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Résumé

Le lait maternel contient tous les éléments nécessaires pour assurer la croissance et le
développement du nourrisson C’est une source potentielle de bactéries qui favorise le bon
développement des bactéries de la flore intestinale, intervenant dans la protection contre les
maladies et augmentant I'efficacité du systeme digestif.

Dans ce contexte cette étude consiste a isoler et caractériser la flore du lait maternel et
des selles des nourrissons dans un échantillon de la population de 1’Ouest Algérien. Des
informations concernant 1’age, le poids, le sexe et le mode d’accouchement ont été recueillis.

Il ressort des résultats une distribution homogene des souches bactériennes entre les
échantillons du lait maternel et des selles de nourrissons. Le mode d’accouchement peut jouer
un réle dans la formation du microbiote intestinal.

En somme, les résultats de cette étude préliminaire montrent que le lait maternel
contient une diversité bactérienne qui peut jouer un role important dans I'établissement du
microbiote intestinal chez les nourrissons allaités. D’autres facteurs peuvent aussi influencer
Ce processus.

Mots clés: microbiote intestinal-lait maternel-selles de nourrissons-bactéries lactiques

Abstract

Human breast milk contains all of the essential elements that are important for growth
and development of baby. It is a potential source of bacteria that promotes the establishment
of the good flora of infants implicated on the protection from infections and illness.

For this, we characterized bacteria from breast milk and infant feces of the northwest
Algerian population. Information on age, weight, sex and mode of delivery were collected.

The results show a homogeneous distribution, between samples of breast milk and
infant feces.Comparing the intestinal flora of vagin ally delivered infants and those born by
cesarean section a difference of distribution was found for the genus staphylococcus.

In conclusion, the results of this preliminary study show that breast milk contains a
diversity of bacteria that can play an important role in the infant gut colonization. Other
factors may also influence this process.

Keywords: Intestinal microbiote- Human breast milk-Infant feces-Lactic bacteria
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Introduction

Souvent on associe le mot bactérie aux maladies et aux épidémies qui ont de tous
temps marqué 1’histoire des sociétés humaines. Et pourtant, ces petites microorganismes ne
sont pas toujours nos ennemies, la plupart sont nécessaires a la protection et au

fonctionnement de I'organisme.

Notre tube digestif est peuplé par plusieurs centaines d’espéces bactériennes, formant
une communauté écologique complexe, désignée sous le nom de flore ou microbiote intestinal
(Berg,1996) . C’est la flore la plus importante de 1’organisme et son role est d’autant moins
négligeable car elle exerce non seulement des fonctions métaboliques essentielles a la

digestion mais aussi forme une barriére en s’opposant a I’implantation des genres pathogénes.

L’équilibre de cet écosystéme intestinal est fragile, de nombreuses causes peuvent
entraver le bon déroulement de la digestion et entrainer une dysbiose et une hyperperméabilité
intestinale. Un déséquilibre au niveau de IDintestin et de sa flore, a des
conséquences fonctionnelles importantes et est impliqué dans de nombreuses pathologies

digestives.

Chaque étre humain a son propre microbiote. Cependant, 1’établissement et la
composition du microbiote restent mystérieux malgré de nombreuses études qui donnent des

pistes sur 1’identité des bactéries présentes et leurs fonctions.

L’implantation du microbiote intestinal a la naissance et sa maturation dans les
premieres années de vie est une étape cruciale qui conduit a la formation d’une flore
intestinale spécifique a I’hote. Le processus de colonisation microbienne est dynamique, il est
influencé par plusieurs facteurs internes et externes qui auront probablement un effet sur la
composition du microbiote ainsi que sur la santé de 1’individu durant toute sa vie (Hillier et
al., 1988).

Ces derniéres années, de nombreux chercheurs se sont penchés sur le théme du
microbiote et les facteurs influencgant son implantation. Car, en ayant des connaissances sur le
microbiote a 1’état sain, les scientifiques pourront établir de nouvelles méthodes
thérapeutiques pour les maladies associées au déséquilibre de la flore intestinale. Ainsi, les
microbiotes maternels notamment vaginal et fécal sont les premiéres sources de bactéries.
L’alimentation est aussi un apport quotidien et répété de microorganismes, notamment le lait

maternel (M. Olivares, Diaz-Ropero, Martin, Rodriguez, & Xaus, 2006).
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Dans cet esprit, nous avons mené cette étude pour déterminer 1’impact de différents
facteurs D’allaitement maternel, 1’age, le sexe, le poids sur la composition de la flore

intestinale des nourrissons dans un échantillon de la population d’Ouest Algérien.

Notre étude consiste a comparer les communautes bactériennes du lait maternel et des
selles des nourrissons de la population Algérienne. Pour cela, nous avons isolé des souches
bactériennes a partir du lait maternel de 10 femmes et des selles de leurs nourrissons. Ensuite,

une caractérisation phénotypique de ses souches a été réalisée.
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I.Le microbiote intestinal
1.1.Définition

Le mot microbiote (du grec mikros : petit et bios : vie) désigne les espéces
microscopiques qui prédominent et/ou sont durablement adaptées a la surface et a I’intérieur
d’un organisme vivant. Microbiote dérive de I’anglais microbiota et remplace aujourd’hui les
termes désuets de flore microbienne ou de microflore.Le microbiote intestinal est un
¢cosysteme complexe qui comprend 1’ensemble des étres unicellulaires hébergés dans le tube
digestif, principalement des bactéries mais aussi des virus, des champignons et des archées
(Hillier et al., 1988). Aprés la colonisation du tube digestif de la naissance a 1’age de 2 ans
environ, le microbiote intestinal est propre a chaque individu et stable dans le temps. Par
ailleurs, il existe un phénoméne de résilience, c’est-a-dire le retour a 1’équilibre aprés un
événement perturbateur (comme la prise d’antibiotiques par exemple). Si la composition en
termes d’espeéces est propre a chaque individu, les caractéristiques sont trés conservées en

termes de composition au niveau des phyla et grands groupes phylogénétiques.

Le microbiote intestinal est composé de 10** micro-organismes réparti en 160 espéces
bactériennes chez un individu donné parmi le millier d’espéces qui ont pu étre identifiées dans
différentes cohortes humaines. Ces bactéries sont réparties en 4 phyla bactériens : firmicutes,
bacteroidetes, actinobacteria, et proteobacteria. Les firmicutes et les bacteroidetes constituent
les deux phyla dominants du microbiote avec une représentativité respective de60—75 % et
30-40 % (Hooper & Gordon, 2001; Landman & Quevrain, 2016). Cette microflore représente
10 a 20 fois le nombre total de cellules du corps humain (Berg, 1996; Suau et al., 1999) ce qui
correspond a environ 2 a 4 millions de genes si 1’on considere le génome global. Les produits
de ces geénes conferent des capacités métaboliques non codées par le propre génome de 1’hote
(Hooper, Midtvedt, & Gordon, 2002). La flore digestive posséde de trés nombreuses fonctions
utiles a I’hote. Elle participe a un certain nombre d'activités fonctionnelles et interfére avec la
digestion et I'absorption de certains nutriments. Ce qui fait qu’elle est considérée par certains

comme un « organe » caché (Beaugerie & Sokol, 2014).
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1.2. Le développement de la flore intestinale chez le nouveau-né
1.2.1. La période prénatale

Auparavant, les chercheurs considéraient que le placenta est stérile au cours d’une
grossesse normale et que le feetus vit dans un état axénique physiologique. Ou la présence de
bactéries dans les cultures cliniques est un diagnostic pour une infection intra-utérine et un

risque important d'accouchement prématuré (Hillier et al., 1988).

Peu d’¢études ont examiné le microbiote utérin chez les femmes saines ayant des
naissances a terme. En effet, la présence de bactéries a été détectée, dans le liquide
amniotique et les membranes feetales de bébés indemnes de toute inflammation. Ces études
ont révélé une communauté complexe a faible abondance dominée par les phylas Firmicutes,
Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes et Fusobacteria (Aagaard et al., 2014; Steel et al.,
2005).

Il a été constaté que microbiome placentaire ressemble le plus au microbiome oral que
celui du vagin et des selles. Cela implique que [’origine des bactéries placentaire n’est
probablement pas ascendante ni issue d’une contamination fécale ou vaginale mais plutdt de

la cavité orale par propagation hématogene (Aagaard et al., 2014).
1.2.2. la période postnatale

Aprés la naissance, le bébé est exposé chaque jour a de nombreuses espéces
bactériennes, que ce soit dans son environnement ou dans son alimentation (Campeotto et al.,
2007). Des les premiéres heures de vie, une flore bactérienne dite "normale”, physiologique
ou saprophyte s'installe : le Streptocoque alpha-hémolytique prédomine au niveau de la gorge
; le Staphylocoque blanc au niveau de la peau, du rhinopharynx et de I'ombilic (Guediche,
1990).

La flore bactérienne digestive est cependant plus complexe ; elle atteint a partir de la
48eheure de vie des taux de 10 & 10" micro-organismes par gramme de féces, chiffres
proches de ceux observes chez l'adulte. Les premiers colonisateurs de I’intestin sont les
bactéries anaérobies facultatives (telles que: Escherichia coli, Streptoccocus sp,
Staphylococcus sp,Enterococcus sp et Lactobacillus sp). Ces bactéries consomment 1’oxygéne

de la lumiere intestinale afin de créer les conditions les plus favorables pour le développement
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des bactéries anaérobies strictes (Scholtens, Oozeer, Martin, Amor, & Knol, 2012; Vael &
Desager, 2009)(Figure 1).

Apres une semaine de vie, les genres anaérobies strictes, tels que : les Bifidobactéries,
les Bactéroides et Clostridium sont détectés dans les selles des nourrissons. Une flore
complexe et stable, proche de celle de 1’adulte, semble obtenue entre 1’age de 2 a 4 ans. Le
processus de colonisation microbienne est dynamique et conduit & la formation d’un

microbiote intestinal spécifique a 1’hote (Scholtens et al., 2012; Yoshioka, Iseki, & Fujita,

1983).
R,
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Figurel : Colonisation naturelle de I’intestin d’un nouveau-né au cours des dix premiers jours
de vie.(Hoogkamp-Korstanje, Lindner, Marcelis, den Daas-Slagt, & de Vos, 1979)
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1.3. Les facteurs influencant la flore microbienne digestive

De nombreux éléments vont influencer cette cinétique d'implantation et la composition
de la flore intestinale du nouveau-né parmi lesquels les facteurs génétiques, I'environnement,

I'dge gestationnel, le mode d'accouchement, I'antibiothérapie et le type d'alimentation.
1.3.1. Les facteurs geneétiques

La composition du microbiote serait déterminée des le départ par notre génétique.
L’existence d’un effet des caractéres génétiques de I’hdte sur la composition de son
microbiote a été trés tot suggérée grace a 1’observation des jumeaux qui avaient une flore
cultivable tres semblable. Ainsi, I’impact des caractéristiques génétiques semble important, la
composition de la flore étant plus similaire entre des jumeaux monozygotes (c’est a dire qui
proviennent de la division d’un ceuf fécond¢ unique) vivants dans les mémes conditions et
dans le méme environnement, qu’entre des personnes partageant le méme style de vie mais
non apparentées ou génétiqguement moins proches (fratrie, parent et enfant, couple). Le
génotype déterminerait la susceptibilité de I’individu face a certaines familles de bactéries et
favoriserait leur colonisation ou pas, mais il ne peut pas a lui seul conditionner les
modifications de la composition de la flore (Rofes, 2014; Stewart, Chadwick, & Murray,
2005).

1.3.2. L’environnement et les conditions d'hygiene

L'environnement peut influencer la colonisation intestinale. Dans les pays
industrialisés, les nourrissons naissent et grandissent avec des normes hygiéniques élevées,
alors que les nourrissons nés et élevés dans les pays en développement rencontrent des
expositions bactériennes plus élevées, ce qui peut avoir des conséquences pour le processus
de colonisation intestinale. Il est bien admis que la colonisation par des espéces commensales
habituelles, comme Escherichia coli, est souvent retardée dans les pays industrialisés

comparée aux pays en développement (Nowrouzian et al., 2003).
1.3.3. Le terme de naissance

Chez les nouveau-nes prématurés, deux observations ont pu étre mises en évidence.
D’une part, un retard de colonisation important par rapport aux enfants arrivés a terme ainsi
qu’un nombre réduit d’espéces bactériennes. Si la flore aérobie colonise assez rapidement le

prématuré, la flore anaérobie (Bifidobacterium et Bacteroides) est retardée. Ce retard
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d’implantation peut s’expliquer par le fait que ces enfants sont souvent nés par césarienne,
rapidement séparés de leurs meres, placés dans un environnement de soins intensifs tres

aseptisé et fréquemment soumis a une antibiothérapie a large spectre (Campeotto et al., 2007).
1.3.4. Le mode d’accouchement

Une étude du département de biologie de Puerto Rico a montré que de la composition
du méconium prélevé dans les premieres 24 heures était déja tres différent entre un nouveau-
né accouché par césarienne ou par voie basse. Les enfants nés par voie basse présentaient une
flore proche de la flore vaginale de leurs meres (Lactobacillus, Prevotella) alors que les
enfants nés par césarienne présentaient une communauté bactérienne proche de celle de la
peau (Staphylococcus, Corynebacterium et Propionibacterium) (Dominguez-Bello et al.,
2010). Chez le nouveau-né agé d’un mois, la différence de composition est toujours
importante, 1’accouchement par césarienne est associé¢ a une plus faible colonisation par des
bifidobactéries et Bacteroides fragilis et a une plus forte colonisation par des
Clostridiumdifficile (Biasucci et al., 2010; Penders et al., 2006).

1.3.5. L’antibiothérapie

L’administration orale d’antibiotiques (principalement I’amoxicilline) mais aussi
d’antifongiques (le miconazole) a ’enfant pendant le premier mois de vie a montré une
diminution du nombre de Bifidobacterium et de Bacteroides fragilis(Penders et al., 2006). De
plus, I’antibiothérapie chez la femme per partum (surtout pour la prévention du risque
d’infection néonatale par le Streptocoque du groupe B) a montré une augmentation des

infections néo natales par des bactéries résistantes a 1’antibiotique (Stoll et al., 2002).

Au cours de l'allaitement, les antibiotiques sont administrés pour traiter une infection
maternelle. Le choix des antibiotiques va se porter sur des molécules qui s'éliminent peu dans
le lait et qui sont peu susceptibles d'entrainer des effets indésirables pour le nouveau-né. La
plupart des antibiotiques passent dans le lait. Le plus souvent, les quantités auxquelles I'enfant
est exposé sont faibles et le traitement antibiotique ne constitue pas une contre-indication a

I'allaitement.
1.3.6. Le mode d’alimentation

Le mode d’alimentation du bébé joue aussi un role important dans 1’établissement de

la flore digestive. Le lait maternel contient des oligosaccharides bifidogénes qui vont
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Figure 2 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et les genres
associés, obtenu par analyse des ARNr 16S.(Stiles & Holzapfel, 1997)

I11.4. Réles et intéréts des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes utilisés par I’homme depuis fort
longtemps, en raison de leurs propriétés métaboliques. Elles sont utilisées pour fermenter les
aliments et ainsi, mieux les conserver. Réputées inoffensives pour I’homme, leur usage s’est
largement répandu dans I’industrie agroalimentaire. Certaines souches ont méme été
envisagees pour le traitement de maladies humaines. En effet, le développement de nouvelles
technologies de biologie cellulaire ouvre une perspective d’utilisation de ces bactéries comme
agents biothérapeutiques (Mofredj, Bahloul, & Chanut, 2007).
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I11.4.1. Le domaine agroalimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation d’une grande variété de
maticres premicres d’origines animale ou veégeétale, conduisant ainsi a de nouveaux produits
comme les produits laitiers (laits fermentés, les fromages, les yaourts), la charcuterie (jambon,
saucissons), les legumes fermentés (olives, cornichons, choucroute), les boissons alcooliques
fermentées et le pain au levain (Axelsson, 2004). Le développement de I’industrie de
transformation, en particulier de I’industrie laitiére, a conduit a la production de ferments
industriels capables d’assurer a la fois la qualité et la constance du produit (Leveau &
BOUIX, 1993).

Le principal atout des bactéries lactiques réside donc dans leur capacité a acidifier les
produits alimentaires. L’acide lactique, qui est le produit principal du métabolisme
fermentaire, joue un réle majeur dans la conservation des aliments puisqu’il inhibe fortement
la croissance des bactéries pathogénes a bas pH. Outre la diminution du pH par la production
des acides organiques, les bactéries lactiques produisent d’autres molécules antimicrobiennes
comme le peroxyde d’oxygenes, le dioxyde de carbone (produit par les bactéries lactiques
hétérofermentaires) et les bactériocines (Stiles, 1996). Ces derniers sont définis comme des
molécules de nature protéique ayant une activité bactéricide a spectre étroit dirigée contre les
bactéries proches de la souche productrice qui posséde un mécanisme de protection
specifique. Les plus connues sont : la nisine, la diplococcine, I’acidophiline et la bulgaricane
(Dortu & Thonart, 2009 ).

Pour les laits fermentés, 1’acidification provoque la coagulation du lait et
I’augmentation du caillé. De plus, la production d’exopolysaccharides (EPS) joue un rdle
important dans 1’amélioration de la texture et la viscosité des produits laitiers (tels que les

yaourts) (Duboc & Mollet, 2001).

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques
(tels que : l'a-acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol, 1’éthanol,
I’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés
et des matiéres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de
I’¢laboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont I’arome principal

est lié a cette activité microbienne (Bourgeois & Larpent, 1996).
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111.4.2. Le domaine médical

L’intérét des bactéries lactiques en matiére de santé humaine a été initialement
proposé au début du siécle, en 1907, par le russe Metchnikoff (Marteau et al., 1990). Selon
lui, les lactobacilles pouvaient réduire la putréfaction intestinale, en modifiant la microflore

intestinale, et ainsi prolonger la vie (Drouault & Corthier, 2001).

Depuis, un grand nombre d’études sur 1’effet potentiel des bactéries lactiques sur la
santé ont été publiées. Plus récemment, des études de type pharmaceutique ont été menées a
grande échelle dans plusieurs laboratoires afin de démontrer 1’effet bénéfique des bactéries
lactiques sur la santé (Elmer, Surawicz, & McFarland, 1996; Hitchins & McDonough, 1989;
Vanderhoof & Young, 1998). Seul un petit nombre de bactéries lactiques dont les genres
bactériens sont Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, E. faecium ainsi que les

bifidobactéries a été ainsi étudié.

Les effets bénéfiques potentiels cités sont nombreux et variés. Certains sont
maintenant bien établis tels que I'amélioration de la digestion du lactose et le traitement des
désordres diarrhéiques, d’autres restent encore controversés tels que la diminution du
cholestérol sérique ou encore la réduction de la formation de tumeurs (Drouault & Corthier,
2001).

Les bactéries lactiques pour lesquelles ces effets sont décrits sont appelées
probiotiques. Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants, qui apres
ingestion, exercent des effets bénéfiques sur la santé allant au-dela des vertus nutritives
inhérentes de I'aliment (Fuller, 1989; Schaafsma, 1996).
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I. Echantillonnage

L’étude que nous avons entreprise s’est porté sur des échantillons de lait cru maternel
de 10 femmes et des échantillons de selles de leurs nourrissons respectifs allaités
exclusivement au lait maternel (moins de 6 mois). Le recrutement s’est fait entre Mars et Mai

2018 et a eu lieu au service bactériologie au niveau de 1’hopital Dr Benzardjeb.

Les sujets sont d’origines algériennes.06 de ces nourrissons sont nés par voie basse,
tandis que 04 ont été accouchés par césarienne. Ainsi que 05 sont de sexe féminin et 05
masculins. Ils sont tous nés a terme et n’ont pas été sous antibiothérapie. Tous les participants
étaient en bonne santé et sans aucun probleme prénatal. Aprés 1’accouchement, toutes les

mamans ont été sous antibiotique pendant une semaine (Amoxicilline ou Céfazoline).

L'échantillonnage a été effectué dans des conditions stériles. Les échantillons de lait
ont été recueillis dans des tubes stériles par expression manuelle en utilisant des gants stériles.
Auparavant, le sein de la maman avait été nettoyé a I'eau stérile puis essuyés avec une gaze
stérile contenant un gel antiseptique. Les premiers jets ont été éliminés puis le lait a été
recueilli dans des tubes stériles. Les échantillons de matiéres fécales ont été prélevés avec des
écouvillons stériles. Les échantillons ont été conservés a 4°C jusqu'a leur livraison au

laboratoire et immédiatement traités.

Les méres ont été soumises a un questionnaire retracant les informations personnelles
et les données utiles a notre étude. Sur chaque questionnaire était mentionné le numéro du
dossier et le lieu du prélévement. Celui-ci était accompagné d’un formulaire de consentement
éclairé signé par les meres participant a cette étude (Annexe I). Tous les échantillons ont été
étiquetés soigneusement portant la numérotation d’enregistrement. Les meres ont ¢t€ désignés
par la mention «M» et les nourissons par la mention «Ny, suivie d’un numéro correspondant.
Toutes les précautions visant le respect de 1’anonymat et la confidentialité des informations
ont été rigoureusement respectées. Les résultats de la description de la population d’études

sont présentés dans I’Annexe I1I.
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I1. Isolement et purification des souches bactériennes

L’isolement et la purification des souches ainsi que les tests morphologiques ont été
réalisés au service de bactériologie dans 1’hopital BENZARJEB. Les souches ont été cultivées
sur le milieu MRS (Man-Rogosa-Sharpe, Oxoid)et le milieu M17. Les boites de Pétri gélosé

ont été incubées a 37°C en condition d’anaérobie pendant 48-72 heures.
I1.1. Milieux de culture
11.1.1. Milieu MRS (de Man-Rogosa-Sharpe)

Le milieu MRS (De MAN, ROGOSA, & ELISABETH SHARPE, 1960) est utilisé
pour la culture et I’isolement des bactéries lactiques, en particulier les lactobacilles (Annexe

I11). Utilisé sous forme liquide ou solide par I’ajout 1% (m/v) de 1’agar-agar.

11.1.2. Milieu M 17 :

La gélose M 17 est utilisée pour le dénombrement des streptocoques lactiques
(particulierement Lactococcus Lactis) dans les produits laitiers (Terzaghi et Sandine, 1975).

11.2. Dénombrement des bactéries lactiques

Le dénombrement des bactéries lactiques a été effectué sur le milieu MRS. La solution
meére a été préparée en prélevant 1 ml (lait cru) ou 1 g (matiéres fécales) de chaque échantillon
qui a été ajouté a 9 ml d‘eau physiologique stérile. A partir de cette solution mére, des
dilutions sériées allant de 10 & 107 ont été effectuées pour le lait cru et & 10™° pour les selles.
0,1 ml a été prélevé de chaque dilution choisie et étalé dans 3 boites de Pétri du milieu MRS.
Ensuite, les boites étaient incubées a 37°C en condition d‘aérobie pendant 48-72 heures

(figure 3). Les colonies ont été comptées pour chaque dilution pour déterminer le nombre

d*UFC/ml pour le lait cru et d“UFC/g pour les selles en utilisant la formule suivante :
UFC/ml = nombre de colonies x 1/Ve x 1/D

UFC : Unités formant colonies

Ve : le volume d‘ensemencement

D : la dilution prise en compte.
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Figure 3 : Schéma illustrant le dénombrement des bactéries en milieu solide.

Tiré du site: (http://microbeonline.com/pour-plate-method-principle-procedure-uses-dis-
advantages/)Mise a jour du : 16/10/2016.

11.3. Purification

Les colonies isolées sont repiquées sur milieu solide pour la purification. La pureté des
souches est vérifiée par I’observation macroscopique ; 1’aspect des colonies (forme, couleur,
taille) et I’aspect caractéristique de la culture des bactéries lactiques en milieu liquide. Mais la
pureté des cellules doit étre impérativement contrdlée par observation microscopique ; la

forme des cellules qui doit étre identique dans toute la lame ainsi que le Gram.
I11. Caractérisation phénotypiques des souches bactériennes
I11.1. Etude morphologique

L’étude de la morphologie bactérienne est le premier acte effectué¢ pour identification
des bactéries. L’observation de la morphologie bactérienne permet une orientation

préliminaire du diagnostic.
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I11.1.1. Caractérisation macroscopique

Ce test permet en premiére étape de voir la morphologie des colonies obtenues sur

gélose (taille, couleur, forme et I’aspect).
111.1.2. Caractérisation microscopique

Un frottis destiné a la coloration de Gram est préparé a partir d’une colonie bien

isolée. Une fois réalise, il est observé au microscope optique (Annexe 1V).

La coloration de Gram permet de classer les bactéries en deux grandes catégories : les
bactéries Gram positif qui garde leur coloration violette aprés décoloration par ’alcool et les
bactéries Gram négatif décolorées par 1’alcool, sont teintées par la fuchsine et apparaissent
roses. Ceci permet aussi, la mise en évidence de la morphologie des cellules et le mode de
regroupement (Coico, 2001). Les bactéries lactiques fixent le violet de gentiane, elles sont

Gram positif et donc donne une couleur violette.
111.2. Etude biochimique : Test catalase

La catalase est mise en évidence en émulsionnant la colonie bactérienne a tester sur
une lame, dans 1’eau oxygénée (H20,) a 10 volumes. La présence d’une catalase, enzyme
capable de dégrader ’eau oxygénée, se manifeste par I’apparition des bulles d’oxygeéne
abondantes dans 1’émulsion (Stiles & Holzapfel, 1997). La réaction biochimique réalisée est

la suivante :

2 H,O, > 2H,O + O,
Catalase
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|. Résultats

I.1. Dénombrement de bactéries lactiques

Résultats et discussion

Le dénombrement des bactéries lactiques est obtenu sur le milieu MRS. Les valeurs

moyennes du comptage oscillent selon la nature de I'échantillon, avec une différence

significative : de 2.10% & 9,2.10° UFC/ml pour les échantillons de lait maternel et de 6.10% &

35. 10° UFC/g pour les échantillons de matiéres fécales des nourrissons.

Figure 4 : Des colonies isolées sur milieu gélose MRS.

Tableau Il : Résultats de dénombrement des colonies isolées a partir de lait maternel.

Echantillons E; E, Es = Es Es E- Es E, E1o
10 UFC/ml 9. 10° 5.10° 2.10° 8.10° 82.10° 7.10° 9,2.10° /  410° 33.10°
102UFC/ml  ABS 55.10' ABS 7,410 ABS ABS 8.10° 3,1.10° ABS
10°UFC/ml  ABS 1,3.10* ABS 510° ABS ABS 6,7.10° ABS  ABS
/ :Indénombrable ABS :Absence

(2]
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Tableau Ill: Résultats de dénombrement des colonies isolées a partir des selles de

nourrissons.

Echantillons E; E, Es E4 Es Ee E; Es Eog E1o
10" UFC/ml 2.10° 78.10" 105.10° / 10°  230.10° / / 35.10° /
102UFC/ml  14.10° 25.10° 32.10° 2.10°  47.10° 23.10*
10°UFC/ml ABS 9.10° 6.10° 53.10* 127.10° 279.10°

/ :Indénombrable
1.2. Isolement et identification des souches bactériennes
1.2.1. Caractérisation phénotypique des souches bactériennes

Des colonies de morphologies différentes ont été isolées a partir des échantillons de
lait maternel et des selles de nourrissons et ont été examinées au microscope optique pour
déterminer la morphologie cellulaire ainsi que la réaction a la coloration de gram. Les tests de

’activité catalase et oxydase ont été realisés par la suite.

A partir des résultats obtenus nous avons sélectionné et purifié 20 souches
différentes(9 a partir des échantillons de lait maternel et 10 a partir des échantillons des selles

de nourrissons).
1.2.1.1. Etude morphologique
1.2.1.1.1. Caractérisation macroscopique

Aprés 48h a 72h d’incubation, la croissance bactérienne est visible a I’ceil nu, et

représentée sous forme de colonies bactériennes a la surface des milieux gélosés.

Sur le milieu MRS, les colonies isolées mesurent environ 1,3 mm et avec une surface
lisse, elles sont de couleurblanchéatre, de formes rondes parfois bombéesavec un contour
régulier ou non (figure 5). Il y a aussi I'aspect de colonies de forme irréguliers gluantes et

d'une couleur créeme.
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Sur la gélose M17 nous avons obtenudes colonies lenticulaires de couleur jauneclair, des
colonies rendes parfois bombées de couleur blanchétre soit de taille variable de 1,2 mm et

avec une surface lisse, parmi lesquelles on trouve des colonies a conteur régulier ou non.

Figure 5: Aspect macroscopique d’une colonie purifié¢ sur gélose MRS.
1.2.1.1.2. Caractérisation microscopique

Apres la coloration de Gram, I’observation microscopique montre que les souches
étudiées étaient des bactéries Gram positif avec deux formes de cellules Cocci et batonnets
(figure 6).

Lactobacillus Lactococcus (Staphylococcus)

Figure 6 : Aspect microscopique des lactobacillus et des Lactococcus.
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1.2.2. Etude biochimique:Test catalase

A partir des souches étudiées, 20 souches (10 du lait maternel et 10 des selles de
nourrissons) ont réagi au contact de 1’eau oxygénée par effervescence du au dégagement du

O, (Figure 06) ; elles sont catalase positive. Les souches restantes (7 du lait maternel et 7 des

selles de nourrissons) qui n’ont donné aucune réaction ; elles sont catalase négative (Tableau
V).

Figure 7 : Résultat du test catalase positive.

Tableau 1V : Caractéristiques microscopiques et 1’étude biochimique des isolats.

Morphologie Gram Catalase
Cocci Bacille + - -
Lait maternel (n=1, 3, 4,7,9) Coccli + -
Lait maternel (n=8, 10) Bacille + -
Selles de nourrissons Cocci + -
(n=1,3,7,9)
Selles de nourrissons Bacille + -
(n=4,8, 10)
+ -
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1.3. Comparaison de la distribution des genres bactériens étudiés dans le lait maternel et

les selles des nouveau-nés

En comparant la flore du lait maternel et des selles de nourrissons, aucune différence
dans les taux de colonisation des deux genres des bactéries étudiés (lactobacillus,

lactococcus) n'a été observée.

Cela signifie qu'il existe une distribution homogene de ces genres dans ces deux

environnements.

I.4. Influence de la voie d’accouchement sur la prévalence des genres bactériens

étudiés dans le lait maternel et les selles des nouveau-nés

Quatre nourrissons étaient nés par voie basse, tandis que six étaient accouchés par

césarienne.

La flore fécale des nourrissons nés par voie vaginale a été comparée a celle des
nourrissons nés par cesarienne.Il y’avait une différence dans la distribution des genres
bactériens ou le genre des Staphylococcus était plus élevé chez les nourrissons nés par
césarienne tandis que le genre Lactobacillus était plus élevé chez les nourrissons nés par voie

basse.

11 .Discussion

La flore ou microbiote intestinal est 1’ensemble des micro-organismes (principalement
des bactéries) qui colonisent le tube digestif humain. Chaque individu posséde un microbiote
intestinal unique, car de nombreux facteurs influence son développement et sa composition.
En effet, dés la naissance, des micro-organismes extérieurs envahissent le tube digestif suite
aux premiers contacts de I’enfant avec son environnement. L’enfant en bas adge présente ainsi
dans ses premiéres années un microbiote intestinal de plus en plus diversifié et complexe qui
se stabilise vers 1’age de 2 a 3 ans. Ce processus de « colonisation » microbienne pourrait

profondément influencer 1’état de santé tout au long de la vie.

31

——
| —



Résultats et discussion

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’impact de certains facteurs sur
I’établissement de la flore intestinale chez les nouveaux nés, essenticllement 1’allaitement
maternel. Pour cela, nous avonsisolé et caractérisé les bactéries lactiques du lait maternel et

des selles des nouveau-nés de la population de 1’Ouest algérien.

Deux souches bactériennes ont été identifiées au niveau du genreLactobacillus et
Staphylococcus, isolées a partir du lait maternel et des selles des nourrissons de la population
d’Ain Temouchent. La caractérisation phénotypique nous a permis d’avoir une premicre

image de la diversité bactérienne au sein des échantillons étudiés.

Les résultats montrent qu’il y a une distribution homogene des genres étudiés dans le
lait maternel et les selles des nourrissons. Nos résultats sont en accord avec des études
antérieures indiquant que la composition bactérienne du microbiote fécal du nourrisson

allaitant refléte généralement celle du lait maternel (V. Martin et al., 2012).

Nous avons constaté que Staphylococcus est prédominant dans le lait maternel (80%)
et dans les selles des nourrissons (50%). Plusieurs études ont montré que Staphylococcus était
le genre prédominante dans le lait et les selles des nourrissons nourris au sein alors qu'il était
moins répandu dans ceux des nourrissons nourris a la formule (Jimenez et al., 2008; V. Martin
et al., 2012). Cela suggeére que le régime peut affecter la composition du microbiota intestinal.
En outre, le lait maternel contient non seulement des bactéries potentiellement probiotiques
mais aussi des prébiotiques capables de stimuler la croissance des probiotiques (Thurl et al.,
2010). Des études récentes ont montré que le lait maternel contient des bifidobactéries
(Gueimonde, Laitinen, Salminen, & Isolauri, 2007). En effet, une étude algérienne a montré
que le nombre de bifidobactéries atteignait 26,10° UFC / g dans les selles des nourrissons
allaités (HADADJI, BENAMA, SAIDI, HENNI, & KIHAL, 2005). Dans notre étude, nous
n’avons pas pu isoler les bifidobactéries, ce fait est probablement di a leurs besoins de
croissance exigeants. En fait, le milieu MRS favorise la croissance de bactéries lactiques, en
particulier les Lactobacillus. Le milieu M17 est un milieu selectif pour l'isolement des
streptocoques lactiques. L'utilisation de techniques de culture dépendante a limité la capacite
a explorer le microbiote car la plupart des bactéries intestinales nécessitent des conditions

anaérobies strictes pour la croissance ou ont des besoins nutritionnels spécifiques.
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Résultats et discussion

L’incidence de Staphylococcus peut étre liée au sexe avec un taux élevé chez les
garcons. Peu de travaux portent sur la différence de composition de la flore intestinale entre
les deux sexes. Selon une étude récente sur les enfants américains, les nourrissons de sexe
féminin ont tendance a avoir une plus grande diversité bactérienne peu apres la naissance. De
plus, les filles sont susceptibles d'avoir une plus grande abondance de Clostridies et moins
d'Entérobactéries que les garcons (Cong et al., 2016). Une autre étude sur des enfants
caucasiens a mentionner que les espéeces Bactéroides étaient moins abondantes chez les
garcons que chez les filles (Kozyrskyj, Kalu, Koleva, & Bridgman, 2016)

Le mécanisme associant le microbiote au sexe est mal connu. Il a été postulé que les
hormones liées a chaque sexe pourraient influencer la composition du microbiote intestinal en
favorisant la présence de certaines souches bactériennes au détriment des autres. Il se pourrait
aussi que le systeme immunitaire, dont le fonctionnement differe entre males et femelles,
détermine le type de microbes logés dans le microbiote intestinal (Gomez, Luckey, & Taneja,
2015). De récentes études sur des modeles animaux ont montré qu’il existe une différence
dans la réponse des males et femelles au régime alimentaire, pathologies et probiotiques
(Karunasena, McMahon, Chang, & Brashears, 2014). De plus, d’autres études ont montré que
la production de cytokines est significativement différente entre les rongeurs males et les
femelles dans le colon, le cecum et le foie dans les conditions normales ou expérimentales. De
méme, une différence dans la production des acides gras de courte chaine par les tissus du
cblon, en effet, les souris male produisaient en grande quantité le butyrate et 1’acétate et les
femelles en produisaient beaucoup plus 1’o-phosphocholine ou I’histidine (Karunasena et al.,
2014). Ces nouvelles découvertes suggerent que les biais sexuels dans les communautés
bactériennes fécales pourraient étre influencés par les activités métaboliques et immunitaires
spécifique au sexe, ainsi que par l'immunorégulation dans les tissus gastro-intestinaux.
Cependant, I’influence de ces mécanismes spécifiques au sexe au début de la vie reste encore
inconnue.

Nos résultats montrent que la prévalence des genres bactériensest dépendant du mode
d’accouchement par voie basse ou par césarienne. En effet, il a été rapporté que les
nourrissons livrés par voie vaginale ont acquis des communautés bactériennes ressemblant au
microbiote vaginal de leur mére, dominé par Lactobacillus, Prevotella ou Sneathia spp., et les
nourrissons nés par césarienne présentaient des communautés bactériennes semblables a
celles trouvées sur la surface de la peau, dominées par Staphylococcus, Corynebacterium et

Propionibacterium spp(Dominguez-Bello et al., 2010).
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Conclusion et perspectives

Le développement de I’homme, dans la santé et la maladie, se fait de pair avec le
développement de son microbiome. Comprendre les facteurs qui influent sur les changements
de composition et de fonction des communautés bactériennes aidera a concevoir des thérapies
qui ciblent le microbiote intestinal en tant qu’organe humain. Cet objectif est difficile en
raison de la grande diversité d’espéces, des variations interindividuelles et des fluctuations

temporelles de la composition, en particulier au cours de son implantation.

La composition et les variations des microbiotes sains ainsi que la dynamique
d’installation des communautés pendant I’enfance et les modifications physiologiques durant
la vie sont des connaissances indispensables pour comprendre le réle du microbiote dans 1’état

de maladie.

Dans la présente étude, nous avons caractérisé certaines especes appartenant au lait
maternel et aux selles nourrissons allaités. Nous avons constaté que certaines paires mere-
nourrissons partageaient la méme espéce. Cela suggere que le lait maternel peut contribuer a
I'établissement de la flore intestinale des nourrissons. Il serait intéressant de faire une
comparaison avec les enfants non allaités pour voir I'impact réel du lait maternel sur la
composition de la flore intestinale. Pour compléter notre étude, il faudra effectuer une analyse
MLST (Multilocus sequence typing) pour la caractérisation des isolats au niveau de la souche.

Pour déterminer si le lait maternel et les féces infantiles partagent les mémes souches.

Pour comparer la flore intestinale selon les différents facteurs étudiés, nous suggérons
d'augmenter le nombre d'échantillons pour de meilleurs résultats. Il s'agit de la premiére étude
a comparer la flore du lait maternel et des selles des nourrissons de la population algérienne.
Ainsi, nous proposons d'effectuer d'autres études pour explorer d'autres genres tels que les
bifidobactéries et de caractériser les isolats au niveau de la souche. Cela pourrait confirmer ou
infirmer nos résultats sur le r6le des différents facteurs étudiés dans I'établissement de la flore

intestinale des nouveau-nés.
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Questionnaire

Date du prélevement @ ..........coouuieiiiiiiieeiiiieeeeeee.
Code de I'échantillon : ..............coooeiiii .

Nature du prélevement : Lait maternel I:l

Selles du nourrisson I:l

Renseignements sur la Mére
Informations personnelles

NOM : Prénom: ...

Date de naissance : ..............

Lieu de naissance :

Adresse :

Numéro de téléphone : ..

DUIEE d& 18 GrOSSESSE © ....eeviieeiiiiie et
Voie d’accouchement & ............ooiiiiiiiiii i
Maladie ChrOMIGUE = ... .coiiii i
Etat de santé durant 1a groSSESSE © .........eeiuuuneiiiii et
Etat de santé aprés ’accouChement & ............couiiuuueiiiiiieeeiiie et

Prise de médicaments durant la grossesse : Oui I:l Non I:l

Types de MEAICAMENTS & .......coiuuiieiiiiie ettt

Prise de médicaments aprés I’accouchement :  Oui I:l Non I:l

Type de MEICAMENLS  .....ceiiii et

Renseignement sur le nouveau-né

NOmM : Prénom: ...

Date de NAISSANCE & ....ovuiveiiiiiieie e Age: ... ,Poids : ............

soe: ¢ [ ] m []
Type d’allaitement :  Maternel exclusif|:| Anificiel|:| Mixte I:l

Etat de santé de votre DEDE = ... ... ... it

Prise récente d’antibiotiques :  Oui I:l Non I:l
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Les résultats de la description de la population d’études

Annexes

Lieu L’age des L’age des Voie Sexe de Type
meres nouveau-  d’accouchement bébé d’allaitement
nés
Ain- Entre 22  Entre 4 jours 4 césarienneset 5 femelles  Lait maternel
Temouchent  ans et 30 et 5 mois 6 voies basses et 5 malles exclusif
et Tlemcen ans

——
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Composition des milieux de culture (pour 1L d’eau distillée) et produits chimiques

Milieux de cultures Gélose MRS

Peptone
Extrait de viande de boeuf 8g/L
Extrait de levure 4g/L
Glucose 20g/L
Hydrogénophosphate de potassium 2g/L
Citrate d’ammonium 2g/L
Acétate de sodium 3 H,O 5g/L
Sulfate du magnésium 7 H,O 0,2g/L
Sulfate de manganese 4 H,O 0,05g/L
Phosphate dipotassique 2g/L
Agar 10g/L
Tween 80 1mL
pH 6,2+0,2
Autoclavage 120°C/20min
Gélose M17
Tryptone 25049
Peptone pepsique de viande 2,509
Peptone papainique de soja 5,009
Extrait autolytique de levure 2,509
Extrait de viande 5,009
Lactose 5,009
Glycérophosphate de sodium 19,00 g
Sulfate de magnésium 0,25¢g
Acide ascorbique 2,50 g
Agar agar bactériologique 15,00 g
pH 71+12
Autoclavage 120°C/20min

Produits chimiques

Fushine phénique

Fushine cristallisée 19
Alcool éthylique 10mi
Phénon 5¢
Eau distillée 10ml

——
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Violet de gentiane phénique

Annexes

Violet de gentiane 19
Phénol 119
Ethanol 10ml
Eau distillée 100ml
NaCl (0.9%)
Sodium 154mmol/L
Chlorure 154mmol/L
pH 45-7,0
H202 (10%)

( |
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Annexes IV

Coloration de Gram

Préparation de frottis

a) Faire un frottis :

Nettoyer une lame a I'alcool.

Déposer une goutte d'H20 sur la lame.

Toucher une colonie a l'aide d'une pipette pasteur stérile pour prélever des bactéries. Il
n'est pas nécessaire de prendre beaucoup de bactéries

Frotter la pointe dans la goutte d'eau. Laisser sécher a l'air.

Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer
I'échantillon a la chaleur.

b) Coloration et explications :

Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis
fixé.

Laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries.

Jeter I'exces de colorant dans un bécher.

Rincer tres brievement en faisant couler de I'H20 sur la lame au-dessus du frottis (pas
directement sur le frottis).

Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est un
mordant qui permet de fixer le violet dans les bactéries.

Laisser agir 1 minute.

Jeter la solution de Lugol dans un bécher et rincer brievement a I'H20 comme
précédemment décrit.

Décolorer en faisant couler la solution de décoloration sur la lame jusqu'a ce que le
violet ne s'écoule plus du frottis (5 a 10 secondes). La solution de décoloration
contient un mélange d'alcool et d'acétone. Les pores de la paroi des Gram+ sont
fermés par la déhydratation a l'alcool. La paroi est alors impermeable et le colorant
violet reste dans les bactéries. La membrane des Gram- est dissoute par le mélange
alcool-acétone. La paroi plus mince et de composition différente laisse alors sortir la
coloration violette.

Rincer a I'H20.

Contre-colorer en déposant la solution de safranine (rose) pendant 1 minute. Ce
colorant permet de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente.
Cette coloration moins forte que le violet n'affecte pas la couleur des Gram+.

Rincer a I'H20.

Laisser sécher a l'air.

Déposer une goutte de 1’huile a émersion ; Observer au microscope optique (Gx100), la
forme, la disposition, et le Gram (Gram+ : couleur violette ; Gram- : couleur rose).

——
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Annexes V
Appareillage :
Bain Marie: pour liquéfier les milieux de culture.
Balance de précision : Pour peser des ingrédients de milieux de culture.
Distillateur
Etuves (30 et 37°C) : Pour I’incubation des boites ensemencées.

Four Pasteur : Pour la stérilisation (par la chaleur séche : 180°C/20min) des équipements en
verrerie (tubes a vise, pipette Pasteur).

L’ Autoclave : Pour stérilisation (par la chaleur humide : T°120C/15min) des équipements en
verrerie ainsi que des milieux de culture.

pH-métre
Microscope Optique : observation des bactéries aux différents grossissements

Plaque chauffantes agitatrices: Faire agiter les milieux de culture durant leur préparation
jusqu’a I’ébullition.

Refrigérateur : Pour la conservation des milieux de culture.
2. Equipements :

Bec Bensun, boites de pétri, pipettes Pasteur, portoirs, seringues (10ml), spatules de
laboratoire.

3. verreries :

Béchers a différents volumes, flacons en verre (250ml), lames et lamelles en verre, tubes a
essai, Pipettes Pasteur.

4. Réactifs : Alcool, Eau distillée, Lugol, Solution d’eau oxygénée (30%), L’huile a émersion.

——
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Résumé

Le lait maternel contient tous les éléments nécessaires pour assurer la croissance et le
développement du nourrisson C’est une source potentielle de bactéries qui favorise le bon
développement des bactéries de la flore intestinale, intervenant dans la protection contre les
maladies et augmentant I'efficacité du systéeme digestif.

Dans ce contexte cette étude consiste a isoler et caractériser la flore du lait maternel et
des selles des nourrissons dans un échantillon de la population de I’Ouest Algérien. Des
informations concernant 1’age, le poids, le sexe et le mode d’accouchement ont été recueillis.

Il ressort des résultats une distribution homogene des souches bactériennes entre les
échantillons du lait maternel et des selles de nourrissons. Le mode d’accouchement peut jouer
un réle dans la formation du microbiote intestinal.

En somme, les résultats de cette étude préliminaire montrent que le lait maternel
contient une diversité bactérienne qui peut jouer un réle important dans I'établissement du
microbiote intestinal chez les nourrissons allaités. D’autres facteurs peuvent aussi influencer
Ce processus.

Mots clés: microbiote intestinal-lait maternel-selles de nourrissons-bactéries lactiques

Abstract

Human breast milk contains all of the essential elements that are important for growth
and development of baby. It is a potential source of bacteria that promotes the establishment
of the good flora of infants implicated on the protection from infections and illness.

For this, we characterized bacteria from breast milk and infant feces of the northwest
Algerian population. Information on age, weight, sex and mode of delivery were collected.

The results show a homogeneous distribution, between samples of breast milk and
infant feces.Comparing the intestinal flora of vagin ally delivered infants and those born by
cesarean section a difference of distribution was found for the genus staphylococcus.

In conclusion, the results of this preliminary study show that breast milk contains a
diversity of bacteria that can play an important role in the infant gut colonization. Other
factors may also influence this process.

Keywords: Intestinal microbiote- Human breast milk-Infant feces-Lactic bacteria
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