2011).

D) Les autres bactéries sporulées, dont Bacillus subtilis et Bacillus cereus (Robin &
Rouchy, 2011).
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Tableau N°5: Principales espéces microbiennes utilisées comme probiotiques (Bernier,
2010).

Genre Espéce

Lactobacillus . rhamnosus
. acidophilus
. caseli

. bulgaricus

. gasseri

. reuterii

. plantarum

. sporogenes

Bifidobacterium . longum
breve

. infantis
. bifidum

. adolescentis

Lactococcus . cremoris

. lactis
Streptococcus . thermophilus
Enterococcus . faecium
Pediococcus . acidilactici
Bacillus . cereus

. subtilis

. licheniformis

. megaterium

. clausii

. laterosporus

. pumilus
Saccharomyces . cerevisiae
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. cerevisiae var boulardii
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111-1-2- Découverte:

Il'y a un siecle, Elie Metchnikoff (1907) (scientifique russe, lauréat du Nobel et professeur
a I’Institut Pasteur a Paris) a affirmé que les bactéries de ’acide lactique offraient des
bénéfices pour la santé conduisant a une plus grande longévité. Il suggéra que “I’auto
intoxication intestinale” et que le vieillissement en résultant pouvait étre supprimé en
modifiant la flore microbienne de I’intestin et en remplagant des microbes protéolytiques tels
que Clostridium qui produit des substances toxiques comme les phénols, les indoles et
I’ammonium a partir des protéines de la digestion par des microbes utiles. Il développa un
régime alimentaire avec du lait fermenté par une bactérie appelée “Bacille bulgare”. En 1917,
le Professeur allemand Alfred Nissle (1917) isola une souche non pathogéne d’Escherichia
coli a partir des selles d’un soldat de la premiére Guerre mondiale qui n’avait pas développé
d’entérocolite lors d’une épidémie sévére de shigellose. Les troubles du tractus intestinal
étaient fréqguemment traités par des bactéries vivantes non pathogénes pour modifier ou
remplacer la flore microbienne intestinale. La souche d’Escherichia coli isolée par Nissle en
1917 est un des rares exemples de probiotiques qui ne soit pas une bactéric de 1’acide
lactique. Une Bifidobactérie a d’abord été isolée par Henry Tissier (1900) (de I’Institut
Pasteur) a partir d’un enfant nourri au sein, et il ’appela Bacillus bifidus communis. Tissier
(1900) affirma que la bifidobactérie réduirait la bactérie protéolytique qui cause la diarrhée
et il recommanda 1’administration de bifidobactéries aux enfants souffrant de ce symptéme.
Le terme “probiotiques” fut d’abord introduit en 1965 par Lilly et Stillwell; par contraste
avec les antibiotiques, et les probiotiques furent définis comme facteurs microbiologiquement
dériveés stimulant la croissance des autres organismes. En 1991, Roy Fuller a mis I’accent sur
la demande de viabilité des probiotiques et introduisit I’idée qu’ils avaient un effet bénéfique
sur I’hote (WGO, 2008).

111-1-3- Nomenclature :

Dans la communauté scientifique, il existe une nomenclature reconnue pour les souches
probiotiques, elles doivent étre classées par genre, espéce, avec une désignation
alphanumérique ; par exemple : Lactobacillus casei DN-114 001 ou Lactobacillus rhamnosus
GG. 1l n’existe pas de réglementation pour les noms commerciaux et les marques, et
les compagnies peuvent appeler leurs « produits » probiotiques comme elles le
désirent par exemple : LGG pour Lactobacillus rhamnosus GG (WGO, 2008) (Figure N°
19).
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ESPECES DE ESPECES DE AUTRES BACTERIES AUTRES
LACTOBACILLES | BIFIDOBACTERIES LACTIQUES MICROORGANISMES
K \,‘ ¥ !
S LL ) g :
Lactobacillus bulgaricus Bifidobac tertum brove Streprococeis ¢ ther ymopi fus Saceharamyces .

Lb. acidophilus 1a5 v s | Bf breve Yakult vasun

Lb. acidophilus NCFM riatisy | B lactis Bb12 (i Hareen)

Lb. bulgaricus 2038 pveiinvivy | Bf longum BBS36 0vornags
Lb. casei CRLA3| (Chr Hmsen) Bf. animalis DNI 73010 manome)
Lb. casei DN114001 Dmcoe)
Lb. casei Shirota (vakin

Lb. johnsonii Lal iesié
Lb. plantarum 29 (roviva
Lb. reuteri (wiciaia

Lb. rhamnosus GG vaio)

St. thermophilus 1131 mai i | Se. boulardii Utira-levare® Biocodes
En. faecium SF68 (Cemdic)

Figure N° 19: Principales souches probiotiques commercialisées

(Mombelli & Gismondo, 2000 ; Playne & Salminen, 2002).

I11-1-4- Caractéristiques des souches probiotiques:

Les souches probiotiques doivent avoir certaines caractéristiques pour d’une part, atteindre
leur site d’action, en général I’intestin et, d’autre part, agir. Par ailleurs, leur ingestion doit étre
sans risque pour I’héte (FAO & WHO, 2001; FAO & WHO, 2002).

L’effet probiotique étant dépendant de la souche, la souche doit étre parfaitement identifiée
(identifications phénotypique et génotypique) et caractérisée. La souche de préférence
d’origine humaine doit étre stable au cours du procédé de fabrication et de sa conservation
avant utilisation. Elle doit resister aux stress physiologiques rencontrés lors de son ingestion
(pH acide de I’environnement gastrique, résistance aux sels biliaires), et doit adhérer afin
d’assurer un contact maximum avec la muqueuse intestinale. Par ailleurs, les probiotiques
doivent étre dénués de pathogénicité, ne pas étre porteurs ou en mesure d’acquérir facilement
des génes de résistance aux antibiotiques. Enfin, cette souche doit avoir des effets bénéfiques
prouvés chez 1’hote. Certains effets benéfiques des souches probiotiques peuvent étre reliés a
la modulation du microbiote de I’héte via différents mécanismes : compétition pour des sites
d’attachement, production de métabolites tels que les acides gras a chaine courte, production

de bactériocines permettant la modulation du microbiote (Figure N° 20).
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Les effets bénéfiques peuvent également étre directs par 1’apport d’enzymes comme la béta-
galactosidase ou via les structures bactériennes comme 1’ADN, le peptidoglycane, le LPS, la
flagelline. Ces structures ainsi que les métabolites produits peuvent interagir avec 1’épithélium
intestinal par exemple en stimulant le systtme immunitaire intestinal ou en modifiant la
perméabilité intestinale, influencant ainsi les fonctions physiologiques. Des effets bénéfiques
peuvent également étre observés a distance au niveau systémique ou sur d’autres organes.
(Butel, 2014).

Résistance aux stress
Identification physiologiques:
phenotypique et génotypique acidité gastrique, intestinale
Souche 2 potentialité Adhésion

probiotique

Stabilite au cours Innocuité: souche non

de la fabrication, du stockage, |‘| pathogeéne, sans résistance
de I'utilisation . aux antibiotiques transférable
mécanismes
Effets bénéfiques

sans effets secondaires

Figure N° 20: Caractéristiques des souches probiotiques (Butel, 2014).
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I11-1-5- Réle des probiotiques:

Suppressiondes
pathogenes
endogenes, ex
arfibiotiques
&550Ci8es aux
diarrhées.

Suppressiondes
pathogenes exogénes
ex ladarrhées das

Réduction des
facteurs de nsques
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Effets
Métaboliques

Dimurstion des niveaux
de réactions toxiques
mutagéniques dans I'intestin

Hydrolyse lactique

Mode d’action

R
i/ Composition
microbienne

intestinale

| étabolisme des sels biliaires
‘} et sécrétion

{Améliorstion de I tolérance
au lactose

Contréle des
maladies
Inflammatoires de
l'intestin

Allégeles
symptdmes
des allergies
alimentaras
infartiles

Immuno_
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Dimirue le taux
de cholestérol
dans le sang

Figure N° 21: Les effets bénéfiques de probiotiques sur la santé (Colarelli, 2010).

Cette figure a pour but de bien visualiser les trois grandes catégories sur lesquelles les

probiotiques agissent :
- Au niveau métabolique.
- Sur 'immunomodulation.

- Sur la composition de la flore intestinale.
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111-1-5-1-Probiotiques et diarrheées:

Les infections intestinales aigués ou chroniques sont une des principales cibles des
probiotiques. Parmi elles, les diarrhées d’origine infecticuses sont une des premiéres
utilisations des probiotiques par leur effet barriére contre les pathogenes. Plusieurs études
démontrent une certaine efficacité dans le traitement des diarrhées a rotavirus avec une
diminution significative mais modeste de la durée de la diarrhée d’environ un jour, une
diminution des diarrhées durant plus de 4 jours et du nombre de selles, comme le montre la
méta-analyse de la Cochrane sur 63 essais cliniques. Cependant, malgré la diversité des
études tant au niveau de la ou des souche(s), des doses utilisées que des effets cliniques
recherchés, ce qui limite la validité des résultats des méta-analyses, les probiotiques montrent
une efficacité essentiellement sur la durée de la diarrhée, sans effet secondaire. L’effet des

probiotiques parait limité en cas de diarrhée persistante (Butel, 2014).
111-1-5-2-Diarrhée liée a I’antibiothérapie:

I s’agit d’une des complications les plus fréquentes de I’antibiothérapie, préférentiellement
observée sous antibiothérapie a large spectre, mais qui a été décrite avec de nombreuses
molécules. A I’extréme, le déséquilibre de la flore intestinale peut conduire a I’émergence de
Clostridium difficile, bactériec qui peut étre a ’origine d’une colite pseudo-membraneuse.
Certains probiotiques, médicamenteux ou alimentaires, peuvent prévenir la diarrhée liée a
’antibiothérapie ainsi que l’infection par Clostridium difficile. Ils n’ont pas pour autant

d’effet thérapeutique curatif (Schneider , 2008).
111-1-5-3-Effets des probiotiques sur la digestion du lactose:

Le lactose des produits laitiers est digéré dans I’intestin gréle de ’homme par une enzyme
membranaire, la lactase, a 1’age adulte, la plupart des habitants de la terre ont une
malabsorption partielle du lactose ingéré par déficit primaire acquis en lactase ; si les
quantités de lactose non absorbées dans I’intestin gréle sont importantes, il peut en résulter
des symptomes digestifs. On parle alors d’intolérance au lactose. Chez I’adulte déficient en
lactase, le yaourt contenant Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus augmente
la digestion du lactose dans I’intestin gréle, par comparaison a un lait standard ou a un produit
laitier fermenté et thermisé, le traitement thermique affectant la viabilité des micro-

organismes et neutralisant I’activité de la lactase bactérienne (Flourié & Nancey, 2007).
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Les probiotiques du yaourt réduisent la mal digestion d’une charge en lactose chez des
sujets hypolactasiques de 6% a 33 % selon les études. Le yaourt améliore aussi la tolérance
clinique au lactose. De nombreux autres probiotiques, tel L. acidophilus, ont aussi un effet

favorable, bien qu’en général quantitativement moins prononcé (Flourié & Nancey, 2007).
111-1-5-4-Cancer colorectal:

A coté de I’hérédité, les facteurs de risque environnementaux au premier rang desquels
I’alimentation jouent un rble majeur dans 1’étiologie du cancer colorectal. Bien que la
consommation de graisses (saturées) et de fibres ait été la plus étudiée comme facteur de
risque/protection, des données épidémiologiques suggérent une relation inverse entre
consommation de laits fermentés et incidence du cancer colorectal. 1l existe des données chez
I’animal (modéles murins de cancérogenese) avec des effets divers de 1’administration de
bactéries lactiques sur la survenue de tumeurs et la survie des animaux .Bien que les
mécanismes de prévention de la cancérogenese colorectale par les probiotiques soient
largement inconnus, on sait qu’ils comprennent la stimulation de ’immunité anticancéreuse,
I’élimination de bactéries pathogenes, la séquestration de mutagenes, 1’interaction avec les
colonocytes, la production de composés (tels que les acides gras a chaine courte) inhibant ces
mutagenes ainsi que la réduction du pH luminal. Certaines enzymes bactériennes ont la
propriété de transformer des composés luminaux procarcinogéniques (hormones, sels
biliaires) en carcinogénes. Plusieurs essais ont montré que des probiotiques étaient capables
de diminuer les concentrations fécales de ces enzymes. Ainsi, I’administration de L.
acidophilus et L. gasseri est capable de réduire les activités de la nitroréductase, de
I’azoréductase et de la B-glucuronidase au niveau fécal, a hauteur de 50 a 75 % (Schneider&
Giudicelli, 2007).

111-1-5-5- Eradication d’Helicobacter pylori:

L’étendue du probléeme Helicobacter pylori est une bactérie a I’origine de la grande majorité
des ulcéres gastro-duodénaux, des gastrites chroniques, mais egalement des adenocarcinomes
gastriques et lymphomes B de zones marginales extraganglionnaires de type MALT («

mucosa-associated lymphoid tissue ») de I’estomac (Schneider, 2007).
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Les probiotiques individuellement efficaces sur 1’éradication d’Hp étaient Lactobacillus
casei DN-114 001, Lactobacillus acidophilus LB , ainsi qu’un mélange de lactobacilles et
bifidobactéries , d’autres souches étant capables de diminuer les effets secondaires digestifs,

sans pour autant augmenter le taux d’éradication (Schneider, 2007).
111-1-5-6- Role des probiotiques dans la maladie de Crohn:

Concernant la maladie de Crohn, plusieurs essais randomises contrdlés ont tenté de montrer
une efficacité de divers probiotiques soit dans le maintien en rémission, soit en prévention de
la récidive postoperatoire. Plusieurs essais randomisés controlés ont étudié ’efficacité de
Saccharomyces boulardii dans le traitement de la maladie de Crohn. Un essai réalisé chez
vingt malades qui, apres le traitement d’une poussée de la maladie de Crohn associé a
Saccharomyces boulardii pendant 2 semaines pour tous, recevaient pendant sept semaines
Sacchaomyces boulardii. Le critére de jugement était le nombre de selles émises par jour. Ce
nombre ne différait pas entre les deux groupes au début du traitement mais, au terme de

I’étude, il était diminué dans le groupe Saccharomyces boulardii (Rofes, 2014).

111-1-5-7- Probiotiques et infections urinaires :

Les infections des voies urinaires sont parmi les infections bactériennes les plus courantes
chez les femmes. Elles correspondent a une inflammation associée a une infection de la vessie
causée par la prolifération anormale d’agents infectieux dans le systéme urinaire.
Elles concernent surtout les femmes de 20 a 30 ans, ainsi que les femmes ménopausées. Le
principal pathogéne en cause est E. coli uropathogéne. Cette bactérie fait partie de la flore
fécale, colonise ensuite le vagin et I'urétre distal, puis atteint la vessie. Les réservoirs de
bacteries uropathogenes peuvent demeurer dans le tractus gastro-intestinal et dans le vagin de
la personne sensible. Les lactobacilles du vagin préviennent la colonisation initiale des
bactéries uropathogénes. L’évaluation de I’efficacité et de la sécurité des probiotiques dans la
prophylaxie contre les uropathogénes a mis en évidence l'intérét de la plupart des
lactobacilles et en particuliers de certaines souches : L. rhamnosus GR-1 et L. reuteri RC-14
semblent étre les plus efficaces (Faure et al., 2013).
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111-1-5-8- Effet des probiotiques dans les phénomeénes allergiques :

Chez I’enfant allergique aux protéines du lait de vache, 1’utilisation d’une formule lactée
hydrolysée supplémentée par L. rhamnosus GG a amélioré le score clinique de la dermatite
atopique et la fonction de barriére intestinale, par rapport aux enfants nourris par une formule
lactée non supplémentée. Une autre étude a aussi démontré que 1’administration de L.
rhamnosus GG aux femmes enceintes atopiques pendant la grossesse, puis aux nouveau-nés
et aux meéres pendant 6 mois, a conduit a une diminution du développement de la dermatite
atopique passant de 23 % chez les couples mere/enfant traités a 46% chez les non-traités .
Chez I’adulte allergique, 1’ingestion pendant 5 mois de L. rhamnosus ATCC 53103 n’a pas eu
d’effet chez 18 patients atteints d’allergie au pollen de bouleau et a la pomme (Heyman,
2007).

111-1-5-9- Stimulation de ’immunité innée par les probiotiques:

Les cellules mononucléées périphériques (PBMC) humaines ont été les plus utilisées, bien
qu’elles ne reflétent que partiellement les mécanismes d’activation locale au niveau intestinal.
Par exemple, aprés stimulation par L. bulgaricus, S. thermophilus, L. casei, L. acidophilus,
Bifidobacterium ssp ou L. helveticus, ces cellules sécretent des cytokines pro-inflammatoires .
La sécrétion de cytokines peut étre dépendante de la viabilité des souches probiotiques et
I’intensité de la réponse cytokinique peut aussi étre dépendante de la souche et de la dose
utilisée .Ces études in vitro, qui permettent un contact direct entre bactérie et cellule
immunitaire, sont peu conformes a la configuration in vivo, ou les probiotiques ingérés ne
sont pas en contact direct avec le systéme immunitaire, mais en sont séparés par la couche

épithéliale intestinale. ( Heyman, 2007) (Figure N° 22).
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Figure N° 22 : Activation de I’'immunité innée par les probiotiques

(Heyman, 2007)

Les micro-organismes en transit dans la lumiere intestinale comportent de nombreux
composants structuraux appelés MAMPS (microbial associated molecular pattern) capables
d’interagir avec les cellules épithéliales bordant la muqueuse intestinale, voire les cellules du
systeme immunitaire local, via des récepteurs spécifiques appelés PRR (pattern recognition
receptors) formés essentiellement des TLRs (toll-like receptors) et des molécules NODs

(nucleotide binding oligomerization domain).

I11-2-Les prébiotiques:
111-2-1- Définition:

Les prébiotiques ont été définis comme des "ingrédients alimentaires non digestibles qui
stimulent de maniére sélective, au niveau du célon, la multiplication ou l'activité d'un ou d'un
nombre limité de groupes bactériens susceptibles d'améliorer la physiologie de I'hdte". A ce
jour, les groupes bactériens concernés sont essentiellement les bifidobactéries (on parle alors
d'effet bifidogene) et les autres bactéries lactiques. Le niveau de preuve que ces groupes
soient des indicateurs d'une flore bénéfique est discutable, car il repose essentiellement sur
I'opinion d'experts. Leurs arguments sont que les bifidobactéries sont dominantes dans la flore
du nourrisson nourri au sein (Rambaud et al., 2004).
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Les prébiotiques représentent une source d’énergie métabolisable par la microflore

intestinale ou probiotique ( Gibson & Roberfroid, 1995; Holzapfel & Schillinger, 2002).

111-2-2- Composition:

Les prébiotiques les plus connus et deja utilisés sont les fructanes-fructo-oligosaccharides
(FOS), oligofructose, inuline- et d'autres oligosides de galactose et transgalactose (GOS et
TOS). De nombreux autres glucides pourraient revendiquer l'appellation de prébiotiques
(xylo-oligosaccharides, isomalto- oligosaccharides, gluco- oligosaccharides, etc.). Des sucres
alcools pourraient aussi avoir des propriétés prébiotique. Le lactulose est également un
prébiotique, certains prébiotiques sont naturellement présents dans des aliments et d'autres
ajoutés dans des aliments a visée fonctionnelle ou dans des suppléments alimentaires.
(Rambaud et al., 2004).

Actuellement, le plus important des polysaccharides naturels, autre que ’amidon, est
I’inuline, qui se trouve dans les racines de chicorée, les artichauts, les asperges, les
topinambours, les oignons, 1’ail , le poireau, la banane...C’est un fruto-saccharide naturel. La
liaison 3 1-2 qui unit les radicaux fructosyl entre eux n’est pas hydrolysable par les enzymes
digestives de I’homme. Elle I’est, au contraire, par I’enzyme B fructosidase des bifidobactéries
(Dacosta, 2001), (Tableau N°6).
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Tableau N°6: Structures et sources des pébiotiques (Al-Sheraji et al., 2013 ; Patel et Goyal,

2011)

Type de prébiotiques Composition Liaison Source
Cyclodextrine D-Glc o-(1,4) Glucanes
Fructooligosaccharides (Fru)n-Glc B-(2,1) et a-(1,2) | hydrosolubles

Asperge,
betterave a sucre,
ail,chicorée,
oignon, blé, miel,
banane,orge,
tomate
Galactooligosaccharides (Gal)n-Glc a-(1,4) et B-(1,6) Le lait humain et
le lait de vache
Isomaltulooligosaccharide (Gle)n a-(1,6) Amidon
Isomaltulose ( ou palatinose) | (Glc-Fru) a-(1,6) Saccharose
Lactulose Gal-Fru Lactose ( Lait)
Lactosucrose Gal-Glc-Fru B-(1,4)-0-(1,2)- B- | Lactose
Fru
Maltooligosaccharides (Gle)n o-(1,4) Amidon
Oligosaccharide de soja (Gal)n-Glc-Fru | g-(1,6)-a-(1,2)- p- | Soja

Fru

Xylooligosaccharides

(Xyhn

B-(1,4)

Fruits, Légumes,
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I11-2-3- Criteres de sélection des prébiotiques:

Tableau N°7: Proposition de critéres de sélection des prébiotiques a application intestinale
(Franck, 2002; AFSSA, 2003).

Critéres de sécurité -Produits ou organismes a l'origine de l'ingrédient parfaitement
caractérises
-Procédé d'obtention parfaitement décrit
-ldentification et caractérisation des molécules actives
-ldentification des microorganismes ciblés pour la fermentation

-Pas de production excessive de gaz

Criteres fonctionnels -Non digestibilité et non assimilation dans la partie supérieure
du systeme gastro-intestinal
-Fermentescible dans le cdlon de fagon sélective par un nombre
limité de bactéries potentiellement favorables
-Capacité a altérer la composition de la microflore colique en
faveur d'une flore potentiellement plus saine
-Induction éventuelle d'effets systématiques qui peuvent étre
positifs pour la santé de I'h6te

Criteres technologiques | -Pas de modification de l'ingrédient au cours des

transformations et du stockage des préparations

I11-3- Les symbiotiques

Un probiotique peut étre associé a un substrat, qui lui est specifique, appartenant a la classe
des prebiotiques. Le melange ainsi constitué est alors appelé symbiotique : un fructo-
oligosaccharide peut étre associé de cette maniere a une souche de bifidobactéries ou bien du
lactitol a un lactobacille (Gibson & Roberfroid, 1995). Ce type de préparation devrait
permettre une survie plus longue des bactéries dans le supplément alimentaire, avec en
conséquence une date limite d’utilisation plus tardive, un nombre accru de bactéries atteignant
le c6lon sous forme viable, une stimulation dans le c6lon de la croissance et de I’implantation

des bactéries exogenes et une activation de leur métabolisme (Bergmark, 1998).
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Un symbiotique a notamment montré son intérét chez patients atteints de rectocolite
hémorragique (RCH). Ce mélange contenait un probiotique, Bifidobacterium longum et un
prébiotique, I'inuline. L'administration de cette association pendant un mois chez 18 patients
de 24 a 67 ans a permis d'accroitre de fagon importante le taux de bifidobactéries au niveau
fecal. Les défensines qui sont exprimées de maniere excessive et les cytokines ayant un réle
pro-inflammatoire ont diminué en nombre.L'administration de ce symbiotique aura également
un impact positif sur I'histologie des muqueuses. Un autre exemple de symbiotique concerne
une association de la souche Lactobacillus helveticus M92 avec de l'inuline, ou encore du
lactulose et du raffinose a raison de 10g/l. L'administration de ce mélange chez la souris a
montré que ce symbiotique avait un effet immuno- modulateur, en particulier lorsque le
prébiotique utilisé était I'inuline. Les IgA sécrétoires et totales ont vu leur taux augmenter au
niveau sérique, chez les souris recevant ce symbiotique par rapport aux souris témoins (Frece
et al., 2009).
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IV-1- Les acides nucléiques en écologie microbienne :
IV-1-1- L'ARN ribosomique :

Les ARN ribosomiques (ARNr) sont formés de sous unités pouvant se grouper en
polysomes. Chez les organismes procaryotes, il existe des ribosomes 70S formeés de 2 sous-
unités. La petite unité 30S est composée de 21 protéines et d'ARNr 16S (1541 nucléotides
chez E. coli) (Moore, 1998). Lorsque des régions sur sa séquence sont complémentaires
(appariement AU et GC), le brin d'’ARN se replie sur lui méme pour former une structure en
"épingle a cheveux". Dans le ribosome les molécules d'ARNr, repliées en une structure
secondaire, peuvent étre représentées a partir d'études comparatives des séquences
primaires (Woese et al., 1975 ; Noller et Woese, 1981; Noller, 1984; Gutell et al., 1994).
Une modification de la séquence primaire de I'ARNTr va influencer directement sa structure
secondaire. Pour maintenir la fonctionnalité de la molécule, la structure secondaire de I'ARNr
doit étre conservée dans l'ensemble du monde vivant par le biais de mutations
compensatoires (Hancock et al., 1988; Wheeler et Honeycutt, 1988; Otsuka et al., 1999).

IV-1-2-L.'ARN 16S :

L’ARNr 16S se compose de 9 régions hypervariables qui sont suffisantes pour différencier
diverses espéces bactériennes et de 10 régions conservées. La région 16S du géne bactérien
est petite (1,5 Kb de taille) et trés conservée (Peterson et al., 2008) . Les régions conservées
sont la source d’amorces (ou sondes) universelles, tandis que les régions hypervariables
permettent de créer des amorces spécifiques d’un groupe précis de bactéries (Khamisse
,2012) (Figure N° 23).

Les régions actuellement concernées dans 1’étude du microbiote intestinal sont les régions

variables V2, V4 et V6 (Hamady& Knight, 2009).
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y Nl ARNr 16S

@ D v IVEE v W w 0§
génes de I'ARNr 16S (procaryotes)

Figure N° 23 : Schéma illustrant I'ARNr 16S (Seksik , 2013).

-Régions V « variables » en pointillés permettant de cibler un groupe phylogénétique.

-Régions en trait noir épais continu « hypervariables » permettant de cibler une espéce

bactérienne,
-Les régions restantes sont des régions conservées.

-Pour le schéma simplifié : les régions bleues sont les régions conservées et les régions jaunes

sont les régions variables.
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1VV-1-3-Le choix de I'ARN 16S

Le choix de Woese et de ses collaborateurs s'est porté sur la petite sous-unité de I'ARNr

(16S chez les Procaryotes et 18S chez les Eucaryotes) pour plusieurs raisons (Pace et al.,
1985; Ludwig & Schleifer, 1994; Ludwig et al., 1998) :

0
0

Sa présence est universelle et il y accomplit le méme réle chez tous les organismes.

Sa sequence est une alternance de domaines dont les vitesses d'évolution varient ;
permettant de comparer des especes tres proches sur des domaines hypervariables et
des especes tres éloignées sur des domaines trés conserves ;

Evolution lente ;

Relativement facile a isoler en raison de son abondance dans les cellules ;

Sa sequence est facilement obtenue par des méthodes standard d'extraction et
de séquencage. Les techniques d'extraction (Dorsch & Stackebrandt, 1992) et de
séquencage ont été simplifié et optimisé au fil des ans par I'introduction du séquencage
des ADNr (Bottger, 1989) plutdt que des ARNr (Lane et al., 1985), et l'utilisation du
"cycle-sequencing™ a l'aide d'amorces fluorescentes (Hiraishi, 1992; Ruano et al.,
1993).

Préféré au 5S et au 23S en raison de sa taille moyenne et de sa structure secondaire
moins marquée. Sa séquence est suffisamment longue pour réaliser des comparaisons

statistiquement cohérentes.

En effet, la nouvelle classification phylogénétique des bactéries se base sur des critéres de

proximité génétique et non plus sur de simples critéres phénotypiques. L’ADNr 16S codant

pour ’ARNr 16S correspondant étant la molécule la mieux renseignée dans les bases de

données de séquences nucléotidiques, ceci en fait la base de la phylogénie bactérienne
(Khamisse, 2012).

IVV-2- L’analyse du métagénome :

Les outils utilisés different entre les études et sont soit le séquencage de I’ARNr 168, soit le

séquencage complet du microbiome associé a la quantification du nombre de génes (Doré et
al., 2017).
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Le séquencage de nouvelle génération a révolutionné et acceléré les découvertes dans le
domaine du microbiote : grace au séquencage haut debit, on a pu analyser la diversité
microbienne en ayant acces aux séquences des souches anaérobies, pour lesquelles les
protocoles de culture in vitro ne sont pas toujours fiables. Environ 85 % des souches ne sont
connues que par la séquence de leurs genes .La métagénomique a bénéficié de protocoles
optimisés d’extraction de I’acide désoxyribonucléique (ADN) bactérien ainsi que des
performances des séquenceurs de nouvelle génération qui permettent un séquencage en
profondeur donnant accés a des séquences d’ADN peu représentées. Ces expériences ont été
principalement réalisées a partir d’ADN bactérien extrait des selles, le tractus gastro-intestinal

étant le compartiment de 1’organisme le plus densément colonisé (Dor¢ et al., 2017).

La métagénomique est une approche nouvelle et puissante, qui consiste a analyser les
génomes de tous les micro-organismes d'une niche écologique donnée. Techniquement,
I'ADN des populations bactériennes est extrait, purifié, cloné et séquencé par les méthodes a
haut débit. L'analyse informatique des séquences permet d'obtenir un répertoire génétique
complet de micro-organismes dominants, cultivables ou non. Par ailleurs, il est possible de
réaliser des tests fonctionnels sur certains clones pour repérer des propriétés biologiques
spécifiques (Barbut& Joly, 2010).

IV-3- Les techniques moléculaires d’étude de la flore microbienne intestinale :

Les méthodes d'analyses moléculaires ont permis d'estimer a prés d'un millier le nombre
d'especes composant le microbiote d'un individu adulte. Le microbiote humain est caractérisé
par une extréme spécificité d'hote : si I'on examine le microbiote de dix personnes différentes,
on ne trouvera qu'une seule espece commune. Prés de 80 % des especes dominantes observées

dans le microbiote fécal d'un individu lui sont propres (Suau et al., 1999).
IV-3-1-La PCR :

La « Polymerase Chain Reaction » (PCR) est une technique de réplication ciblée in vitro qui
permet d’obtenir d’un échantillon complexe et peu riche un grand nombre de copies d’une
séquence de nucléotides donnée. En quelques heures on obtient plusieurs millions de copies
de la séquence. L’amplification est exponenticlle puisque d’un cycle de PCR a I’autre le
nombre de séquences a répliquer double (Grosdemange , 2014).
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La Figure 24 représente le protocole de cette méthode. Il s’agit d’ajouter a 'ADN a
amplifier des amorces spécifiques du segment d'’ADN voulu, de I'ADN polymérase et un
mélange des quatre désoxyribonucléotides constitutifs de 'ADN. Tous sont ajoutés en large
exces par rapport a I'ADN. La séquence cible a amplifier est déterminée par le couple
d’amorces choisi. Chaque cycle de PCR est composé de 3 étapes successives a 3 températures
différentes : La dénaturation des 2 brins, I’hybridation puis 1’élongation (Grosdemange |,

2014).

30 - 40 cycles of 3 steps :

w*‘v%ﬁ&mm ‘A Step 1 : denaturatiod

5 ]

3 Step 2 : annealing §

] ] |
¥ > 3 L0 s
. .
:’ ‘ [/
g 3 / forward and reverse
W - ¢ 3 primers !!!
¥ | |
| (L] 5

3 I | T o . E
- - 0~ | _ - | s ML H Step 3 : extension ;
~ |- - - I I 7
5 W{rrrlh‘ — | _ | . ~ only dNTP's
3 ' | | Wil 5

Figure 24 : Etapes de I’amplification PCR (Andy Vierstraete, 1999)

IV-3-2- Le pyrosequencage :

Le pyroséquencage est une autre méthode de micro-séquengage qui a fait 1’objet d’une
automatisation poussée ; elle est illustrée dans la Figure 25. Il s’agit d’effectuer en paralléle
96 reactions de micro-séquencage en plague micro-titration, en utilisant la fluorescence pour
détecter 1’addition en temps réel de chaque nucléotide sur une amorce; les nucléotides sont
ajoutés et enlevés des micro-puits par cycle. Quand les conditions sont bien choisies, la sonde
qui contient un mésappariement se liera a sa cible avec une moins bonne efficacité et ne sera

donc pas digérée par la Taq polymérase (Gibson & Muse, 2004).
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Figure 25 : Le pyroséquencage

(Gibson & Muse, 2004).

A : Le pyroséquencage est basé sur des réactions cycliques ; I’'une d’elle génére de I’ATP lors
de I’incorporation d’une base spécifique (cadre du haut), la suivante convertit I’ATP en
lumiere (cadre du centre), la derniere permet d’éliminer les nucléotides qui n’ont pas été

incorporés ainsi que I’exceés d’ATP avant le cycle suivante (cadre du bas).

B : L’ordre d’addition des nucléotides est connu, et on obtient, en I’espace de quelques
secondes, des profils de mini-séquencage appelés pyrogrammes. La hauteur de chaque pic dd

a un éclair de lumiére est proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés.
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IV-3-3- L’électrophoreése sur gel dénaturant

Suite a "amplification par PCR de certains fragments du géne codant pour I’ARNr 16S,
I’¢électrophorese sur gel dénaturant est une technique qui permet de dissocier des fragments
d’ADN double brin de méme longueur en ADN simple brin selon le point de fusion (point
pour lequel il y a séparation des 2 brins). Le gradient de dénaturation peut étre un gradient de
température, on parle de Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TGGE), ou un gradient
d’urée et de formamide, on parle alors de Denaturant Gradient Gel Electrophoresis (DGGE).
La dénaturation de ’ADN va ralentir sa migration dans le gel. Ces techniques sont de plus en
plus utilisées pour étudier 1’écosystéme intestinal et ne nécessitent pas d’étape

d’enrichissement préalable (Grosdemange, 2014).
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Partie expérimentale Chapitre V' : Matériels et Méthodes

Objectif:

La flore ou microbiote intestinal, principalement des bactéries colonisant le tube digestif
humain, a été peu ou superficiellement étudié. Un individu héberge 10'* bactéries dans son

tractus digestif alors qu’il ne contient que 10™° cellules eucaryotes.

L'intérét pour le microbiote intestinal ou flore intestinale, s'est considérablement multiplié
ces derniéres annees. Depuis dix ans, les scientifiques se penchent sur un «organe »
inexploré : les 100 000 milliards de bactéries vivant dans notre intestin. On y distingue
différents grands groupes de bactéries aux fonctions multiples. Grace a I'étude des selles, on
peut désormais déterminer la composition de l'intestin. Le lait maternel est sans doute le
premier aliment du bébé, ainsi le réle de la mére dans la constitution du microbiote intestinal
est important. Le fait que la colonisation bactérienne et la susceptibilité aux maladies soient
différentes chez les nouveau-nés allaités et ceux nourris avec des formules infantiles, suggere
que D’allaitement maternel joue un réle primordial dans le développement du microbiote
intestinal. Cependant, I’allaitement encouragé depuis fort longtemps pour ses multiples

bienfaits, n’a pas encore révélé tous ses secrets.

Le but de ce travail est d’évaluer I’ensemble bactérien constituant la flore des selles chez le
nourrisson et la flore du lait maternel par prélevements itératifs; mais aussi de déterminer
d’une maniere qualitative et quantitative les germes viables présents dans la matiere fécale du

nouveau-né et dans le lait maternel.

L'objectif principal de ce travail est I'étude de I'influence de l'allaitement dans la mise en
place de la flore microbienne intestinale du nouveau-né. L'objectif secondaire est d’identifier
les souches de bactéries constitutives de la fore intestinale du nourrisson allaité naturellement

et artificiellement, afin de maitriser le comportement des différentes flores microbiennes.

L’intérét premier est d'éclaircir I'origine du microbiote intestinal du nouveau- né, et si celui-

ci a acquis une flore identique de celle de la mére.

En deuxiéme étape, I’étude microbiologique respective de lait / selles de cing couples mere /
nouveau-n¢ allaités maternellement et par formules infantiles permet d’évaluer le microbiote

intestinal.
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V-1-Matériels biologiques:

Notre étude a porté sur cing paires mére / nouveau-né (a terme) accueillis au service
Néonatalogie de 1’hopital Ahmed-Medeghri d’Ain Témouchent durant la période Mai 2014 a
Octobre 2015. Cing femmes, a terme, en bonne santé (dge moyenne 33.2+4.53) ont été

inscrites apres I'accouchement dans I'établissement Mere-Enfants.
V-1-1- Prélévement des échantillons de féces

Les échantillons fécaux sont recueillis individuellement et aseptiquement ; dans des pots a
vis stériles, puis transportés au laboratoire dans une glaciére. La conservation des
échantillons se fait a 4°C, en ne dépassant pas les quatre heures. Les prélevements de feces
sont réalisés a J1, J7, J30, J90.

Les nourrissons suivis lors de cette étude, 5 allaités maternellement (3 de sexe masculin et 2
de sexe féminin) et 5 nourris au biberon (3 de sexe masculin et 2 de sexe féminin) sont nés a
I'Unité de Néonatologie de I’h6pital Ahmed-Medeghri d’Ain Témouchent aprés une grossesse
sans complication. Les nourrissons sont nés par voie basse, a un age gestationnel de 39,2
semaines. Les dix nouveau-nés ne présentent aucune forme de pathologie et les méres n’ont

subi aucune antibiothérapie ni pendant la grossesse, ni durant la période d’allaitement.
V-1-2-Prélévement du lait maternel

Les prélevements de lait maternel sont realisés a J1, J7, J30, J90. Le lait mammaire est
prélevé aseptiquement, mamelons nettoyés a la chlorhexidine. L'échantillon de lait maternel
est recueilli dans un tube stérile. Les premiéres gouttes sont jetées pour éviter toute

contamination de chlorhexidine (Martin et al., 2005).

Les échantillons sont stockés a 4°C jusqu'a utilisation.
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V-2- Dénombrements microbiens:

V-2-1- Analyses microbiologiques :

V-2-1-1-Préparation des suspensions de dilution:
v" Les échantillons fécaux:

Des dilutions décimales des feces sont effectuées dans I'eau physiologique (NaCl 0.9%).
Pour chaque prélévement, 1g d’échantillon fécal élanalyser est ajouté dans un tube a essai a 9
ml du milieu NaCl 0.9% . On obtient ainsi une dilution mére de 10™ & partir de laquelle on

réalise des dilutions décimales jusqu’a 10 °
v" Le lait maternel:

Des dilutions décimales de lait sont effectuées dans I'eau physiologique (NaCl 0.9%). Elles
sont délicatement homogénéisées afin d’éviter la dissolution d’oxygene, puis diluées en série
de 10. Chaque dilution est réalisée en double. Pour chaque prélévement, 1ml d’échantillon de
lait maternel & analyser est ajouté dans un tube a essai a 9 ml du milieu NaCl 0.9%. On
obtient ainsi une dilution mére de 10™ & partir de laquelle on réalise des dilutions décimales

jusqu’a 10 .
V-2-1-2-1solement et identification des bactéries lactiques:
V-2-1-2-1-Les bifidobactéries:

L'isolement des bifiobactéries constitue I'étape la plus critique puisqu'il nécessite des
conditions assez spécifiques, qui mettent en jeu des systemes d'anaérobiose (Scardovi, 1986).
L'isolement des bifidobactéries est réaliseé en profondeur sur MRS cystéiné. Les
bifidobactéries sont denombrés sur milieu MRS supplémenté avec de la L- cystéine (0,5 g/
litre) (MRS-Cys), incubées en anaérobie a 37°C pendant 48 h dans une jarre d'anaérobiose
(Martin et al., 2009). Aprés 48h d'incubation, les colonies sont sélectionnées selon leur
aspect morphologique (observées grace a une loupe binoculaire) ainsi que sur la base de leur

mobilité, de leur forme, de leur état frais et par coloration de Gram.

A partir des cultures en bouillons MRS-Cys on effectue une série de repiquage, I'opération
est renouvelée en prenant a chaque fois une colonie isolée. Ceci conduit a obtenir une culture

dont la pureté est estimée par observation microscopique apres coloration de Gram.
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V-2-1-2-2-Les lactobacilles et les streptocoques :

Les lactobacilles sont dénombrés sur milieu MRS (Man-Rogosa-Sharpe) mis a incuber a
37°C pendant 72 h en anaérobiose .Le dénombrement des streptocoques et entérocoques est
réalisé sur milieu M17 mis a incuber a 37°C et 42°C pendant 48 h en aérobiose (Oxoid,
2007). Des colonies de couleur blanchatre ou laiteuse sont récupérées puis soumises a un test
préliminaire comprenant la coloration de Gram et la recherche de la catalase. Seules les
souches a Gram positif et catalase négative sont prises en considération puis purifiees par

ensemencements successifs en stries.

Le nombre de colonie par souches est évalué en UFC (unité formant colonie) par millilitre

d’échantillon de lait analysé et par gramme de féces (UFC/g).
V-2-1-2-3-Purification des isolats de bactéries lactiques:

Apres croissance et dénombrement des colonies, de chaque boite de Pétri 10 colonies sont
isolées afin d’effectuer une coloration de Gram et la recherche de catalase. Les bactéries
Gram positif, catalase négative et non sporulées sont retenues et repiquées sur bouillon MRS
(Lactobacillus) et sur bouillon M17 (streptococcus ,enterococcus et lactococcus). L'opération
est renouvelée jusqu'a I'obtention d'une culture pure estimée par observation microscopique
apres coloration de Gram (Balows et al., 1992; Curk et al., 1996 & Heleni et al., 2006)

V-2-1-2-4-Conservation des isolats:
¢ La conservation a court terme:

La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose inclinée.
Apres incubation a 30°C pendant 18 heures, les tubes sont conservés a +4°C, le
renouvellement des cultures se fait toutes les trois semaines (Saidi et al., 2002).

¢ La conservation a long terme:

A partir des jeunes cultures (18-48 h) sur milieu liquide, les cellules sont récupérées par
centrifugation a 4000t/min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, on ajoute sur le
culot, un milieu de culture de conservation contenant du lait écrémé, 0.2%, de l'extrait de
levure et du glycérol a 30%. Les cultures sont conservées en suspension dense et en tubes
Eppendorfs a -20°C.
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Les suspensions trés concentrées résistent mieux a la congélation. En cas de besoin, les
cultures sont repiquées dans le lait écremé a 0.5% d'extrait de levure, avant utilisation (Saidi
et al., 2002).

V-2-1-3-Tests d'orientation pour I'identification des bactéries lactiques:

Sur chacune des boites servant aux dénombrements, nous classons les colonies en catégories
selon I’aspect macroscopique. Dans chaque catégorie, nous choisissons aléatoirement une
colonie supposée représentative parmi celles, observées pour réaliser les premiers tests

d'orientation.

Chague colonie suspectée étre une bactérie lactique est purifiée deux fois par isolement sur
le milieu MRS gélosé. Des cultures pures issues de ces isolements sont réalisées pour stocker
a -20°C, dans un milieu MRS contenant du glycérol pour des analyses ultérieures. Pour une
identification préliminaire des bactéries lactiques, nous nous sommes basés sur des études:
microscopiques (les formes caractéristiques des cellules bactériennes, leur arrangement, la
présence ou non de spore et la coloration de Gram), sur la mobilité, le test de la catalase et le
type fermentaire.

V-2-1-3-1-Examen macroscopique:

Cette étude consiste a noter I'aspect des colonies bactériennes (taille, contour, pigmentation,

Viscosité).
V-2-1-3-2-Examen microscopique:

L'examen microscopique (Gx100) est révélé par la coloration de Gram. Celle-ci permet de
faire la différentiation entre les bactéries Gram positives et Gram négatives et renseigne sur la

morphologie cellulaire et le mode d'association.
V-2-1-3-3-Recherche de la catalase:

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle décompose I'eau oxygénée formée, en eau et en oxygene qui se
dégage. Le test consiste a prendre une lame porte objet propre, a déposer sur celle-ci une
goutte d'eau oxygénée a 10 volumes et a émulsionner un peu la colonie suspecte obtenue sur

gélose. Le dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase: test catalase+.
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V-2-1-3-4-Recherche de type fermentaire:

Le métabolisme énergétique des bactéries lactiques est exclusivement fermentaire. Ce genre

est classiquement divise selon différentes voies de fermentation :

v" Les lactobacilles homo-fermentaires stricts qui ne fermentent que les hexoses par la
voie d'Embden-Meyerhof en produisant presque exclusivement du lactate.

v Les lactobacilles homo-hétéro fermentaires facultatifs qui fermentent les hexoses,
mais aussi les pentoses en lactate et acétate par la voie d'Embden-Meyerhof.

v Les lactobacilles hétéro-fermentaires stricts qui fermentent les hexoses en lactate,

acétate (ou éthanol) et CO,. Les pentoses aussi sont fermentés en lactate et en acétate.

La souche est ensemencée dans le bouillon MRS contenant une cloche de Durham, a partir
d’une culture pure et jeune. Aprés incubation, le type fermentaire de nos souches est
déterminé, a savoir homo-fermentaires (pas de production de gaz) ou hétéro

fermentaires(production de gaz) (Axelsson, 2004).

Pour les Streptocoques , Enterocoques et les Lactocoques, les souches sont ensemencees sur
M17 liquide contenant une cloche de Durham. La présence de gaz dans la cloche indique que

la souche est hétéro fermentaire et, son absence indique qu'elle est homo-fermentaire
V-2-1-3-5-Test de croissance dans les conditions hostiles :

Pour réaliser ce test, nous avons préparé deux milieux hyper salés en NaCl : 4% et 6,5%.
Apres ensemencement de ces deux milieux par la souche a tester et incubation a 37°C pour 24
heures, la croissance est appréciée par I’apparition d’un trouble dans les tubes de culture
microbienne (Hariri et al., 2009 ; Guiraud, 2003).

V-2-1-3-6-Test de croissance a différentes températures :

Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles et les bactéries lactiques
thermophiles. Le test est réalisé sur milieux M17 et MRS liquides a différentes températures
entre 10°C et 40°C pendant 24 a 48 heures. Au bout de ce délai, la croissance est
appréciée par ’examen des milieux, la croissance cellulaire est appréciée par la présence

d’un trouble au fond du tube (Hariri et al., 2009).
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V-2-1-3-7-Test d’utilisation des sucres sur milieu Triple Sugar Iron (TSI) :

La fermentation du glucose avec production d’acide, I’oxydation du saccharose et/ou

du lactose, la libération d’H , S et de CO , sont appréciées sur le milieu TSI (Giraud, 2003).
V-2-1-3-8-Test Mannitol-Mobilité :

La mobilité des souches ainsi que la fermentation du mannitol sont étudiées sur le
milieu Mannitol-Mobilité. La fermentation du mannitol est traduite par un virage au

jaune du milieu de culture (Giraud, 2003).

V-2-1-3-9-1dentification des bactéries lactiques par galerie API 20 Strep:

La galerie API 20 Strep est un systéme standardisé associant 20 tests biochimiques. Il
permet de faire un diagnostic de groupe ou d’espéce pour la plupart des streptocoques,
entérocoques et pour les germes apparentes les plus courants.

La galerie API 20 Strep comporte 20 microtubes contenant les substrats déshydratés pour la
mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres. Les tests
enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d'une culture pure,
qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. Les tests de
fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi (contentant un indicateur de pH) qui
réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates entraine une acidification se

traduisant par un virage spontané de I'indicateur coloré.
¢ Préparation de I'inoculum:
-Ouvrir un tube contenant 2ml d'eau distillée sans additif.
-A l'aide d'un écouvillon, prélever toute la culture préalablement préparée .

-Réaliser une suspension trés dense: opacité supérieure a 4 de McFarland. Cette suspension

doit étre utilisée extemporanément
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¢ Inoculation de la galerie:

Dans la premiere moitié de la galerie (Tests VP a ADH) répartir la suspension précédente en

évitant la formation de bulles:

-Pour les tests VP a LAP : environ 100pul dans chaque cupule.
-Pour le test ADH: remplir uniquement le tube.

Dans la deuxieéme moitié de la galerie (tests RIB a GLYC):

-Ouvrir une ampoule d'API GP Medium et y transférer le reste de la suspension, soit 0.5 ml au

minimum. Bien homogénéiser.
-Répartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.

-Remplir les cupules des tests soulignés ADH a GLYG avec de I'huile de paraffine en formant

un ménisgue convexe

-Incuber a 36°C +£2°C en aérobiose pendant 4h00-4h30 pour une premiére lecture et 24 heures

Si nécessaire pour une deuxiéme lecture
¢ Lecture et interprétation:
Apres 4 heures d'incubation:

-Ajouter les réactifs: test VP: 1 goutte de VP1 et VP2 , Test HIP: 2 gouttes de NIN ,Tests
PYRA, aGAL, BGUR, BGAL, PAL, LAP: 1 goutte de ZYM A et ZYM B

-Attendre 10 minutes, puis lire toutes les réactions en se référant au Tableau N°8 de Lecture
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Tableau N°8 Les tests de API 20 Strep

Tests Composants actifs Réactions /Enzymes
VP Sodium pyruvate Production d'acétoine (\Voges Proskauer)
HIP Acide hippurique Hydrolyse (acide HIPpurique)
ESC Esculine citrate de fer Hydrolyse B-glucosidase (ESCuline)
PYRA Acide pyroglutamique-B-naphtylamie PYRrolidonyl Arylamidase
aGAL 6-bromo-2-naphtyl-aD- a-GALactosidase

galactopyranoside

BGUR Acide naphtyl-ASBI-glucuronique B-GlUcuRonidase
BGAL 2-naphtyl-BD-galactopyranoside B -GALactosidase
PAL 2-naphtyl phosphate Phosphatase Alcaline
LAP L-leucine-B-naphtylamide Leucine AminoPeptidase
ADH L-arginine Arginine DiHydrolase
RIB D-ribose Acidification (R1Bose)
ARA L-arabinose Acidification (ARAbinose)
MAN D-mannitol Acidification (MANnitol)
SOR D-sorbitol Acidification (SORDbitol)
LAC D-lactose Acidification (LACtose)
TRE D-tréhalose Acidification (TREhalose)
INU Inuline Acidification (INUIline)
RAF D-raffinose Acidification (RAFfinose)
AMD amidon Acidification (AMiDon)
GLYG glycogene Acidification (GLYcoGene)

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture et I'identification est obtenue

a l'aide d'un logiciel d'identification

94




Partie expérimentale Chapitre V' : Matériels et Méthodes

V-2-1-3-10-1dentification des bactéries lactiques par galerie AP1 50 CHL :

La galerie APl 50 CHL est un systeme standardisé associant 50 tests biochimiques
permettant I’identification des lactobacilles. L’¢tude du profil fermentaire des sucres des
souches isolées a été réalisée par galerie APl 50 CH (Biomerieux, France). La galerie est
constituée de 50 microtubes permettant la fermentation des hydrates de carbones et dérivés

(héterosides, polyalcools, acides uroniques).
¢ Préparation des cultures des bactéries lactiques

Des cultures d’une nuit des bactéries lactiques ont été préparées sur gélose MRS et la
pureté de chaque souche est vérifiée. Pour préparer I’inoculum, des colonies sont récoltées
par écouvillonnage et ensemencées sur le milieu APl 50 CHL Medium afin d’obtenir une

suspension bactérienne d’une densité de 2 McFarland (McF) standard.
¢ Ensemencement, incubation et lecture :

Les 50 microtubes de la galerie APl 50 CH sont inoculés par la suspension
bactérienne de chaque souche avec une pipette stérile en évitant la formation de bulles
d’air, une couche de paraffine stérile est ensuite ajoutée. L’incubation est réalisee a 37°C
pendant 48h en anaérobiose. La fermentation se traduit par un changement de couleur dans
le microtube, di aune production d’acides en anaérobiose révélée par I’indicateur du
pH du milieu choisi. Le premier tube sans principe actif sert de témoin négatif. La
lecture est réalisée apres 24h et 48h. Par la suite, les catalogues d'identification sont utilisés

pour confirmation ainsi que le logiciel APl Web ™ .

V-2-1-4-1solement et identification des staphylocoques:

La gélose Chapman est un milieu de culture ancien, destiné a l'isolement et a la
differenciation des staphylocoques. Le chlorure de sodium a concentration élevée (75g/l)
inhibe de nombreux germes, sauf les germes halophiles ou halotolérants. La fermentation du
mannitol par certaines espéces de staphylocoques, libere des acides qui font virer le rouge de
phénol au jaune en milieu acide, les colonies jaunes entourées d'une zone jaune, mannitol+
sont des Staphylococcus aureus, S.saprophyticus...., les colonies entourées d'une zone rouge
ou pourpre , mannitol- sont des Staphylococcus epidermidis ,S.hominis (Delarras, 2007).

L’incubation est faite 48 heures a 37°C.

95



Partie expérimentale Chapitre V' : Matériels et Méthodes

L’isolement est réalisé par repiquage successif sur bouillon nutritif et sur milieu Chapman,
incubés 18 a 24 h a 37°C. La pureté des souches est vérifiee par la coloration de Gram
pour sélectionner les cocci Gram positif. Toutes les souches sont identifiées grace aux
méthodes bactériologiques classiques (production de catalase et de coagulase), et par les

caracteres biochimiques a 1’aide des galeries API 20 Staph (Bio Mérieux).
V-2-1-4-1-L’activité catalytique :

Permet la dégradation de I’cau oxygénée en oxygene et en eau. Elle est mise en évidence en
émulsionnant la culture bactérienne a tester dans une solution fraiche d’eau oxygénée a 10
volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la décomposition

de I’eau oxygénée sous 1’action de I’enzyme a tester.
V-2-1-4-2-Recherche de la coagulase :

La propriété de Staphylococcus aureus a provoquer la coagulation d’un plasma recueilli
sur anticoagulant est critére important de son identification. Elle est due a la sécrétion d’une
enzyme : la coagulase qui agit en liaison avec la prothrombine, enzyme active sur le
fibrinogéne (Joffin&Leyral ,2006).

¢ Technique
» Réaliser une culture en bouillon.
» Etuver 24h a 37°C.

* Mettre dans un tube a hémolyse 4 gouttes de bouillon agité et 4 gouttes de plasma de lapin

oxalaté (plasma humain)
» Placer le tube au bain d’eau a 37°C durant 2 a 24h,
» Observer toutes les heures.

 Une coagulation pourra étre observée par une prise en masse du liquide (Joffin &Leyral,
2001)
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V-2-1-4-3-1dentification par plaque APl STAPH (Biomérieux) :
¢ Principe :

Les différents tests de la galerie se présentent sous forme déshydratée. Leur reconstitution se
fait lors de 1’addition a chaque tube, d’API STAPH medium ensemencé avec la souche a
étudier. Celle-ci doit étre cultivee au préalable sur un milieu approprié. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou

révélés par I’addition de réactifs (Leyral &Joffin ,1998).
V-2-1-5-1solement et identification des Escherichia:

Le dénombrement du genre Escherichia se fait sur milieu Hecktoen & 37°C pendant 24 a 48
h. Escherichia coli est isolé par repiquages successifs sur milieu Hecktoen (incubation
pendant 24h a 37°C), suivi par l'identification, la caractérisation macro et microscopique des
colonies (coloration de Gram), la détection de la mobilité, le test d’oxydase, le test d’H,S

ainsi que l'inoculation d'une galerie API1 20 E (BioMérieux).
V-2-1-5-1-Test oxydase:

L'oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines
respiratoires cytochromiques bactériennes. Le test de I'oxydase est fondé sur la production
bactérienne d'une enzyme oxydase intracellulaire. En présence d'oxygéne atmosphérique et de
cytochrome C, cette enzyme oxyde le réactif pour former un composé coloré en violet,
I'indophénol (Delarras, 2014). En adoptant la technique des disques, un disque oxydase est
introduit dans un tube a essai contenant une suspension bactérienne (trois colonies
d’Escherichia en bouillon nutritif). L'apparition d'une coloration rose atteste de la présence de

I'oxydase (Bourgeois et al., 1995).
V-2-1-5-2-Test Mannitol-Mobilité :

La mobilité de la souche est testée en milieu mannitol mobilité. L’ensemencement se
fait a partir d’une colonie sur gélose nutritive par piqire centrale. Suite a une incubation de
24h a 37°C, le caractere mobile est défini par un trouble envahissant toute la largeur de la
gélose de part et d’autre de la piqire centrale, alors qu’une bactérie immobile ne se développe
que le long de la piqdre centrale. Le milieu contient du rouge phénol comme indicateur de pH.
Lorsque la souche dégrade le mannitol, I’indicateur vire du rouge au jaune (Denis et al.,
2007).
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V-2-1-5-3-Test d’utilisation des sucres sur milieu Triple Sugar Iron (TSI) :

La gélose TSI est un milieu différentiel par la capacité a mettre en évidence les
fermentations d'hydrates de carbone (glucose, lactose, saccharose) et la production de sulfure
d’hydrogene. Le rouge phénol est ’indicateur colorant virant du rouge au jaune pour
un résultat positif. La fermentation du glucose se traduit par 1’alcalinisation du culot (jaune),
en revanche la fermentation du lactose et/ou du saccharose se traduit par 1’alcalinisation de la
pente inclinée (jaune). Le noircissement du culot indique la présence de H,S (Bonnefoy et al.,
2002).

V-2-1-5-4-1dentification de Escherichia par galerie API 20 E:

La galerie API20 E est un systtme d’identification de E.coli utilisant des tests
standardisés et miniaturisés qui compote 20 microtubes contenant des substrats sous
forme déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne (colonies pures
isolées sur milieu Hecktoen en eau physiologique) qui reconstitue les milieux. Une
anaérobiose est crée dans les tests: ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant leurs
cupules d’huile de paraffine stérile. La boite de Pétri est incubée pendant 24h a 37°C. Les
réactions produites se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition de
réactifs, la lecture de la galerie est faite en se référant au tableau de lecture conventionnelle
(Joffin et al., 2006).

V-2-1-6-1solement et identification des Levures et Moisissures:

Le dénombrement des levures et des moisissures est suivi sur milieu Sabouraud
classique. L’incubation se fait pendant 5 jours a 37°C. La présence de trois peptones et du
glucose, ainsi que le pH acide du milieu favorisent la croissance des levures et moisissures
(Delarras, 2007).

La morphologie cellulaire et le mode de reproduction végétative des levures isolées sont

observés a 1’¢état frais ou au microscope apres coloration.

L’étude microscopique permet de définir la forme, [’arrangement, le mode de

divisions des cellules ainsi que leur taille (Guiraud & Galzy, 1980).
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L’observation au microscope de lames colorées au bleu de méthyléne nous a permis
de définir les formes : sphériques, ovoides, allongées, cylindriques, en forme de citron ou
triangulaire (Larpent, 1991). La reproduction végétative peut se faire par bourgeonnement ou

scissiparité ou quelque fois combinaison des deux (Bouix & Leveau, 1993).

L’identification des champignons se fait par étude microscopique appelé, test de
chlamydosporulation, qui est 1’examen direct au microscope optique sous grossissement
x40 d’une colonie a partir de culture de champignon agée de 5 jours sur milieu Sabouraud.
L’observation dans une goutte de bleu de méthyléne entre lame et lamelle, permet de
déterminer la morphologie du champignon afin de caractériser la moisissure ou la levure en

question par la recherche des pseudos mycéliums.
V-2-1-7-Analyses statistiques:

Tous les comptes bactériens sont analysés apres logl0 transformation. Les niveaux de
bactéries dans les échantillons de lait maternel et dans les selles de nouveau-nés allaités par le
lait maternel ou par le lait maternisé sont comparés en utilisant le test t. L'analyse statistique
est réalisée en utilisant le logiciel SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) et le logiciel
Excel 2007. Toutes les déclarations de statistique sont considérées comme significatives

lorsque P <0,05 .
V-3- Analyse du métagénome par séquengage de PARNr 16S :

Les méthodes classiques d’identification bactérienne basées sur la détermination des
caracteres culturaux, physiologiques et métaboliques ont montré leurs limites, en

particulier, pour la détection des micro-organismes non cultivables .

L’application des outils d’écologie moléculaire au microbiote intestinal a conduit a des
améliorations tres significatives de notre compréhension de cet écosystéeme, en termes de

composition et de dynamique de la diversité des espéces.

La caractérisation de flore par séquencage de I’ADNr 16S est une des méthodes les plus
utilisées actuellement. C’est une méthode permettant d’estimer le nombre d’espéces de
bactéries et leurs abondances relatives dans un échantillon, ainsi, elle permet de révéler les
especes les plus importantes et combien d’espéces bactériennes sont détectées dans un

échantillon.
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L’ADNTr 16S est une région de 1’opéron ribosomique, composée d’environ 1500 nucléotides
et constituée de 9 régions variables, flanquées par des régions conservées. Ces régions
variables sont utilisées pour évaluer la distance entre les espéces de bactéries. L’ADNr 16S
peut-&tre séquencé par amplification de régions d’intéréts conservées parmi les bactéries, la

structure de I’ ADNTr 16S présente 9 régions variables annotées V1 a V9.

L'analyse microbienne mettant en ceuvre le séquengage de I'ARN ribosomique (ARNr) 16S
est une méthode couramment appliquée a I'étude phylogénétique et taxonomique des
bactéries. Le gene de I'ARNr 16S est le marqueur genétique le plus connu utilisé pour
identifier et classer les bactéries, notamment parce qu'il se compose a la fois de régions tres

bien conservées et de régions hypervariables.

L’objectif de cette étude est d’identifier et de différencier les especes en présence par le

séquencage de la région variable V3-V4 du géne ARNr 16S
V-3-1-Extraction des acides nucléiques :

La premiére étape consiste a récupérer un échantillon représentatif de 1’écosysteme étudié.
L'ADN total du génome a partir d'échantillons est extrait par la méthode CTAB / SDS. Une
concentration d’ADN ¢élevée (environ 5-10 pg/ml) est généralement conseillée pour réduire le
nombre de cycle d’amplification de I’ADN, pouvant biaiser les analyses quantitatives du
milieu. De plus, 1’échantillon doit étre conservé dans des conditions optimales afin de réduire

la dégradation des cellules et de I’ADN associé.

L’ADN est purifi¢ par élimination des débris cellulaires et des protéines, puis digestion
enzymatique des molécules d’ARN par utilisation de RNase. L’ADN purifié est finalement

conservé a basse température (-20°C).

Ainsi I’extraction de I’ADN constitue une étape critique dans la caractérisation d’une flore.
L’ADN doit ensuite étre préparé pour le séquencage. Le séquencage de régions spécifiques de
I’ADN 168 s’effectue tout d’abord par 1’extraction et la purification de ’ADN des cellules
d’un échantillon métagénomique. Ensuite, ’ADN est mis en présence d’amorces PCR
spécifiques des régions a amplifier. Apres plus de 20 cycles de PCR, I’échantillon d’ADN
contient une concentration élevée de fragments d’ADN incluant les régions variables

d’intérét. L’ ADN est ensuite préparé et séquencé.
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Le séquencage de ’ADNTr 16S s’effectue par amplification de la totalit¢ ou d’une partie
représentative de la séquence, a 1’aide d’amorces universelles. Les fragments contenant les
amorces peuvent se lier sur des micro-billes et subissent une amplification monoclonale. Le
résultat de I’amplification est déposé sur une lame contenant des micro-puits et des réactifs de
polymérisation. Le séquencage s’effectue par polymérisation de nucléotides fluorescents,
émettant a chaque incorporation une fluorescence lue par un laser, puis décodée en
nucléotides et stockée dans un fichier de séquence. Ces données seront utilisées pour

caractériser les especes présentes dans les echantillons.
-Principes de la méthode au CTAB : lyse, extraction et précipitation :

1- Dans un tube eppendorf de 2ml mettre1000 ul de tampon CTAB (Annexe N°1), Ajouter
une quantité appropriée d'échantillon et de lysozyme, Incuber dans un mélange d'eau a

65°C.mélanger le lysat.

2- Centrifuger et prenez le surnageant, Ajouter de phénol : Chloroforme, isopropanol (25: 24:
1), Centrifuger pendant 10 min sous 12000 tr / min. (RPM)

3- Prenez le surnageant, Ajouter Chloroforme, isopropanol (24: 1), Centrifuger pendant 10
min sous 12000 tr / min. (RPM)

4- Prendre le surnageant dans un tube a centrifuger de 1,5 ml, Ajouter I'isopropanol, Secouer ,
Précipitations inférieures a 20 degrés.

5- Centrifuger 10 minutes avec 12000 tr / min, Verser le liquide, Vueillez a ne pas tomber des
précipitations. Utilisez 1 ml d'éthanol 75% pour laver 2 fois (Pourrait étre centrifugé a

nouveau pour collecter plus de liquide résiduel avec une lance).

6-Sécher a température ambiante sous un banc de travail super propre (Les échantillons

d’ADN ne doivent pas étre trop secs, Sinon il est difficile de dissoudre).

7- Ajouter H20 pour dissoudre les échantillons d'ADN, Si nécessaire, incuber sous 55-60 °C

pendant 10 min.
8- Ajouter 1 ul RNase A 1 ul pour digérer I'ARN, conserver a 37 ° C pendant 15 min

La concentration et la pureté de I'ADN ont été surveillées sur des gels d'agarose a 1%.Selon la

concentration, ' ADN a été dilué a 1 ng/ ul en utilisant de I'eau stérile ( Novogene, 2017)
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VI-1-Influence de I'allaitement maternel dans la mise en place de la flore microbienne
du nouveau-né:

VI-1-1-Résultats qualitatifs du lait maternel:

Le lait maternel change de couleur et de consistance, sa composition se modifie au cours
d'une méme téteée, il est par exemple trés dilué en début de tétée (transparent et

éventuellement 1égérement bleute) et s'épaissit progressivement (plus épais, blanc ou jaune) .
Les échantillons de lait utilisés pour notre étude révelent :

-Un liquide de la premiére lactation maternelle aprés 1’accouchement (du 1% au 5°™ jour),

¢épais et jaunatre, il s’agit du colostrum ;

-Un lait de transition, produit en abondance du 6°™ au 14°™ jour, qui devient progressivement

blanc et moins dense ;

-Au bout de la 2°™ semaine, la sécrétion de lait donne le lait mature, de couleur «blanc-
bleuté».

VI-1-2-Etablissement de la premiére flore chez le nourrisson allaité maternellement:

Les toutes premiéres selles appelées méconium, de couleur verte tres foncée tirant vers le
noir, sont trés compactes, épaisses, collantes et souvent inodores. Elles sont expulsées par le

nourrisson généralement dans les 12 premiéres heures de vie.

Au fur et & mesure que le nouveau-né est allaité, les selles changent de couleur. A la
naissance, l'intestin humain est considéré comme stérile; cependant rapidement colonisé apres
I'accouchement. Les sources naturelles des bactéries intestinales du nouveau-né sont
représentées par le microbiote vaginal et fécal de la mere, ainsi que d'autres microbes
environnementaux. Dans les 48 premiéres heures, le tractus gastro-intestinal est colonisé par

des bactéries aéro-anaérobies facultatives (10* — 10° UFC/g).

Selon Goldsmith et al.(2015), la composition et le développement du microbiote intestinal
de nourrisson sont influencés par I’indice de masse corporelle, le poids, et le gain de poids
gestationnel de la mére. Une autre hypothése émise par Penders et al.(2006b) révéele que le
régime alimentaire maternel peut-étre un facteur déterminant du microbiote de la mere ainsi
que de la composition de la microflore intestinale du nourrisson. En réalité, le développement
de la flore microbienne semble étre dicté par des interactions complexes entre la mére,

I’enfant et leur environnement.
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V1-1-3- Résultats quantitatifs:

VI-1-3-1- Dénombrement bactérien des différents échantillons étudiés ; féces des

nouveau-nés et lait maternel :
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Figure N°26 : Distribution des différents genres bactériens dans le lait maternel (1°" Jour)
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Figure N°27:Distribution des différents genres bactériens dans les feces des nouveau-nés
(1°" Jour)
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Les résultats de 1’étude quantitative et qualitative de la flore microbienne du lait maternel
des cing meéres bien portantes témoignent de I’abondance de bactéries lactiques tels que

Streptococcus, Lactobacillus et Bifidobacterium, (Figure N°26).

Les premiers jours apres l'accouchement, on constate une diversification microbienne dans
le lait, I’analyse microbiologique révele la présence de Streptococcus et Enterococcus a 37°C
et a 42°C a un pourcentage de 65.96% (a valeur de 3 log UFC/g jusqu'a 3.57 log UFC/g) et
11.31% respectivement. Le pourcentage de Streptococcus a 37°C dans les échantillons fécaux
est de 37.95%, on observe un résultat non significatif ( P = 0.83), (Figure N°27).

Le taux de Bifidobacterium dans le lait a un pourcentage de 1.56% (varie entre 1.55 log
UFC/g jusqua 2 log UFC/g) et dans les feces de 15.36% , contrairement le taux de
Lactobacillus est plus élevé que le Bifidobacerium dans le lait maternel qui est 19.39% et 0 a
3,74 log UFC/g dans les feces infantiles, avec un pourcentage de 19,47% .Il n'y a pas de

différence significative ( P>0.05) concernant les bifidobactéries et les Lactobacillus.

Concernant les bactéries pathogenes, on observe une absence d’Escherichia dans le lait et
un pourcentage de 18% dans les féces, un résultat statistiquement significatif ( P= 0.009) . La
présence de Staphylococcus a un pourcentage de 1.76% (une valeur de 1.86 a 2.17 log
UFC/g) dans le lait et 9,12% dans les féces, (Tableau N°9).
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Tableau N°9: Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de féces de

nouveau-nés (1°" Jour). (Annexe N°3)

Microorganismes Echantillons Moyenne *écart type Valeur P
(log UFC/g)

Staphylocoques Lait 1,55+0,89 0,92
Féces 1,47+1,48

Escherichia Lait 0 0,009
Féces 2,15+14

Bifidobacterium Lait 1,80+0,17 0,98
Féces 1,82+1,70

Lactobacillus Lait 1,67+1,65 0,55
Féces 2,26+1,38

Streptococcus et Enterococcus Lait 3,29+0,25 0,83
Féces 3,24+0,42

Streptococcus a 42°C Lait 2,5+1,49 0,35
Féces 0,46+1,03
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Figure N°28: Distribution des différents genres bactériens dans le lait maternel (7°™

Jour)
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Figure N°29:Distribution des différents genres bactériens dans les féces de nouveau-nés
(7°™ Jour)

Au septiéme jour on remarque une augmentation dans le taux de Bifidobacterium et

Lactobacillus de 28,17% et 35,71 % respectivement dans les féces infantiles, la différence est
statistiquement significative, (Figure N°29).
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Tableau N°10: Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de feces de

nouveau-nés (7°™ jour). (Annexe N°3)

Microorganismes Echantillons Moyenne *écart type Valeur P
(log UFC/g)
Staphylocoques Lait 2,07£0,82 0,169
Féces 2,76x0,60
Escherichia Lait 0 0,00
Féces 3,60+0,23
Bifidobacterium Lait 1,70+0.36 0
Féces 3,85+0,47
Lactobacillus Lait 2,95+0,25 0,001
Féces 4,02+0,40
Streptococcus et Lait 3,06+0,55 0,43
Enterococcus Faces 3.79+0.39
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Figure N°30 : Distribution des différents genres bactériens dans le lait maternel
(30°™Jour)

4,79%
u Staphylococcus

B Escherichia

u Bifidobactrium

B Lactobacillus

u Streptococcus et Enterococcus d
37°C

Figure N°31: Distribution des différents genres bactériens dans les feces de nouveau-nés
(30°™Jour)

Au 30°™ jour on observe une diminution dans le taux de Streptococcus dans le lait et les
feces avec un pourcentage de 20.50% ,19.90% respectivement, (Fig.N°30)..Une augmentation
d'Escherichia est visible dans les féces (23.25%), (Fig.N°31). Le résultat est donc jugé
statistiquement significatif (P=0,009), (Tableau N°11).
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Tableau N°11: Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de feces de

nouveau-nés (30°™jour) (Annexe N°3)

Microorganismes Echantillons Moyenne *écart type Valeur P
(log UFC/g)
Staphylocoques Lait 1,74+0,24 0,006
Féces 2,98+0,71
Escherichia Lait 0 0
Féces 3,86+0,30
Bifidobacterium Lait 2,71+1,52 0,146
Féces 3,87+0,52
Lactobacillus Lait 2,87+1,60 0,262
Féces 3,75+0,33
Streptococcus et Lait 3,02+0,36 0,009
Enterococcus Faces 3.78+0.32

109




Chapitre VI Résultats et Discussion

0.95%

u Staphylococcus

u Bifidobactrium

B Lactobacillus

u Streptococcus et Enferococcus d
37°C

Figure N°32: Distribution des différents genres bactériens dans le lait maternel
(90°™Jour)
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Figure N°33:Distribution des différents genres bactériens dans les féces des nouveau-nés.
(90°™ Jour)

Au 90°™ jour on observe une absence des levures et moisissures dans le lait maternel
(Fig.N°32); par contre présentes dans les féces (Fig.N°33),(P<0.05). Le résultat des bactéries

pathogénes est significatif vu que la valeur P<0.05,(Tableau N°12).
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TABLEAU N°12: Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de féces de

nouveau-nés (90°™jour). (Annexe N°3)

Microorganismes Echantillons Moyenne técart type Valeur P
(log UFC/g)
Staphylocoques Lait 1,37+0,55 0
Féces 3,34+0,35
Escherichia Lait 0 0
Féces 4,25+0,36
Bifidobacterium Lait 2,51+1,41 0,43
Féces 4,07+0,27
Lactobacillus Lait 2,05+1,88 0,92
Féces 3,91+0,33
Streptococcus et Lait 3,08+0,48 0,010
Enterococcus Eaces 2.8240.10
Levures et Moisissures Lait 0 0.019
Féces 1,33+0,78
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La flore microbienne naturelle de la glande mammaire est composée de Staphylococcus,
Streptococcus, de bactéries lactiques, de bactéries Gram-positives et de bifidobactéries, tel
rapporté par Fernandez et al.(2012). Le lait maternel n’est donc pas stérile, une proportion de
microorganismes provient de la peau du mamelon ; I’autre proportion proviendrait d’une voie
reliant les intestins de la mére a la glande mammaire pendant la période de lactation. Des
cellules dendritiques et des cellules mononucléaires servent au sein de cette voie, de

transporteurs de bactéries intestinales vivantes Fernandez, Léonides et al.(2013).

La composition et les propriétés du lait maternel (faible teneur en protéines, grande variété
d’oligosaccharides, nombreux médiateur humorales et cellulaires...) peuvent améliorer le
développement d’une microflore intestinale du nourrisson dominée par les bifidobactéries et

les lactobacillus ; nos travaux sont en accord avec les résultats de Mitsou et al.(2008).

VI-2-Evaluation de la flore intestinale de nouveau-nés allaités maternellement ou par

des laits maternisés:
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Figure N°34: Evolution de la flore fécale du 1° nouveau-né allaité maternellement.
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Figure N°35: Evolution de la flore fécale du 2°™ nouveau-né allaité maternellement.
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Figure N°37: Evolution de la flore fécale du 4°™ nouveau-né allaité maternellement.

5
4.5
4
g 33 / } =& Bifidobacterium
e
E 3 )|/ / —-Staphylococcus
%ﬂ 2,5 == Streptococcus et Enferococcus
% 2 / = Streptococcus a 42°C
=71} H———.
=] i .
S s Lactobacillus
=0— Escherichia
1
==L evures et Moisissures
0,5
0 >|( T )K T )K ! )K 1
J1 J7 J30 Jo0
Jours

Figure N°38 : Evolution de la flore fécale du 5°™ nouveau-né allaité maternellement.
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Figure N°39 : Evolution de la flore fécale du 1* nouveau-né allaité artificiellement.
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Figure N°40 : Evolution de la flore fécale du 2°™ nouveau-né allaité artificiellement.
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Figure N°41 : Evolution de la flore fécale du 3°™ nouveau-né allaité artificiellement.
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Figure N°42 : Evolution de la flore fécale du 4°™ nouveau-né allaité artificiellement.
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Figure N°43: Evolution de la flore fécale du 5°™ nouveau-né allaité artificiellement,

D’aprés les résultats obtenus, il en découle que le type de lait donné aux nouveau-nés

influence grandement les propriétés physiques et microbiologiques de leurs excréments.

L’étude de la flore microbienne a partir des échantillons fécaux de nourrissons allaités
maternellement et artificiellement atteste d’une grande diversité bactérienne avec une certaine
similitude entre les dix nourrissons. Les premiers colonisateurs semblent préparer 1’intestin du
nourrisson en réduisant le pH de ’environnement pour faire place a des anaérobies strictes

comme Bifidobacterium spp comme le rapporte Sela et Mills (2014).

N Le premier jour:

Chez les nourrissons allaités maternellement, les bifidobactéries sont présentes a des taux
bas de 0 log UFC/g jusqu'a log 2,78 UFC/g et chez les nourrissons recevant du lait maternise,
les bifidobactéries se trouvent a des taux variant entre 1,8 log UFC/g a3 log UFC/g .Un
résultat non significatif (P=0.5) (NNM: 1,82+1,70 log UFC/g); (NNA :2,4+0,50 log UFC/g).

Les souches du genre Lactobacillus des nourrissons allaités maternellement est de 1’ordre
de 0 jusqu’a 3.74 log UFC/g par contre, chez les nouveau-nés allaités au biberon ce genre

bactérien est relativement stable autour de 3 log UFC/g.
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La présence de Lactobacillus dans les matieres fécales des nourrissons nourris au sein,
2,26 +1,38 log UFC/g n’est pas significativement différente de celle des nouveau-nés allaités
au biberon, qui est de I'ordre 2.76+0,6 log UFC/g.

On note que le genre Streptococcus chez les nourrissons allaités maternellement est présent
a des taux élevés avec des valeurs avoisinantes 3,84 log UFC/g par contre chez le 2™
groupe la valeur se situe entre 1,9 Log UFC/g et 3,1 log UFC/g. Ce résultat est donc jugé
statistiquement non significatif (P=0.07).

Néanmoins, le genre bactérien Escherichia se trouve dans la matiére fécale de nourrisson a
des taux presque identiques autour de 3 log UFC/g donc il n'y pas une différence significative
(P=0,5) (NNM : 2,15+1,4 log UFC/g ; NNA : 2,6+0,41 log UFC/g).

De faibles quantités du genre Staphylococcus sont enregistrées le premier jour de vie chez
tous les nourrissons allaités maternellement sauf chez le 3*™ nourrisson le taux est élevé de
I'ordre de 3,47 Log UFC/g. En revanche, les staphylocoques varient entre 1,2 log UFC/g et 2.5
log UFC/g chez les nouveau-nés nourris par du lait maternisé (NNM : 1,47+1,48 log
UFC/g ; NNA : 1,93+0,46 log UFC/g). Il n'y a pas de relation significative détectée entre les

deux groupes, (P=0.5).

La présence de levures et de moisissures est de l'ordre 0.9 log UFC/g dans les matiéres
fécales de nourrissons allaités artificiellement, et totalement inexistante chez les nourrissons

recevant du lait maternel.
N Le 7*™jour :

Une augmentation dans le taux de Bifidobacteruim par rapport au premier jour dans les
féces de nourrissons recevant le lait maternel qui est de I'ordre de 4.23 log UFC/g apparaissant
chez le premier cas, le résultat est statistiquement non significatif entre les deux groupes
(P=0.06). Le 7°™ jour, on remarque une graduation dans le taux des germes recherchés, il

n’ya pas de différence significative sauf dans le taux des levures et moisissures (P=0.008).
N Le30°™jour

Au bout du 30°™ jour, la présence des germes pathogénes tel Escherichia dans la matiére
fécale des nourrissons recevant le lait maternisé est plus importante que dans le premier
groupe (P=10.04) .
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Dans les échantillons de nourrissons allaités artificiellement la présence de Streptococcus
est remarquée (4.40£0.3 log UFC/g) comparé aux nouveau-nés nourris au sein (3.78+0.32 log
UFC/g) . Le résultat est donc jugé statistiquement significatif (P=0.02).

N Le 90°™ jour

Au 90°™jour, les féces infantiles des nourrissons recevant les formules infantiles sont trés
riches en Escherichia et Streptococcus (5.16+0.15 log UFC/g; 4.74+0.37 log
UFC/g respectivement) par rapport au nouveau-né allaité maternellement.

VI-3-ldentification des bactéries lactiques :
VI-3-1-Les bifidobactéries:

En anaérobiose, les colonies obtenues sur une gélose MRS cystéine sont blanches,
circulaires a contour régulier et leur diametre est denviron 1 mm. Apres coloration de
Gram, les bactéries apparaissent sous 1’objectif du microscope tels des bacilles Gram
positif de forme irréguliere se présentant de maniere isolée (Figure N°44) , les souches sont

immobiles et dépourvues de catalase , Glucose (+), Lactose(+), Saccharose (-) sur milieu TSI.

Figure N°44 : Aspect des Colonies de la souche Bifidobacterium sur gélose MRS cystéine
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Figure N°45: Aspect microscopique de la souche SC1 aprés coloration de Gram (Gr.x 100).
VI1-3-2-1- Les Lactobacilles :

Apres les séries de purification sur milieu solide(MRS), les colonies des souches présentent
les caractéristiques suivantes: petites d'environ 1mm de diamétre, blanchatres ou laiteuses,
lisses, de surface convexe a pourtour circulaire régulier. La croissance en milieu liquide est

caractérisée par I'apparition d’un trouble au fond du tube (Figure N°46 , Figure N°47).

Figure N°46 : Aspect des colonies sur Figure N°47 : Culture dans milieu MRS
MRS solide liquide

Les souches représentatives ont fait I'objet d'une étude microscopique, les résultats obtenus
suite a la coloration de Gram et au test de catalase, montrent que les souches sont des
batonnets Gram positif et catalase négative.

120



Chapitre VI Résultats et Discussion

Toutes les souches présentent une forme cellulaire en batonnet, le mode d'association varie
d'une souche a l'autre, ces observations permettent de classer initialement les isolats selon le
Gram, leur morphologie cellulaire et le mode d'association. Au microscope, les bacilles

étaient isolés, ou regroupés en paire ou en chainette ( Figure N° 48).

Figure N°48 : Aspect microscopique du genre Lactobacillus (Grossissement x 100)

> Le type fermentaire:

Ce test nous a permis de différencier entre les souches homofermentaires et les souches
hétérofermentaires dans les bouillons MRS et M17.
Tableau d’identificatin APl 50 CHL : (Annexe N°01)

Tableau N°13: Utilisation des hydrates de carbone par les souches dans une galerie API
50 CHL

SN1 [ SN2 | SN3 | SN4 | SN5 SN6 | SN7 |[SN8 | SN9 | SN10
Hydrates de

carbone

Témoin - - - - - - - - - -

Glycérol - + - + - +/- + +/- - -

Erythritol - - - - - - - - - -

D-Arabinose - - - - - - - - R i
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L-Arabinose +- |- - - +/- +/- - +/- +/- -
D-Ribose +- |+ - + +/- +/- + +/- +/- -
D-Xylose +- |- - - +/- - - - +/- -
L-Xylose - - - - - - - - - -
D-Adonitol - - - - - - - - - -
MDX - - - - - - - - - -
D-Galactose - + + + - + + + - +
D-Glucose - + + + - - + - - +
D-Fructose - + + + - - + - R +
D-Mannose - + + + - - + - - +
L-Sorbose - - - - - - - - - -
L-Rhamnose | - - - - - - - - - -
Dulcitol - - - - - - - - - -
Inositol - - - - - - - - - -
D-Mannitol - + - + - - + - - -
D-Sorbitol - + - + - - + - - -
MDM - - - - - - - - - -
MDG - - - - - - - - - -
NAG + + - + + - + - + -
Amygdaline + + - + + + + + + i
Arbutine + + - + + - + - + -
Esculine + + + + + + + + + +
Salicine - + + + - - + - - "
D-Celiobiose | - + + + - + + + - +
D-Maltose + + + + + - + - + +
D-Lactose - - - - - - - - - -
D-Melibiose - - - - - - - - - -
D-Saccharose | + + + + + - + - + +
D-Trehalose - + ++ |+ - - + - - T
Inuline - - - - - - - - - -
D-Mélézitose | - + - + - - + - - -
D-Raffinose - - - - - - - - - -
Amidon - - - - - +/- - +/- - -
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Glycogéne - - - - - +/- - +/- - -

Xylitol - - - - - - - - - -

Gentibiose - + + + - - + - - +

D-Turanose - - - - - - - - - _

D-Lyxose - - - - - - - - - -

D-Tagatose - + - + - - + - - -

D-Fucose - - - - - - - - _ _

L-Fucose - - - - - - - - - -

D-Arabitol - - - - - - - - R R

L-Arabitol - - - - - - - - R R

GNT - +/- +/- - - +/- - - -

2KG - - - - - - - - - -

S5KG - - - - - - - - - -

Figure N°49: Test biochimique de fermentation des hydrates de carbone sur galerie API

50 CHL pour I’identification de la souche SN4 (Lactobacillus paracasei ssp paracasei).

Tous ces tests par la galerie API 50 CHL permettent 1’affirmation de la souche

étudiée.
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V1-3-2-2- Les Streptocoques :

Sur milieu M17, les colonies apparaissent rondes ou lenticulaires, bombées de couleur

blanchétre (Figure N°50), Gram positif, catalase négative, groupées par paires ou en chaines.

Figure N°50: Aspect des colonies sur M17solide

Figure N°51: Aspect microscopique du genre Streptococcus (Grossissement x100)
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Tableau N °14 : Description de I’aspect microscopique des différentes souches lactiques

purifiées a partir de lait maternel et de féces infantiles

Souche Gram Forme des cellules Association des
cellules
SN1 Positif Batonnets Disposées en
courtes chainettes
SN2 Positif Batonnets Diplobacilles
SN3 Positif Batonnets isolées, en paires
ou en courtes
chaines
SN4 Positif Batonnets Diplobacilles
SN5 Positif Batonnets Disposées en
courtes chainettes
SN6 Positif Coques ovorides et Isolées ou en

courts batonnets
(coccobacilles a

paires formant
aussi de petites

extrémités arrondies). chainettes.
SN7 Positif Batonnets Diplobacilles
SN8 Positif Coques ovoides et Isolées en paires

courts batonnets
(coccobacilles a

extrémités arrondies).

formant de petites
chainettes.

SN9 Positif Batonnets Disposées en
courtes chainettes
SN10 Positif Batonnets Isolées, en paires
ou en courtes
chaines
SAl Positif Cocci Associées en
paires ou en
courtes chainettes
SA2 Positif Cocci Amas, tétrades
SA3 Positif Cocci Paires ou par

chaines
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SA4

Positif

Cocci

Paires ou par
chaines

SA5

Positif

Cocci

Amas, tétrades

SA6

Positif

Cocci

Présentes
habituellement
sous forme de

chainettes

SA7

Positif

Cocci

Amas, tétrades

SA8

Positif

Sphériques

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA9

Positif

Sphériques

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA10

Positif

Cocci ovoide

Paires ou par
chaines

SAll

Positif

Sphériques

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA12

Positif

Sphériques

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA13

Positif

Sphériques

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SAl4

Positif

Cocci ovoide

Paires ou par
chaines

SA15

Positif

Cocci

Paires ou des
chaines

SAl6

positif

Cocci ovoide

Paires ou par
chaines

SAl7

Positif

Cocci

Associées en
paires ou en
courtes chainettes
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SA18

Positif

Cocci

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA19

Positif

Cocci

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA20

Positif

Sphériques ou ovoide

Disposeés en paires
ou en chainettes

SA21

Positif

Sphériques

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA22

Positif

Sphériques

Associées en
paires ou en
courtes chainettes

SA23

Positif

Cocci

Présentes
habituellement
sous forme de

chainettes

SA24

Positif

Cocci

Associées en
courtes chainettes

SA25

Positif

Cocci ovoide

Paires ou par
chaines

SA26

Positif

Cocci

Chailnes courtes

SA27

Positif

Cocci

Chalnes courtes

Tableau N°15 : Profil fermentaire des souches sur galerie APl 20 Strep

Tests |V |H [E [P [a [B [B [P L [AR[A[M|s|L|[T |l |[R|A|G
PplIP|S |Y|G|G|G|A|A DI [ RIA|O/A|R|NJA M|L
C/R|/A|U|A|L |P |HB|A|IN|R|C|E|U|E |D|Y

AlL |[R|L G

SAL |+ |- |+ |- |+ |- |+ |- |- |+]|- S N 2 A R N
SA2 |+ |- + |- - - - + |- +l+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ - + |+
SA3 |+ |- + |- + |- + |+ |+ |+ - - - - + |+ |- + |+ |-
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SA4

SA5

+

SA6

SA7

SA8

+

+

SA9

+/

+/

SA10

+/

SAll

+/

+

SA12

+/

+

SA13

+/

+

SAl4

+/

SA15

+/

SA16

+/

SA17

SA18

SA19

SA20

SA21

+

+

SA22

+

+

SA23

SA24

SA25

+/

Ve . .
Résultats et Discussion
+ |+ |- |+ [+ |-
+ |+ |- - + |-
+ |+ [- |- |+ |-
+ |+ |- |- |- |+
+ |+ |- |- |+ |-
+ |+ |- |- |+ |-
- + - - - -
+ [+ |- |- |+ |-
+ [+ |- |- |+ |-
+ [+ |- |- |+ |-
- + - - - -
+ |+ |- - + | -
- + - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ - - - - -
+ |- |+ [+ [+ |-
+ |+ |- |- [+ |-
+ |+ |- |- |+ |-
+ |+ |- |- |+ |-
+ |+ |- |- |- |-
- + - - - -
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SsA26 |- |+ |- |- [+ |- |+ [+ |+ |-1+ 1]+ ]+ [+ |+ |+

SA27 | - |+ |- |- |+ |- |+ |+ |+ |-|+ |+ |+ |+ |+ |+

(+) Croissance positive ; (-) Croissance négative

Tableau N°16: Caractéristiques Physiologiques des différentes souches lactiques purifiées a

partir de lait maternel et de féces de nouveau-nes.

Souches | Catalase | Oxydase | Croissance | Croissance | NaCl | NaCl Type
10°C 40°C 4% 6.5% | fermentaire
SN1 - - - + - - Homo
SN2 - - + - + + Homo
SN3 - - + - + - Homo
SN4 - - + - + + Homo
SNS - - - + - - Homo
SN6 - - + - - - Hétéro
SN7 - - + - + + Homo
SN8 - - + - - - Hétéro
SN9 - - - + - - Homo
SN10 - - + - + - Homo
SAl - - + - + - Homo
SA2 - - - - + + Homo
SA3 - - D D - - Homo
SA4 - - D D - - Homo
SA5 - - - - + + Homo
SA6 - - + + + + Homo
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SA7 - - - - + + Homo
SA8 - - + + + + Homo
SA9 - - + + + + Homo
SA10 - - + - - - Hétéro
SAll - - + + + + Homo
SA12 - - + + + + Homo
SA13 - - + + + + Homo
SA14 - - + - - - Hétéro
SA15 - - + + + + Homo
SA16 - - + - - - Hétéro
SAl7 - - - - - - Homo
SA18 - - - - - - Homo
SA19 - - - - - - Homo
SA20 - - - - - Homo
SA21 - - + + + + Homo
SA22 - - + + + + Homo
SA23 - - + + + + Homo
SA24 - - D D - - Homo
SA25 - - + - - - Hétéro
SA26 - - - - - - Homo
SA27 - - - - - - Homo

Homo : Homofermentaire ; Hétéro : Hétérofementaire, ; (+) : réaction positive ; (-) :

négative ; d : réaction lente.
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Tableau N°17 : Résultat de I'identification des especes.

Code de la souche Genre et espece
SN1 Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii
SN2 Lactobacillus paracasei ssp paracasei
SN3 Lactobacillus acidophilus
SN4 Lactobacillus paracasei ssp paracasei
SN5 Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii
SN6 Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris
SN7 Lactobacillus paracasei ssp paracasei
SN8 Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris
SN9 Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii
SN10 Lactobacillus acidophilus
SAl Lactococcus lactis ssp lactis
SA2 Aerococcus viridans
SA3 Streptococcus anginosus
SA4 Streptococcus anginosus
SA5 Aerococcus viridans 1
SAG6 Enterococcus Faecalis
SA7 Aerococcus viridans 1
SA8 Enterococcus Faecium
SA9 Enterococcus Faecium
SA10 Leuconostoc spp
SAll Enterococcus Faecium
SAl12 Enterococcus Faecium
SA13 Enterococcus Faecium
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SAl4 Leuconostoc spp

SA15 Enterococcus Avium
SAl6 Leuconostoc spp

SAl7 Lactococcus lactis ssp cremoris
SA18 Lactococcus lactis ssp cremoris
SA19 Lactococcus lactis ssp cremoris
SA20 Streptococcus salivarius
SA21 Enterococcus Faecium
SA22 Enterococcus Faecium
SA23 Enterococcus Faecalis
SA24 Streptococcus constellatus
SA25 Leuconostoc spp

SA26 Streptococcus acidomonimus
SA27 Streptococcus acidomonimus
SC1 Bifidobacterium spp

SC2 Bifidobacterium spp

SC3 Bifidobacterium spp

SC4 Bifidobacterium spp

V1-3-3-ldentification de Staphylococcus:
Les caracteres principaux des staphylocoques:

Des colonies lisses, bombées et brillantes, de couleur doré faisant virer le milieu Chapman
vers le jaune (dégradation du mannitol), catalase et coagulase positive : Staphylococcus

aureus (Figure N°52).

Les colonies petites, généralement 1-2 mm de diamétre aprés une incubation de 24 heures a
37°C, et de couleur blanche, catalase positive, coagulase négative : Staphylococcus hominis
(Figure N°54).
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A D’examen microscopique, les Staphylocoques se présentent sous ’aspect de coques en
petits amas, en diplocoques ou en trés courtes chainettes de 3 a 5 éléments positivement
colorés au Gram. Le mode de groupement dit en « grappe » ou en « amas » est plus
caractéristique apres culture sur milieu gélose. La disposition en amas s’explique par la
division cellulaire des Staphylocoques en trois plans successifs et perpendiculaires les uns aux
autres, et par le fait que les cellules filles ne se séparent pas completement de la cellule mére
dont elles sont issues. Sur le plan individuel, ce sont des Cocci immobiles mesurant 0,7 a 1,2
pum (Figure N°53).

Figure N°52: Aspect des colonies de Figure N°53 : Aspect microscopique de la

Staphylococcus aureus sur milieu Chapman souche Staphylococcus, aprés coloration de

Gram (Grossissement x100).

Figure N°54 : Aspect des colonies de Staphylococcus hominis

sur milieu Chapman.
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Figure N°55 : Résultat des tests biochimiques de la galerie APl STAPH pour

I’identification de la souche Staphylococcus hominis.

V1-3-4-1dentification d’Escherichia:

La caractérisation macroscopique, permet de décrire I'aspect des colonies obtenues sur
milieu solide Hektoen aprés 24h d'incubation a 37°C et de déterminer les critéres relatifs aux

colonies des bactéries (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité)

Les colonies de la souche, bombées, brillantes d’une couleur orange saumon
(caractéristique des colonies d’entérobactérie sur ce milieu), ayant un contour régulier et un
diamétre d’environ 3 mm (Figure N°56), révélent au microscope aprés coloration de Gram,
des coccobacilles Gram négatif (Figure N°57). Sur la base du profil biochimique, la souche

est dépourvue de cytochrome oxydase du fait de 1’absence de la couleur violette suite au test

d’oxydase.

Figure N°56 : Aspect macroscopique de Figure N°57 : Aspect microscopique de la
la souche Escherichia coli sur milieu souche Escherichia coli (Grossissement
Hecktoen. x100) apres coloration de Gram.
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Figure N°58 : Résultat des tests biochimiques sur galerie API20E pour I’identification de
la souche Escherichia coli.

V1-3-5-1dentification des levures et moisissures :

Les colonies sont caractérisées par un aspect bombé, lisse, brillant, d'une couleur blanche
et crémeuse. Les cellules de la souche isolée sont de forme ovale a ronde, le mode de
reproduction végétative se fait par bourgeonnement. Apres I'étude microscopique. il s'agit de
Candida sp (Figure N°59).

Figure N°59: Aspect macroscopique des colonies de Candida sp sur milieu de
Sabouraud.
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La connaissance du microbiote intestinal pourrait-&tre utile pour mieux comprendre le role
des souches microbiennes dans la promotion de la santé des nourrissons. D’autre part la
composition complexe du lait maternel fournit a la fois une nutrition optimale pour le
nouveau-ne et une protection des éléments nutritifs qui contribuent au développement des

défenses de la muqueuse.

Le lait maternel est une source potentielle de microorganismes, dont les bonnes bactéries
aux effets protecteurs contre un certain nombre de troubles. Ces types de bactéries peuvent
étre considérées comme des probiotiques exercant des effets anti-infectieux, anti-

inflammatoires et métaboliques chez le nourrisson selon Fernandez, Lednides et al. (2013).

La période de Il'allaitement maternel exclusif constitue une occasion rare pour manipuler le
microbiote intestinal en faveur de la santé du nourrisson. Dans les 48 premiéres heures, le
tractus gastro-intestinal est colonisé par des bactéries aérobies/anaérobies facultatives
(environ 10* -10°UFC/g (Unité Formant Colonie/g) : Streptocoques, Entérocoques,
Staphylocoques (bacilles Gram +, phylum Firmicutes). En consommant 1’oxygéne, ces
bactéries permettent la colonisation par des bactéries anaérobies strictes : essentiellement des
Bifidobacterium (bacilles Gram + phylum Actinobacteria) et moins de Lactobacillus (bacilles
Gram + phylum Firmicutes), provenant de la muqueuse vaginale et du lait maternel Guaraldi
et Salvatori (2012) et Belkaid (2014).

Selon Kolopp-Sardaa (2016), leur métabolisme strict entraine la formation d’acide lactique
et acétique, ce qui maintient un pH acide, favorisant leur propre développement aux dépends
des germes anaérobies facultatifs potentiellement pathogénes. Selon WHO (2001), ces
bactéries intestinales maternelles décrivent ainsi une voie entéro-mammaire interne qui

influence la colonisation intestinale néonatale et la maturation du systéme immunitaire.

D’aprés Dominguez-Bello et al.(2010) ; Urbaniak et al.(2014), les genres les plus
abondamment trouvés (Streptococcus et Staphylococcus) ont également été découvert dans la

cavité buccale; la peau et le tissu mammaire, respectivement.

L'analyse microbiologique de lait maternel en niveau de Streptococcus révele la présence des
taux élevés, en accord avec Solis et al.(2010) dont le pourcentage de Streptococcus est 65%

au premier jour et 50% a 90°™ jours.
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Schultz et al.(2004) rapportent que la transmission de souches de probiotiques de mere a
enfant lors de lI'accouchement ; bien que faible persiste pour la plupart des enfants jusqu’a

I’age de 6 mois.

La colonisation suit néanmoins un schéma relativement organisé, sous la dépendance de
facteurs exogenes et endogenes. Les facteurs exogenes incluent I’exposition aux micro-
organismes d’origine maternelle (fécale, vaginale et cutanée) et environnementale, mais aussi
I’alimentation et parfois 1’antibiothérapie, qui peut avoir des effets perturbateurs majeurs.
Quelques études indiquent que le lait maternel pourrait étre le vecteur de micro-organismes de
la mere vers 1’enfant. Ainsi, méme collecté aseptiquement le lait de femme n’est pas stérile.
Les facteurs endogenes incluent un ensemble de sécrétions du tube digestif mais aussi de
produits des premiers micro-organismes colonisateurs qui globalement conditionnent la

physicochimie du biotope.

Les bactéries anaérobies qui dominent le microbiote intestinal de 1’adulte font partie des
premiers microorganismes rencontrés lors d’une naissance par voie basse. Selon Bjursell et
al.(2006),elles ne se développeront en dominance dans I’intestin que lorsque les anaérobies

facultatifs auront consommé 1’oxygeéne présent.

Certaines fréquences de la numération bactérienne different durant la période de lactation.
En particulier, S. aureus, S.hominis et S.parasanguinis étaient plus fréquents chez les
nourrissons agés de 14 jours (premiére période de lactation) que chez les nourrissons plus
agés, mettant en évidence les caractéristiques spécifiques de la composition du lait maternel
dans les premiéres semaines de l'allaitement maternel, fait intéressant en rapport avec les

travaux de Gonzalez et al.(2013).

Dans la présente étude les especes de Staphylococcus isolés sont S. aureus, S.hominis.
Martin et al.(2003) ont montré que les mémes souches de bactéries lactiques sont présentes
dans le lait maternel et dans les matiéres fécales du nourrisson. Cette étude confirme nos
résultats qui révelent que les souches lactiques Bifidobacterium spp, Lactobacillus paracasei
ssp paracasei 1, Lactobacillus acidophilus 1, Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii,
Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris sont présentes dans le lait maternel et les féces

infantiles.
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Une étude sur des nourrissons suédois Ahrne et al.(2005) presente L. delbrueckii et L.
reuteri comme les bactéries les plus fréquentes dans les féces. Ceci di a 1’alimentation et au

climat spécifiques de cette population »

De Leoz et al. (2015) constatent un taux de Bifidobactérium remarqué au bout de la 13°me
semaine de vie des nourrissons, ce qui confirme l'absence de Bifidobactérium de chez certains
nourrissons dans cette étude. En effet la colonisation de I'intestin du nourrisson par les
bifidobactéries est favorisée par le lactose et d'autres polysaccharides présents dans le lait
maternel, mais aussi par un transfert direct du lait maternel vers le nouveau-né Newburg

(2009) Gueimonde et al.(2007).

Cependant, certains chercheurs ont signalé I'absence de Bifidobacterium dans les selles de
nouveau-nés Lundequist et al.(1985), Bruck (2004) en raison du potentiel d'oxydoréduction

positif dans I'intestin pendant les premiers jours de la vie.

Aslim et Killic (2006) ont rapporté la présence de Lactobacillus acidophillus dans les frottis
vaginaux, cette étude est en accord avec nos résultats qui révélent la présence de
Lactobacillus acidophillus dans les feces infantiles. Lorsqu’un enfant nait par voie basse, il

bénéfice lors de son passage d'une colonisation par la flore vaginale.
Il faut signaler que les Lactobacillus sont utilisés comme probiotiques en nutrition.

D’autres chercheurs ont rapporté 1’absence de Bifidobacterium dans les selles de nouveau-

nés, cette étude est en corrélation avec nos résultats qui remarque l'absence de
Bifidobacterium chez quelques nouveau-nés, Lundequist et al.(1985), Bezirtzoglou et
al.(1989).

Le lait maternel joue un réle important dans I'établissement du microbiote intestinal Penders
et al.(2006b). Le principal facteur impliqué dans la modification de la composition du
microbiote est le changement de régime alimentaire, Backhed et al.(2004), Koenig et al.
(2011).

Les nourrissons allaités au sein ont un plus grand thymus ce qui suggere le rble de
I'allaitement dans le développement des cellules T et donc l'activation et la stimulation du

systeme immunitaire adaptatif, Hasselbalch et al.(1999).
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D’autre part les nourrissons qui recoivent des préparations a base de lait de vache, contenant
naturellement de faibles taux d'oligosaccharides, ont souvent des concentrations plus élevées
de bactéries potentiellement pathogeénes tels que les entérobactéries, dans leur microbiote

intestinal, Harmsen et al.(2000).

Une différence importante est la capacité tampon relative dans les deux types
d’alimentations. Le lait maternel a une faible capacité tampon, comparé avec le lait maternise,
cela conduit a des différences marquées dans le pH du c6lon des nourrissons nourris au sein et
au biberon (5.1 et 6.5), respectivement. Le faible pH favorise la croissance des bifidobactéries

et des lactobacilles, mais inhibe de nombreuses autres bactéries, Tham et al.(2011).

Il est bien connu que la supplémentation en oligosaccharides augmente le nombre de
bactéries productrices d’acide lactique tel rapporté par Moro et al.(2003); Rinne et al.(2005).
Penders et al.(2006b) confirment que les nourrissons nourris exclusivement avec une
formule complétée par un mélange de galactooligosaccharides et fructooligosaccharides
avaient un nombre plus élevé de bifidobactéries et de lactobacilles dans leurs selles par

rapport aux bébés nourris avec une formule sans additifs.

Par conséquent, les préparations complémentées avec des polyamines peuvent assurer une
meilleure nutrition pour les nourrissons, imitant les effets de l'allaitement maternel et veillant

a l'inclusion de facteurs bioactifs présents dans le lait maternel Gémez-Gallego et al.(2012).

Enterococcus faecalis est la deuxieme espéce bactérienne prédominante dans les féces des
nourrissons allaités, présente également chez ceux nourris au biberon Jiménez et al.(2008).
Nos résultats confirment cette étude qui révele une abondance d’Enterococcus faecalis et

d’Enterococcus faecium dans les échantillons fécaux des deux groupes.

En outre, les résultats montrent ’abondance de bactéries potentiellement pathogénes comme
Escherichia et Staphylococcus dans les matieres fécales de nourrissons allaités
artificiellement par comparaison aux allaités maternellement, et qui bénéficient de la richesse
du lait maternel et des facteurs spécifiques qui favorisent la croissance de bactéries

potentiellement bénéfiques et inhibent celle des germes potentiellement pathogénes.

De méme, les travaux de Bezirtzoglou et Stavropoulou (2010) montrent que les
nourrissons allaités maternellement présentent un environnement acide dans leur lumiére
intestinale « tampon d’acétate » suggérant que cet acide exerce un effet bactériostatique

sur les germes potentiellement pathogenes spécialement contre les bactéries Gram négatif.
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Il a été rapporté que les nourrissons allaités font moins d'allergies et d’infections gastro-

intestinales que les nourrissons alimentés au biberon Kalliomaki et al.(2001).

Par conséquent, le microbiote des enfants nourris au sein peut-étre considére dans les normes

d’un microbiote intestinal sain et a besoin d'étre évaluer qualitativement et quantitativement.

Remarque, les bactéries lactiques et les bifidobactéries sont souvent considérées comme

membre d'une microflore saine. Favier et al.(2002).

L’absence de similitude dans la composition microbiologique du lait humain et des
préparations pour nourrissons est probablement le principal facteur responsable des
différences observées entre le microbiote intestinal des nourrissons alimentés maternellement
ou artificiellement Mackie et al.(1999), Harmsen et al.(2000), Favier et al.(2002).

Ces bactéries restent prédominantes pendant les premiers jours de la vie, parmi eux
Staphylococcus spp., Enterobacteriaceae, et Streptococcus spp sont le plus souvent isolés a
partir des féces nés apres la naissance. Les bactéries anaérobies facultatives sont suivies par
des anaérobies stricts tels que les bifidobactéries, Bacteroides et Clostridium genres Di Gioia
et al.(2014).

Jara et al.(2010) attestent que le lait maternel humain constitue une source intéressante
de nouvelles souches probiotiques spécifiques a partir de la flore intestinale de
nouveau-nés allaités au sein, visant a aider a un développement d’une bonne microflore
intestinale chez les nourrissons qui, pour différentes raisons, ne peuvent pas étre nourris

au sein.

Le microbiote intestinal de la meére pourrait-étre modulé par des probiotiques afin
d'ameliorer le microbiote de la glande mammaire et augmenter ainsi la qualité du lait

maternel. Cela aurait a un effet direct sur la santé de 1’enfant Fernandez et al.(2013).

Compte tenu de leur abondance élevée dans le tractus gastro-intestinal, leur capacité a
coloniser l'intestin, et leur longue histoire d'utilisation en toute sécurité, les bifidobacteries
sont largement utilisées comme probiotiques a des fins préventives et thérapeutiques chez les

nourrisons Sanders et al.(2010).
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L'utilisation de bactéries probiotiques lors de maladies diarrhéiques aigués donne de bons
résultats Wiegering et al.(2011). Les probiotiques sont capables de stabiliser la barriere
muqueuse en augmentant la synthése de mucine, en réduisant I'exces de croissance de
certaines colonies bactériennes, en stimulant I'immunité de la barriere muqueuse gastrique et

en synthétisant des antioxydants Fond et al.(2016).

Les bactéries lactiques jouent donc un réle important dans le maintien de I'équilibre de la
microflore intestinale et dans le bon fonctionnement de 1’organisme ; c'est la raison pour
laquelle elles sont isolées, identifiées et sélectionnées pour étre intégrées dans divers aliments

et plus particulierement dans les laits fermentés a caractére thérapeutique.
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Conclusion :

A I’heure ou les chercheurs de 1’Union Européenne ont réussi a séquencer le génome de la
flore intestinale ; a séquencer 1’ADN issu de féces de différents sujets : Les résultats révélent
que nous hébergons deux types de flore : une essentielle & tous et commune a tous, fabricant
nos vitamines, acides aminés, aidant a la digestion de glucides complexes, et une autre qui est

propre a chacun.

Le but de cette theése est d’amener le lecteur, d’un concept flore intestinale vers ses preuves
d’efficacité dans les domaines métabolique, immunologique et digestif de 1’hote, et prouver
que le maintien de la flore digestive se fait par I’aide d’une hygiéne de vie et d’une

alimentation saine.

Cette étude va pouvoir permettre de corréler cette flore avec 1’allaitement maternel.

Le microbiote intestinal humain contient, entre autres microorganismes, environ 10
bactéries et représente un écosysteme extrémement complexe. Plus de 90 % des especes du
microbiote intestinal ne sont pas cultivables en laboratoire et il a fallu attendre I’avénement de
méthodes indépendantes de la culture pour définir précisément la structure a I’échelle des
phylum et des grands groupes phylogénétiques et mieux caractériser la diversité du
microbiote intestinal (Landmana & Quévrain, 2015).

La microflore d’un individu est extraordinairement stable dans le temps faisant du
microbiote une entité structurée et fonctionnelle comme un véritable « organe caché »
(Quévrain &Seksik, 2013).

Le développement de I'écosysteme intestinal infantile est un processus hautement coordonné
avec de profondes implications pour la santé a court et a long terme. La période pré-sevrage, a
savoir, les premiers 3 a 4 mois de la vie, est une période critique dans le développement du

microbiome intestinal (Goldsmith et al., 2015).

Hinde et Zachery (2015) exposent dans leur article qu'il existe, dans le lait maternel
humain, des composés qui ne sont pas directement destinés a nourrir le bébé, mais bien ces
bactéries intestinales ! Ces glycanes, formés d'une chaine plus ou moins longue de molécules

de sucres, constituent méme la plus grande part des composeés carbonés présents dans le lait.
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L’application des outils d’écologie moléculaire au microbiote intestinal a conduit a des
ameliorations trés significatives de notre compréhension de cet écosystéme, en termes de

composition et de dynamique de la diversité des espéces.

L’approche a un seul géne, basée sur I’ARN ribosomique en tant que marqueur
phylogénétique universel, avait néanmoins négligé les fonctions exercées par les
microorganismes dans leur environnement. Il est devenu possible de séquencer des génomes
combinés de communautés microbiennes complexes et d’accéder ainsi a leurs activités

potentielles.

Les résultats de 1’étude quantitative et qualitative de la flore microbienne du lait maternel
témoignent de 1’abondance de bactéries lactiques tels que Streptococcus, Lactobacillus et

Bifidobacterium.

Les résultats de I'étude comparative montrent que les matieres fécales de nourrissons allaités
maternellement sont plus riches en probiotiques et moins riche en bactéries pathogénes que

celles des nourrissons recevant le lait maternisé.

Le lait maternel est globalement de meilleure qualité que le lait dit artificiel pour la santé du
bébé, notamment parce qu'il confére des bactéries de la flore intestinale et des anticorps

adaptés.

D’aprés les résultats obtenus de séquengage de la région V3-V4 de I’ARNr 16S :

Le lait maternel n'est pas stérile, les bactéries trouvées correspondent aux genres
Streptococcus,Lactococcus,Staphylocoque,Pseudomonas,Enterococcus,Erwina ,Leuconostoc ,

Stenotrophomonas.

Staphylococcus, Lactobacillus, Streptococcus et Escherichia sont les genres constatés dans
la flore microbienne des échantillons fécaux de nouveaux-nés nourris exclusivement au

sein.

Staphylococcus epidermidis est I'espéce prédominante dans le lait et les excréments de

nourrissons allaités naturellement.

Les résultats du séquencage sont plus précis en raison des relations phylogénétiques

disponibles.
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Le microbiote de chacun commence a s'installer lors de Il'accouchement et de
I'allaitement .Le lait maternel est, en général, le premier liquide nutritionnel ingéré par les
nouveau-nés. Lors de la naissance, le nouveau-né hérite du microbiote du lait maternel. Sa
composition a une influence directe sur le développement du microbiote intestinal des

nourrissons.

Cette étude a montré que certaines paires mere-nourrissons partageaient des souches
bactériennes appartenant a différents genres bactériens, ce qui suggére que le lait maternel

peut étre inclus parmi les sources potentielles de bactéries dans I'intestin du nourrisson

Les microorganismes isolés dans cette étude peuvent constituer des souches prometteuses

pour les inclure dans des préparations pour nourrissons.

Lorsque I’allaitement maternel est impossible ou non souhaité, 1’ajout de prébiotiques dans

le lait artificiel pourrait favoriser le développement des bifidobacteéries.

Le premier contact avec les bactéries pendant et immédiatement aprés la naissance a un réle
important dans le développement de la flore intestinale du nouveau-né (Baldassarre et al.,
2014).

Les micro-organismes du lait et du sein maternels «influencent et sélectionnent les bactéries
qui s’installent ensuite chez I’enfant, laissant une empreinte qui peut étre détectée, méme a
I’age adulte». L analyse des divers micro-organismes transmis par la mére pourrait d’ailleurs

expliquer certains des bienfaits a long terme associés a I’allaitement au sein.

Une limitation de cette étude est la sélection et le nombre d'échantillon couvrant une faible
étendue de la population. D'autres recherches dans des populations plus importantes, y
compris des echantillons de matiéres fécales maternelles, sont prévues pour confirmer ces

résultats et étendre les connaissances sur le microbiote intestinal du nouveau-né.

Le principal facteur impliqué dans la modification de la composition du microbiote est le

changement de régime alimentaire

Actuellement, la microflore intestinale est trés étudiee dans certaines maladies telles que la
diarrhée post antibiotique, 1’obésité ou les maladies inflammatoires intestinales ouvrant des

pistes nouvelles dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques.
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Le microbiote est devenu un sujet d’actualité dans la communauté scientifique ainsi que dans
les medias grand public. L’essor des nouvelles technologies de séquengage de I’ADN a,
depuis une décennie, bouleversé les méthodologies et ouvert de nouvelles perspectives de
recherche dans de nombreux domaines. Selon les experts du domaine, la métagénomique
devrait étre complétée par la métaphysique, la protéomique, la métabolomique et les
métadonnées, comme les informations cliniques et alimentaires, qui expliquent la structure et

la fonction du microbiome.

Les probiotiques sont donc amenés a étre de plus en plus sollicités par les thérapeutes, une

ouverture d’esprit vers la « Thérapie bactérienne ».

L’objectif des probiotiques étant d’apporter, & un moment donné, un soutien immunitaire,
une barriere de défense contre des agents pathogenes, et une aide pour la flore intestinale
locale en vue de se repeupler. Une fois 1’équilibre intestinal rétabli, le relais doit étre pris par
les prébiotiques, fibres alimentaires non-digestibles, aliment bactérien. Ces prébiotiques
assurent le bon équilibre et le maintien de la thérapeutique probiotique. Ce phénomene de
symbiose montre qu’il est bien difficile de maintenir la flore intestinale en bon état sans une
alimentation correcte et une hygiene de vie saine, a moins de consommer un complément

alimentaire prébiotique adéquat.

Ce phénomeéne permet ainsi de mieux comprendre comment nos bactéries hotes agissent sur
notre santé, aidées par certaines conditions et aliments; ceci donne la possibilité a la
microbiologie de faire progresser la lutte contre ces maladies encore mal cernées que sont le

Diabéte, I'Obésité, les Inflammations chroniques de l'intestin, I’ Autisme...

Il est reconnu que le microbiote intestinal des nourrissons a des répercussions a long terme
sur leur santé et leur immunité. La composition de la flore intestinale différente entre les

enfants allaités et ceux non allaités, se maintient de la petite enfance jusqu'a I'age adulte.

Les résultats de cette étude indiquent que les bactéries présentes dans le lait maternel
nourrissent l'intestin du nourrisson, ce qui souligne l'importance et la pertinence de

I'allaitement dans le développement du microbiome intestinal du nourrisson.

Ainsi, le microbiote est un nouvel allié pour une croissance optimale et une nouvelle piste

pour lutter contre les effets déléteres de la sous-nutrition chronique infantile
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Dans notre étude, deux problématiques differentes ont été abordées. Concernant le projet
d’analyse de la flore intestinale, la plupart des espéces étaient (et sont encore) difficilement

cultivables.

Un séquengage massif d’échantillons fécaux humains devrait étre créé pour pallier au
probléme. L’objectif est de proposer une méthode de reconstruction basée sur I’abondance des
genes au sein de plusieurs échantillons et de trouver une méthode permettant de structurer un

catalogue d’espéces microbiennes autochtones.

Les génomes reconstruits permettent de renseigner sur la présence et 1’abondance de ces

espéces par métagénomique quantitative dans les différents échantillons.

Il serait possible de faciliter I’isolement d’espéces nouvelles, en indiquant les échantillons

contenant ces espéces en forte concentration.

Un role clé du microbiote intestinal ou du moins de certaines familles de bactéries dans la
réponse a différentes thérapies. Si ce type de recherche sur le microbiome en est a ses
balbutiements et si la compréhension profonde de la fonction microbienne est encore loin,
cette premiére carte du paysage microbien de I'intestin, réalisée grace a la combinaison de
technologies d'imagerie et de chimie constituerait une étape importante. Ces travaux
commencent a décrypter I’organisation spatiale des communautés microbiennes de l'intestin
ou du microbiome intestinal, et révélent un degré surprenant de mélange entre les différents

types de bactéries.

En perspective, il serait intéressant d’utiliser des probiotiques en prévention et en
thérapeutique, de pouvoir développer de nouveaux traitements microbiens, et non anti-

microbiens, au cours de cette « nouvelle ére » de recherche sur le microbiome
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Tableau d’identificatin :(API 20 STREP)

Aerococeus vitidans 1 13 | 50 LN ¢

Aerococcus wiidans 2
Aerococcus viidans 3
Alloiococcus ofitis
Enferococcus awum
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Tableau d’identificatin :(APl STAPH)

Tampon au CTAB
CTAB
1,4 M NaCl

0,1 M Tris-HCI

20 mM Na2EDTA 1

Ajoutez 100 ml d’eau déionisée.

* Ajustez le pH a 8,0 en ajoutant 1M NaOH.

» Complétez pour obtenir 200 ml et stérilisez.

* Conservez le tampon a 4°C pendant maximum 6 mois.

API STAPH V4.0 0 |GLU|FRU|MNE | MAL [LAC | TRE | MAN [ XLT | MEL | NIT [PAL | VP | RAF | XYL | SAC | MDG | NAG | ADH | URE |LSTR
Staphylococcus aureus 'l 100 100 9 96 88 0| 0 K o 1|0 B ¢l 90 80 B0 [
Staphylococcus auricuianis [ 100 99 {10l 9|00 0|1[0]o0f40] 0 0
Staphylococeus capitis [ 100 99 2|23 |00 23l o0 [0 |B0] O 0
Staphyiococcus caprae /)l 100 4 0|0 3 o|lo)Jo} o 0
Staphylococcus camosus Wl 100 100 0| 0 BEEREEEEER 0 |0 (0| 0O 0
Staphylecoceus chromagenes 'l 100 100 99 iRNOE 13 (0 | O BEEEEE 1| 0 | 1 RBIR O 0
Staphylococcus cokni ssp coni | 0 RIUEEER 66 JEEN 2 s ERIEREE + ERER 0
Staph.cohnil ssp urealyticum Wl 100 100 99 98 98 100 B4 0|1 g8 0 (0| 0| 0 EEER O 0
Staphylocaccus epidermidis '/l 100 81 0] 1 ED 68 1 | 0 lerl 4 |18 |73 0
Staphylococeus haemolyficus | 0 JREE 80 9 o]+ 3[67] 0|0 i 0
Staphylococeys hominis 0 JELIR: 97 {1 8 {o]1 274700 1 |0 0
Staphylococeus Ayicus [§ 100 59 99 0N 87 ¢ BIER o0 20 EBICRE 0
Staphylococeus fentus 1] 100 100 100 100 100 100 100 JM 99 92 RAWEre 100 100 0
Staphylococcus lugdunensis ) 100 89 66 oo N s o |0 0
Staphylococeus saprophyticus | O [RUNIEE 0 |35] 14 110 0
Staphylococcus schieifer Ul 100 B0 I 99 97 99 M) 0
Staphylococous sciun 0 0 30| 0 |16 0
Staphylococcus simulans 1] 100 100 0 8| 0|4 0
Staphylococeus warner Ol 99 99 0 90 RN 0
Staphylococcus xylosus W 100 100 19 E 67| 11 0
Kocuria krstihae U} 99 96 0|6 |3 E 0 i 12| 0| 0|0 B
Kocurla varlans/rosea 0 B 9 8 [ 1 g|1(0]0 4184 4 | 0 1 1 29 4
Micrococcus spp o240 (1|0|1|0(|0]O|8([15]1]|0 1 0 T 11111 g




ANNEXE N°2

Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de féces de nouveau-nés (1*

Jour)
Statistiques de groupe
Erreur
EChﬂﬂﬁﬂUﬂi Moyenne | Ecart-type fﬁﬁ{?ﬁﬁrﬁg
Staphylocogues lait 5 1,5520 89077 39836
zelle 5 1,4720 | 1,48131 66246
- lait 5 .00ao 00000 00000
Escherichia 5 | 21500 | 140207 62702
_ it 5 1,3080 17712 07321
Bifidobacterium, 5 | 18240 | 170136 TBOET
lait 5 1,6720 | 1,65891 74189
Lactobacillus 544 5 22680 | 1,22155 E1725
Streptococcuset At 5 3,2820 25036 11599
Enterococcus selle a 23,2440 2069 J9216
Streptococcus & lait 5 2,5200 | 1,49474 GEE4T7
o0 zelle 5 AG40 | 1,03754 46400

Test d'échantillons

Testde Levene sur [€galité des

yatiances Testtpour égalité des mayennes
Irtervalle de confiance 85% de
Ia différence
Sig. Différence Cifférence
F Sig. t ddl {hilaterale) foyenne fcart-type Infiériewre Supérieure
Hypothese de variances 2,008 194 103 g 820 1a000 i -1,70267 186257
Staphylocoques gyzles
Hypmhése devariances 103 fi,558 1 naooo x| 1773 193314
inégales
Escherichia };gglnetgese te variances 8,032 o7 | 3420 8 009 -2,15000 G702 -3,59592 - 70408
Hypmhése devariances -3,429 4,000 027 -2.14000 2702 -3,89080 - 40910
inégales
Bifdobacterium };ggloetgese te variances 36,307 oo -0 8 984 - 01600 76493 -1,78006 1,74808
Hypmhése devariances -0 4087 Had4 - ME00 7498 -212318 208028
inégales
. Hinothése de variances Bar A4 - 617 a 584 - A9600 HAS4T -2 BT 163037
Lactobacillus  gales
Hypmhése devariances - 617 7,746 fidili - A9600 JHAG4T 283512 164312
inégales
Hypothase de variances a2 491 214 a 836 04800 22445 - 46450 56540
Streptococcus ef ggalas
Erterococcusase de variances 24| 657 a7 D400 22445 - 43387 fd
inégales
Streptococcus & Elggluetgese devariances 61 hdild 24837 g 03a 205600 AT 17955 393245
42°C
Hypmlhése devariances 24817 7128 034 2 03600 BT 13885 397318
inégales




Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de feces de nouveau-nés (

jour)
Statistiques de groupe
. Erreur
: standard
Echantillons M Movenne | Ecart-type maoyenne
Staphylocogues lait ] 2,0780 824584 3E3TA
selle a 2,7680 BO106 26380
g lait ] Qooo Qoooo Qoooo
Escherichia ' ' '
selle ] 36060 23954 J0713
i . lait a 1,706D J6TT4 16446
Bifidobacterium ' ' '
zelle ] 3,8560 A7187 21084
Lactobacillus lait ] 2,9560 25604 11443
selle a 4,0200 A047a Jge10z
Streptococcus et Iait ] 3,0800 Baed412 247E
Enterococcus selle il 23,7940 J9R46 JTT30

Test d'échantillons

7éme

Test de Levene sur [égalité des o
vatiances Testt pour galité des movennes
Intervalle de confiance 35% de
|3 difference
i, Diférence | Diférence ] ]

F gin. t ifdl thilaterale) MMayenne ararttne Inférigure Supérieurs

g Hynothése de variances 1,058 Ju | 512 g 168 - 58000 45632 -1,74248 J6228
taphylocogues gyejas

Hipathése de variances 1512 7315 T2 - 58000 48632 -1,75468 7968
inegalas

. Hynothése de variances 11623 009 | -33 661 B g -3 B0E00 10713 -3,85303 -3,35887
Escherichia  égales

Hynathese de variances -33 661 4,000 il -3B0800 10713 -3,80343 -330857
inégales

) . Hynothése de variances 2,000 185 | 3038 B g -214000 6744 -2 THET -153324
Bifidabacterium éyales

Hynathése de variancas -B,034 7,452 il -2,1a000 26744 1774 -1 52686
inegales

. Hynathése de variances 308 05 | 4867 8 o -1,06400 240 -1.55747 - 57003
Lactobacillus  éuales

Hipathése de variances -4 867 £,760 Rk} -1,06400 240 157420 - 55380
inegales

Srrepromcusgrg'&’gggésede"a”ames 1,144 36 | -2408 B 043 - 73400 30471 -1,43665 -03135
Enterococcus .

Hypothége de variances -2.408 7.245 046 - 73400 30471 -1, 44961 - 01838
inégales




Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de féces de nouveau-nés

(30°™jour)
Statistiques de groupe
Efreur
- : standard
Echantillons M Moyenne | Ecart-type moyenmne
Streptococcus et 13t a 30240 JABT06 6415
Enterococcus selle a 37840 22862 45862
Lactobacillus lait L 28700 1,60815 71784
selle L 375840 3321 14338
Bzﬁd@bacrerium lait a 27180 1,02438 Ba172
selle L 38780 A222 233110
lait L 1,7400 24329 11104
Staphylocogues ' ' '
selle a 293800 1207 218445
o lait L ,ooan ,oooon ,oooon
Escherichia
selle L 38680 20243 13818
Test d'achantillons
Testde Levene sur 'égalité des o
variances Testt pour égalite des mavennes
Intervalle de corfiance 85% de
|3 différence
Sin. Différence | Différence , ]
F Sig. t el (hilaterale) mayenng ecartype Inferiaura Superieure
Streptococeus o Iélggloetgésedevariances 254 628 3483 g 0g - 76000 21844 -1 26602 -,25388
Fnteracoceus .
Hypathese de variances 3,463 7,008 009 -, FE000 21044 - 26727 -25273
inegales
. Hypothése de variances 4436 068 | -1.208 8 262 - BBd00 T332 -157458 80658
Lactobacillus  ggales
Hypathése de variances 1,206 4,343 288 - 38400 3312 -2 84753 1,08943
inegales
Bifidobacterium Iélggloetgese devariances 241 143 1,610 g 4B -1,16000 2047 28214 A1t
Hypathése te variances 1510 4973 ALt -1,16000 2047 -302081 081
inegales
Hypathése de variances 3,063 18 1877 g Q06 -1,24000 J3H 20171 - 46228
Staphylocoques éxales
Hypathése de variances 1877 4,859 015 -1,24000 kTl -210812 - 37088
inegales
. Hypathese de variances 48378 0o | -27.8a92 g il -1,86800 3818 -4 18664 -154834
Escherichia  épales
Hypothése de variances -27,983 4,000 Rl -3,86800 3818 -4 25164 -348434
inegales




Taux de bactéries dans les échantillons de lait maternel et de

(90°™jour).
Statistiques de groupe
) Erreur
Echantillons M4l Mowenne | Ecar-type fggﬁ?gr?rqg
Escherichia it 5 a0 ,aaaan ,aaaan
zelle A 4,2540 36212 JBE194
Staphylocogues lait 4 1,3760 HhaTE 26033
selle 5 3,3400 38756 15951
Streptococcus et lait 5 3,0840 ABETS 21768
Enterococcus selle 4 38280 J0710 047480
Lactobacillus it 5 20580 1,88228 a4174
zelle A 3,9100 33630 16040
) ) lait 4 25160 141687 JG3365
Bifidobacterium
selle 5 4,0700 27046 2095
T evures ot Moisissures lait A ,0ooo ,oaoon ,oaoon
selle 4 1,3340 8243 349493

Test d'échantillons

feces de nouveau-nés

Testde Levene sur [yalité des

yaniances Testt pour égalitd des moyennes
Intervalle de canfiance 95% de
Ia différence
Sig Diférence |  Difiérence ] ]
F Sig. t ddl fhilaterale) mayenne acarttype rferigure Supériaurs
o Hypothése de variances 19,626 002 | -26,268 8 oo -4, 26400 16184 -4 62744 -3,88056
Escherichia dgales
Hypothise e variances -26,268 4,000 o0 -4,25400 16134 -4, 70363 -3,80437
inegales
Hypothise de variances 1066 332 | -BB12 8 Jil] -1 36400 20705 -2 54859 -1,27901
Staphylacoques oales
Hypothise e variances -6612 6,748 o0 -1 86400 20708 -2,7065 -1,26738
inegales
Hypothése de variances 3,376 J03 | -3338 8 ikl - 14400 21289 -1, 257599 - 23001
Streptococcus et dpales
Enterococcus Hypothise de variances 338 | 436 1% 74400 9| 3 - 14607
inegales
. Hypothése de variances 52422 oo | -2168 8 (B2 -1,88200 BEA12 -3,82380 1980
Lactobacillus dgales
Hypothése de variances -2,168 4,245 082 -1,88200 BEA12 417108 ABT09
inégales
Hynothése e variances 4347 07| -2408 8 043 -1,85400 [fida0q -3,04157 - D643
Bifidobacterium égales
Hypothise e variances -2408 4,241 iz -1,85400 [fida0q -3,20813 18013
inegales
Hypothése devariances 5630 045 | -3812 8 05 -1,33400 RELEE] -2,14108 - 52694
Levures f Molsissures égales
Hypathise e variances 3812 4,000 119 -1,33400 RELEE] -2,30870 - 36230
inegales
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