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Résumé

Le microbiote intestinal joue un réle fondamental dans le développement immunitaire, la
digestion et 1’équilibre métabolique du nourrisson. Son établissement précoce est influencé
par plusieurs facteurs, au premier rang desquels le mode d’accouchement. Cette étude vise a
évaluer I’impact du mode d’accouchement (voie basse ou césarienne) sur I’établissement et la
diversité du microbiote intestinal chez les nourrissons. Notre étude a porté sur six nouveau-
nés, dont trois nés par voie basse et trois par césarienne. Des échantillons fécaux ont été
prélevés aux jours 1 et 10 de vie, puis analyses par culture sur milieux sélectifs.Les résultats
montrent que les nouveau-nés par voie basse présentent dés le premier jour une colonisation
précoce par des bactéries bénéfiques de genre Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus et
Escherichia coli. A dix jours, leur flore évolue vers une dominance de genres Bifidobactéries
et lactobacilles, typique d’un microbiote protecteur, particulierement chez les nourrissons
allaités. En revanche, les nouveau-nés par césarienne ont un microbiote initialement appauvri,
dominé par des bactéries d’origine cutanée ou hospitaliére appartenant aux genres
Staphylococcus et Streptococcus. La naissance par césarienne pourrait ainsi contribuer a une
dysbiose néonatale, avec des implications potentielles sur la santé a long terme. Des stratégies
comme [’allaitement maternel, ['usage de probiotiques ou le réensemencement vaginal

pourraient limiter ces effets.

Mots clés: microbiote intestinal, mode d’accouchement, nourrissons, césarienne,

colonisation précoce.



Abstract

The infant gut microbiota plays a fundamental role in immune development, digestion, and
metabolic balance. Its early establishment is influenced by several factors, foremost among
them the mode of delivery. This study aims to evaluate the impact of delivery mode (vaginal
birth vs. cesarean section) on the establishment and diversity of the intestinal microbiota in
newborns. Our study involved six newborns, three delivered vaginally and three by cesarean
section. Fecal samples were collected on days 1 and 10 of life and analyzed using culture on
selective media. Results show that vaginally delivered newborns exhibit early colonization
from day one by beneficial bacteria of the genera Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
and Escherichia coli. By day ten, their flora evolves towards a dominance of Bifidobacteria
and lactobacilli, typical of a protective microbiota, especially in breastfed infants.In contrast,
cesarean-born newborns have an initially depleted microbiota dominated by skin- or hospital-
derived bacteria belonging to the genera Staphylococcus and Streptococcus. Cesarean delivery
may thus contribute to neonatal dysbiosis, with potential long-term health implications.
Strategies such as breastfeeding, probiotic use, or vaginal seeding could help mitigate these

effects.

Keywords: gut microbiota, mode of delivery, infants, cesarean section, early colonization.
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Le tractus gastro-intestinal (GI) humain abrite une population complexe et dynamique
de micro-organismes (Thursby et Juge. 2017). Un étre humain héberge 10 bactéries dans
son tube digestif, autant que de cellules humaines dans son corps (Sokol, 2019). Le
microbiote, englobant une vaste gamme de micro-organismes tels que les bactéries, les virus,
les champignons et les archées, joue un role indispensable dans de nombreux processus
physiologiques, allant de 1’absorption des nutriments & la modulation du systeme immunitaire.
(Inchingolo et al.., 2024). Le microbiote s’établit progressivement aprés la naissance et

atteint une composition proche de celle de I’adulte vers I’age de 3 ans (Sokol, 2019).

Au début de la vie, le microbiote intestinal est instable, trés évolutif et peu diversifié. A
la naissance, I’intestin du nouveau-né est un milieu aérobie, principalement colonisé par des
bactéries telles qu’Escherichia et Enterococcus. Ces bactéries facultatives profitent de
I’oxygene résiduel pour se développer, ce qui entraine une baisse du potentiel redox et
favorise la transition vers un environnement anaérobie. A ce stade, les bactéries anaérobies
strictes, comme les Firmicutes (notamment les Clostridia), les Bacteroidetes, ainsi que les
bifidobactéries — éléments clés du microbiome intestinal du nourrisson — commencent a
s’implanter. Les bifidobactéries peuvent représenter jusqu’a 37 % du microbiote intestinal au
cours des premiers mois de vie. En plus de ces dernicres, d’autres genres bactériens tels que
Veillonella, Streptococcus, Citrobacter, Escherichia, Bacteroides et Clostridium dominent
également le microbiome intestinal du nourrisson (Linehan et al .., 2022) .

La composition de ce microbiote évolue des la naissance sous 1’influence de nombreux
facteurs, notamment I’environnement, 1’alimentation, les conditions d’hygiéne et les
traitements médicamenteux. L’un des premiers ¢léments déterminants est toutefois le mode
d’accouchement : Une naissance par voie basse expose le nouveau-né a la flore vaginale de la
mere, tandis qu’une césarienne 1’expose davantage aux bactéries cutanées. Cette premicre
colonisation microbienne joue un role essentiel dans le développement du microbiote
intestinal ( Debré et Le Gall, 2014).

Les différences observées entre les modes d’accouchement sont particuliérement
marquées au cours de la période néonatale, mais tendent a s’atténuer avec le temps. Le
microbiome intestinal des nourrissons nés par voie basse présente une proportion plus

importante de Bacteroides spp., Bifidobacterium spp et Escherichia coli, tandis que celui des
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nourrissons nés par césarienne est caracterisé par une plus forte présence de Klebsiella,

Enterococcus, Streptococcus et Enterobacter spp (Younge, 2023) .

Bon nombre des micro-organismes surreprésentés chez les nouveau-nés nés par
cesarienne sont des pathogénes opportunistes fréquemment associés au milieu hospitalier. Par
ailleurs, ce mode d’accouchement est aussi lié a une concentration plus élevée de geénes de

résistance aux antibiotiques dans le microbiote néonatal (Younge, 2023) .

Le mode d’accouchement, qu’il soit par voie basse ou par césarienne, influence
significativement 1’établissement et la diversité du microbiote intestinal chez les nourrissons.
En réalité, les nourrissons nés par accouchement par voie basse acquiérent principalement le
microbiote vaginal de leur meére, tandis que ceux nés par césarienne sont exposes a un
microbiote distinct, provenant notamment de la peau maternelle et de 1’environnement
hospitalier. Cette disparité initiale dans I’établissement de la colonisation microbienne

pourrait impacter le développement immunitaire et la santé a long terme des enfants.

L’objectif de ce travail est d’¢tudier I'impact du mode d’accouchement sur
1’établissement et la diversité du microbiote intestinal chez les nourrissons, en évaluant I’effet
de I’accouchement par voie basse ou par césarienne sur la composition initiale du microbiote

et son évolution durant les 10 premiers jours.
Le mémoire est divisé en deux grandes parties :

> La premiere partie constitue une revue bibliographique, organisée en deux
chapitres : le premier chapitre présente le microbiote intestinal, en détaillant sa
composition ainsi que son role fondamental dans I’organisme, tandis que le second
chapitre s’intéresse a I’établissement du microbiote chez le nouveau-né, en
expliquant les mécanismes d’implantation dés la naissance.

> La deuxieme partie est expérimentale et comprend deux chapitres le chapitre
Matériel et méthodes décrit les principales techniques utilisées pour 1’isolement et
I’identification des bactéries, suivi du chapitre Résultats et discussion qui expose les
résultats obtenus et leur analyse approfondie, et enfin, une conclusion avec des

perspectives.
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Introduction au microbiote intestinal

1.1. Défintion

Le microbiote intestinal distal désigne 1’ensemble des micro-organismes présents dans
le colon. Il s’agit d’un écosysteme complexe, constitué majoritairement de bactéries, mais
aussi, dans une moindre mesure, d’archées, d’eucaryotes et de virus. Cet écosystéme compte
environ 10%* cellules bactériennes (El Kaoutari et al., 2014 ), réparties en quatre phyla
bactériens principaux : Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria. Les
Firmicutes et les Bacteroidetes représentent les deux phyla dominants du microbiote, avec une
présence respective de 60 a 75 % et de 30 a 40 % (Landman et Quévrain, 2016) . Le
nombre de génes microbiens non redondants atteint 3,3 millions, soit jusqu’a 150 fois plus
que le nombre de génes codant pour des protéines dans le génome humain (estimé entre 20
000 et 25 000). Cette vaste population microbienne vit en symbiose avec son hote et se nourrit
a la fois de substrats d’origine végétale et animale issus de 1’alimentation, ainsi que de

substrats endogenes tels que les mucines produites par I’hote (EI Kaoutari et al., 2014).
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Figure 1:Schéma du tractus gastro-intestinal et de la répartition de son microbiote.

Disponible sur :https://hal.science/tel-01215192/
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Pour chaque partie du tractus digestif, les principaux stress physico-chimiques, la

concentration bactérienne et les genres (ou espéces) constituant la flore sont indiqués.
1.2. Composition générale du microbiote intestinal chez I’adulte

Le microbiote intestinal est composé d’environ un millier d’espeéces bactériennes
différentes, représentant prés d’un kilogramme du poids corporel humain. A ces bactéries
s’ajoutent également des eucaryotes unicellulaires, tels que des levures et des protozoaires
(Gérard, 2012). Parmi les 50 phylums bactériens identifiés a ce jour, quatre dominent et sont

régulierement retrouvés dans le microbiote intestinal (EI Kaoutari et al., 2014) :

= Le phylum des Firmicutes (notamment les genres Eubacterium, Clostridium,
Ruminococcus, Butyrivibrio et Faecalibacterium) est généralement le plus abondant,
regroupant a lui seul plus de la moitié des bactéries intestinales ;

= Les Bacteroidetes (essentiellement Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas) sont
également omniprésents et, avec les Firmicutes, forment le duo dominant du
microbiote, représentant ensemble 10 a 30 % des bactéries totales ;

= Le phylum Actinobacteria (principalement les Bifidobacteria) est moins fréquemment
majoritaire et constitue genéralement moins de 10 % de la population bactérienne
(Gérard, 2012).

= Le phylum Proteobacteria, dont fait partie le genre Escherichia (EI Kaoutari et al.,
2014).

Les autres groupes bactériens sont plus rares dans le microbiote intestinal dominant. Par
exemple, les lactobacilles et les streptocoques comptent généralement pour moins de 2 %,
tandis que les entérobactéries représentent moins de 1 % du total bactérien (Gérard, 2012).

I.3.Importance du microbiote intestinal

L’exploration du microbiote intestinal a révélé son role essentiel non seulement dans la
physiologie intestinale, mais aussi dans la santé humaine de maniere plus globale, au point

d’étre considéré comme un véritable « organe caché » ( Landman et Quévrain, 2016) .

Le microbiote joue une fonction de barriére contre les micro-organismes pathogenes,
notamment en instaurant une compétition pour les nutriments nécessaires a leur prolifération,

ainsi qu’en produisant certains métabolites aux propriétés antimicrobiennes. Il contribue
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¢galement a la maturation et au maintien de I’homéostasie du systéme immunitaire. Grace a
des mécanismes complexes de rétrocontrole, il dialogue avec ce systéme, permettant une
réponse adaptée contre les agents pathogénes tout en favorisant une tolérance a certains

antigenes jugeés inoffensifs (Gschxind et al., 2018) .

Un microbiote en équilibre influence favorablement la digestion de composes tels que
les polysaccharides, les glycosaminoglycanes et les glycoprotéines, la synthese de vitamines,
le métabolisme des acides aminés et des sels biliaires, ainsi que celui des xénobiotiques, entre
autres (Landman et Quévrain, 2016).

En revanche, un déséquilibre du microbiote intestinal, appelé dysbiose, entraine des
perturbations fonctionnelles majeures. Ce phénomeéne est associé a diverses pathologies
digestives (maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, cancer colorectal...), mais
¢galement a des troubles métaboliques comme 1’obésité ou des troubles neuro

développementaux tels que I’autisme (Landman et Quévrain, 2016).
I.4. Principaux facteurs influencant le microbiote intestinal.

Des milliards de micro-organismes ont évolué¢ en paralléle avec 1’étre humain et
continuent de s’adapter constamment a sa physiologie. Il est donc essentiel de comprendre les
facteurs qui modulent ces communautés microbiennes. Bien que la composition du microbiote
intestinal soit propre a chaque individu, plusieurs parametres sont reconnus comme influents,
tels que I’alimentation, le mode de vie, la prise de médicaments, I’environnement, les

premiéres années de vie ou encore la génétique (Deschasaux et al., 2019). (Figure 02).
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Figure 2:Modificateurs du microbiote intestinal. (Salazar et al., 2023)
1.4.1. Alimentation

L’alimentation joue un réle fondamental dans la modulation de la composition et de la
diversité du microbiote intestinal, c’est-a-dire 1’ensemble des micro-organismes vivants
présents dans le tube digestif. Une alimentation riche en fibres, fruits, 1égumes, céréales
complétes et aliments fermentés favorise la croissance de bactéries bénéfiques telles
que Bifidobacterium et Faecalibacterium prausnitzii, connues pour leur role anti-
inflammatoire et leur capacité a produire des acides gras a chaine courte (AGCC) comme le
butyrate, essentiels a la santé de la muqueuse intestinale (Sonnenburg et Backhed, 2016 ;
Makki et al.., 2018). En revanche, un régime de type occidental, riche en graisses saturées,
sucres simples et produits ultra-transformés, est associé a une diminution de la diversité
microbienne, une augmentation de bactéries pathobiontes (comme Escherichia coli) et un
risque accru de dysbiose (Zmora et al..,, 2019). Ces modifications peuvent avoir des
conséquences sur la perméabilité intestinale, I'inflammation et le développement de troubles
métaboliques ou digestifs. Les effets de I’alimentation sur le microbiote peuvent apparaitre
rapidement (en 24 a 48 h), mais leur maintien dépend d’une consommation continue et

variée (David et al., 2014).
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1.4.2. Allaitement

La naissance constitue une étape majeure dans 1’établissement du microbiote intestinal.
Bien que le feetus soit classiquement considéré comme stérile, cette hypotheése est aujourd’hui
discutée (Lecerf, 2021) Le lait maternel contribue activement a la colonisation du tractus
digestif de 1’enfant. Il contient non seulement des bactéries vivantes, mais aussi de grandes
quantités d’oligosaccharides servant de substrats a certaines espéces bactériennes bénéfiques.
De plus, le lait maternel transmet une immunité passive via des IgA spécifiques, qui ciblent

majoritairement des antigénes bactériens (Hazebrouck, 2017).

1.4.3. Médicaments (Antibiotiques)
Le devenir et l'activité des médicaments sont souvent dictés non seulement par I'néte lui-
méme, mais aussi par les micro-organismes présents dans le tractus gastro-intestinal (Walsh
Jetal., 2018).

Les antibiotiques ont un impact profond et souvent délétére sur le microbiote intestinal.
Ils provoquent une dysbhiose importante en réduisant la diversité bactérienne et en éliminant
des bactéries bénéfiques comme Bifidobacterium et Faecalibacterium prausnitzii (Jernberg
et al., 2010 ; Becattini et al., 2016). Cela favorise la prolifération de bactéries pathogenes
telles que les Enterobacteriaceae et augmente le risque d’infections a Clostridioides
difficile ainsi que de diarrhées associées aux antibiotiques (Dethlefsen et Relman, 2011 ;
Buffie et Pamer, 2013). Les altérations du microbiote peuvent persister pendant plusieurs
mois, avec un rétablissement parfois incomplet de la flore d’origine (Jernberg et al., 2010 ;
Francino, 2016). Chez les nourrissons, une exposition précoce aux antibiotiques a été liée a
un risque accru d’obésité, de maladies allergiques et de troubles métaboliques (Cox et Blaser,
2015).

1.4.4. Facteurs génétiques

La contribution de la génétique a la composition du microbiote intestinal reste sujette a
discussion (Cahana et Iragi, 2020) .Bien que de nombreux facteurs environnementaux aient
une influence sur le microbiote, la génétique de 1’hote joue aussi un rodle, en interaction
complexe avec I’environnement (Quin et al., 2022) .Le corps humain est colonisé par une
grande diversité d’especes microbiennes, apportant a 1’hote des bénéfices considérables a
travers diverses fonctions. Ces microbes produisent notamment des métabolites pouvant servir
de sources d’énergie pour le métabolisme cellulaire, soutenir le développement et le bon

fonctionnement du systéme immunitaire, et empécher la colonisation par des agents
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pathogénes. L’intestin humain héberge un écosystéme microbien d’une grande diversité. Le
séquencage répété du geéne de I’ARN ribosomique 16S (ARNr) ainsi que les études
métagénomiques ont montré que chaque microbiome intestinal posséde une combinaison

microbienne unique (Scepanovic et al.., 2019).
1.4.5. Stress

Le stress, omniprésent dans la vie quotidienne humaine, a divers effets biologiques, de plus
en plus reconnus comme incluant la modulation des micro-organismes commensaux présents
dans le tractus gastro-intestinal (Karl et al., 2018). A mesure que les niveaux de stress
augmentent, 1’incidence des troubles psychiatriques liés au stress s’¢éléve également. Des
données précliniques et cliniques ont montré comment I'exposition au stress peut altérer le
microbiote intestinal et ses métabolites, affectant ainsi la physiologie de I'hdte (Madison et
Bailey, 2024). Le stress psychologique est associé a des modifications de 1’abondance du

microbiote intestinal (Ma et al., 2023).

Le microbiote intestinal influence la réponse au stress, I’humeur, I’anxiété et la dépression.
En retour, un stress chronique perturbe 1’équilibre microbien, entrainant une diminution des
bactéries  bénéfiques et une inflammation locale et systémique. Cette interaction
bidirectionnelle entre le stress et le microbiote pourrait jouer un réle dans ’apparition de

troubles émotionnels comme 1’anxiété ou la dépression (Foster et al.., 2017).
I.5. Implication du microbiote en pathologie humaine

1.5.1. Syndrome de P’intestin irritable (SII)

Le syndrome de I’intestin irritable (SII) est le trouble fonctionnel chronique du systéme
gastro-intestinal le plus fréquent. 1l se manifeste par une altération de la motilité intestinale,
des douleurs viscérales et des ballonnements abdominaux (Lajoie et al., 2021) (Figure N°
04) .De nombreuses personnes atteintes présentent également des comorbidités
psychologiques, notamment de 1’anxiété et de la dépression (Almonajjed et al., 2025). Le SlI
se décline en plusieurs sous-types selon la symptomatologie dominante : constipation,
diarrhée, mixte ou non classifie. Divers traitements ciblant le microbiote — incluant les
antibiotiques, les probiotiques, les prébiotiques, les synbiotiques, la transplantation de
microbiote fécal (TMF) et les modifications alimentaires — constituent des approches

prometteuses pour la prise en charge de cette pathologie ( Napolitano et al., 2023) .
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Figure 3: Principaux facteurs de risque du syndrome du c6lon irritable (SCI) (Napolitano et
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1.5.2. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)

Cette altération de 1’équilibre de la microflore intestinale, appelée dysbiose, peut avoir
plusieurs origines : (1) une alimentation déséquilibrée, trop riche en graisses d’origine
animale et pauvre en fibres ; (2) une perturbation brutale de I’écosysteme intestinal,
provoquée par exemple par une gastroentérite aigué ou un traitement antibiotique ; (3)
I’accumulation, dés la petite enfance, de facteurs perturbant la mise en place d’un microbiote
sain, comme le suggere I’hypothése hygiéniste. Chacune de ces situations peut constituer un
facteur de risque pour le développement de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin
(MICI). Par ailleurs, la dysbiose peut favoriser la prolifération de pathobiontes — des micro-
organismes habituellement inoffensifs devenant pathogénes dans certaines conditions —
susceptibles d’aggraver 1’inflammation intestinale (Figure N°05) . C’est le cas notamment
d’Escherichia coli adhérent et invasif (AIEC), une souche bactérienne suspectée de jouer un

réle clé dans la physiopathologie des MICI (Rahmouni et al., 2016) .

Génétique

- Variants du gene
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- ATG16L1 - Dérégulation microbes/hote
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- Infections...

- Réduction de la diversité
de la microflore luminale
- Bactéries pathogeénes (AIEC, etc.)

Figure 5: Maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) (Rahmouni et al., 2016) .

La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) sont les deux principales
formes de maladies inflammatoires chroniques de ’intestin (MICI). Elles se manifestent par
une inflammation persistante d’une portion du tube digestif, résultant d’une hyperactivation

inappropriée du systeme immunitaire intestinal (Rahmouni et al., 2016) .

10



Chapitre I : Synthese Bibliographie
[ -

1.5.3. Maladies métaboliques

L’obésité, définie par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30 kg/mz, est un
trouble multifactoriel résultant d’interactions complexes entre le mode de vie, la génétique,
I’alimentation, 1’inflammation et le microbiote intestinal. Elle atteint aujourd’hui des
proportions épidémiques dans les sociétés occidentales et s’accompagne de nombreuses
complications, telles que la résistance a I’insuline, le diabéte de type 2, un risque accru de
cancers et de maladies cardiovasculaires, pouvant mener a une mortalité prématurée. Le role
du microbiote intestinal dans la prise de poids s’expliquerait notamment par une meilleure
extraction de I’énergie des aliments, en influengant I’expression des génes métaboliques de
I’hdte au niveau intestinal. Un régime alimentaire riche en graisses pourrait également
aggraver cette tendance, directement ou par 1’intermédiaire de modifications du microbiote

(Kulkarni et al., 2023 ; Xu et al., 2024).

Le diabéte sucré de type 2 (DT2), maladie chronique caractérisée par une
hyperglycémie et une résistance a I’insuline, est également associ¢ a des altérations de la
composition du microbiote intestinal. Chez les patients atteints de DT2, on observe une
diminution des bactéries bénéfiques et une prolifération de souches potentiellement
pathogenes. Cette dysbiose pourrait jouer un réle clé dans la pathogenese de la maladie, en

favorisant I’inflammation et en compromettant 1’intégrité de la barriére intestinale (Kulkarni

etal., 2023 ; Xu et al., 2024) .
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Figure 6: De la dysbiose intestinale aux maladies métaboliques (Burcelin et al., 2013)
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1.5.4. Maladie cardiovasculaire

L’hypertension constitue le principal facteur de risque des maladies cardiovasculaires et
cérébrovasculaires, et s’associe fréquemment a d’autres facteurs aggravants, pouvant entrainer
des pathologies graves telles que les affections cardiaques, cérébrales ou rénales. Bien que son
mécanisme précis reste encore mal élucidé, de nombreuses données récentes suggeérent une

implication étroite du microbiote intestinal dans son développement (Ge et al.,2024) .

Une ¢étude transversale a notamment montré que, dans I’insuffisance cardiaque
chronique, le microbiote se caractérise par une composition altérée, une faible diversité
bactérienne et une diminution des bactéries productrices de butyrate, des modifications
susceptibles d’induire une activation immunitaire chronique. Chez les patients hypertendus,
on observe une augmentation de bactéries potentiellement nuisibles, telles que Klebsiella,
Streptococcus et Parabacterium, associées a des réponses pro-inflammatoires et a une
immunité intestinale affaiblie. Parallelement, les bactéries productrices d’acides gras a chaine

courte — reconnues pour leurs effets bénéfiques — sont réduites (Ge et al.,2024).

L’athérosclérose est une pathologie vasculaire dégénérative caractérisée par
I’accumulation de plaques constituées de composants sanguins tels que les lipides et les sucres
complexes. Courante parmi les maladies cardiovasculaires, elle représente l’'une des
principales causes de mortalité et constitue une menace majeure pour la santé humaine. Son
développement repose sur des mécanismes complexes impliquant des troubles du
métabolisme lipidique, une inflammation locale ou systémique, un stress oxydatif, un
dysfonctionnement de I’endothélium vasculaire, ainsi que des facteurs de risque traditionnels
comme le diabéte, ’hypertension, 1’obésité ou le tabagisme. Le microbiote intestinal joue
également un rodle important en modulant le métabolisme du cholestérol, en influencant la
réponse immunitaire, en produisant des métabolites bactériens tels que les acides gras a
chaine courte (AGCC), et en migrant potentiellement vers les tissus des plaques d’athérome,

contribuant ainsi a la progression de la maladie (Mao et al., 2024)

1.5.5. Maladies neurologiques et psychiatriques

La dépression et I’anxiété sont des troubles mentaux fréquents qui compromettent
fortement la qualité de vie, affectant la capacité a travailler, a étudier et a interagir au
quotidien. Des recherches récentes ont mis en lumiere une interaction bidirectionnelle entre le
tube digestif et le cerveau, connue sous le nom d’« axe microbiote-intestin-cerveau ». Cette

communication complexe suggére que le microbiote intestinal peut influencer le systeme

12



Chapitre I : Synthese Bibliographie
[ -

nerveux en modulant des processus physiologiques, cognitifs et émotionnels par
I’intermédiaire de voies neuronales, immunitaires et chimiques. La nutrition, en participant a
I’équilibre de la flore intestinale, pourrait également agir sur cet axe et impacter 1’humeur
ainsi que les fonctions cognitives. Toutefois, en raison de la complexité des troubles
psychiatriques et de la variabilité interindividuelle du microbiote, il demeure difficile d’établir

des liens de causalité clairs (Clerici et al., 2025).

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative se manifestant par
un déclin progressif des fonctions cognitives et de la mémoire, ce qui en fait la forme de
démence la plus répandue. Avec le vieillissement croissant de la population mondiale, le
nombre de personnes atteintes de démence devrait atteindre 78 millions d’ici 2030. Ces
dernieres années, la MA s’est imposée comme un enjeu majeur de santé publique, affectant le
bien-étre global et la qualité de vie des populations a 1’échelle mondiale (Li et al.,2024).
D’aprés I’OMS, la démence touche 50 millions de personnes dans le monde, dont 60 a 70 %
souffrent de MA (Jimenez-Garcia et al.,2024).

Des recherches récentes ont mis en évidence une association entre la dysbiose du
microbiote intestinal et les altérations physiopathologiques observées dans la MA, telles
qu’une agrégation anormale de la protéine AP au niveau cérébral, une réponse inflammatoire
accrue, un dysfonctionnement du systéme immunitaire ainsi que des dommages neuronaux et
synaptiques (Liang et al.,2024).Les mécanismes potentiels impliqués dans la pathogenése de
la MA, médiés par le microbiote intestinal, incluent notamment : d’une part, des interactions
anormales entre le microbiote et I’hote pouvant augmenter la perméabilité de I’épithélium
intestinal ; d’autre part, la dysbiose intestinale pourrait également entrainer une altération de
la barriéere hémato-encéphalique (BHE) et contribuer a la formation de dépdts amyloides
(Liang et al., 2024).

1.5.6. Le Cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR) représente la troisieme forme de cancer la plus fréquente a
I’échelle mondiale, ainsi que la quatrieme cause de mortalité et de morbidité liées au cancer.
Le microbiote intestinal, ainsi que les altérations cellulaires qui lui sont associées, constitue

un facteur émergent impliqué dans le développement du CCR (Raljbar et al., 2021).

Le microbiote observé chez les patients atteints de CCR présente une composition
bactérienne distincte de celle d’un microbiote intestinal sain. Il inclut notamment des souches

spécifiqguement associées au CCR, telles que Bacteroides fragilis, Streptococcus gallolyticus,
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Enterococcus faecalis et Escherichia coli, ainsi que d'autres bactéries recemment identifiees
comme Fusobacterium nucleatum, Parvimonas, Peptostreptococcus, Porphyromonas et
Prevotella (Rebersek, 2021).

Ce microbiote joue un réle dans la carcinogenese colorectale a travers plusieurs
mécanismes, notamment 1’induction de I’inflammation, la modulation de Ila réponse
immunitaire et 1’altération du métabolisme des composés alimentaires. Ces processus peuvent
entrainer la production de substances microbiennes nocives, comme certains métabolites ou

génotoxines (Rebersek, 2021).

1.5.7. Allergie et asthme

La relation entre le microbiote intestinal et les maladies intestinales, ainsi que son
interaction avec 1’environnement immunitaire pulmonaire, est désignée sous le terme « axe
intestin-poumon ». Ce lien bidirectionnel suscite un intérét croissant, notamment en raison de
I’augmentation mondiale de I’incidence de I’asthme bronchique. Il est désormais largement
reconnu que les micro-organismes intestinaux, ainsi que leurs produits métaboliques, peuvent
influencer directement ou indirectement 1’apparition et la progression de 1’asthme. Des études
ont mis en évidence une moindre abondance de certaines bactéries bénéfiques — telles que
Bifidobacterium, Faecalibacterium, Lachnospira, Roseburia, Ruminococcus et Bacteroides
— ainsi que du champignon Malassezia, chez les jeunes enfants souffrant d’asthme ou de
respiration sifflante atopique. Ces micro-organismes pourraient ainsi jouer un role protecteur
contre le développement de ces troubles respiratoires (M Zhang et al., 2025 ; R Aslam et al.,
2024).

1.6. Approches thérapeutiques : les probiotiques et la transplantation fécale

1.6.1. Les probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en
quantités adéquates, améliorent la santé de 1’hdte. Ils appartiennent principalement aux genres
Lactobacillus et Bifidobacterium, issus de la flore humaine ou de produits laitiers fermentes
(Coudeyras et Forestier, 2010). Parmi les plus utilisés figurent la levure Saccharomyces
cerevisiae (boulardii) et diverses souches bactériennes de ces deux genres (Tsai et al., 2019).
Les probiotiques agissent dabord en colonisant durablement I'néte, puis en modulant le
microbiote commensal afin de rétablir I'équilibre microbien normal (Kesika et al., 2021).
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Les pathologies les couramment ciblées sont les diarrhées, maladies inflammatoires
chroniques intestinales et allergies. D’autres pathologies commencent a s’intéresser a
I’approche probiotique comme 1’obésité, les maladies métaboliques, ainsi que les maladies

psychiatriques (Butel, 2014).

L'utilisation de ces derniers dans une approche thérapeutique pourrait réduire le recours
aux antibiotiques (Kesika et al., 2021). Les effets bénéfiques des probiotiques ont longtemps
été attribués a leur capacité a rétablir 1’équilibre de la flore intestinale. Il est désormais
reconnu que les probiotiques peuvent contribuer a la restauration ou a ’amélioration du
microbiote, non pas tant en modifiant sa composition, mais plutdt en agissant sur ses
fonctions physiologiques. De nombreux probiotiques ont d’ailleurs été isolés a partir du
microbiote de sujets sains, en comparaison a celui de patients atteints de pathologies ou
présentant une susceptibilité accrue. Ainsi, le rdle principal des probiotiques consiste
généralement & compenser ou prévenir les effets néfastes des dysbioses, ou encore a s’intégrer
temporairement au microbiote afin de renforcer ses fonctions endogenes (Coudeyras et
Forestier, 2010).
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Figure 7: Caractéristique des souches probiotiques. (Butel ,2014)

1.6.2. La transplantation de microbiote fécale (TMF)

La transplantation de microbiote fécale (TMF), également appelée bio-inoculation (Joly
et al., 2017), consiste a soigner une personne malade en lui transférant le microbiote intestinal
d’un donneur en bonne santé dans I’intestin d’un receveur afin de traiter un trouble lié a des

déséquilibres du microbiote intestinal (Procari et al., 2023).
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La TMF a démontré une efficacité robuste dans le traitement de I'ICD récurrente (ICDr)
et est désormais recommandée avec un niveau de preuve élevé. L'ICD est une maladie
principalement d'origine écologique, caractérisée par une perte des propriétés de barriére du

microbiote intestinal.

Dans une telle situation, la TMF agirait comme une « réinitialisation » pour restaurer la
richesse et la diversité du microbiote intestinal et prévenir la croissance et la pathogénicité de
Clostridioides difficile. En effet, une ou deux TMF suffisent a guérir I'lCDr dans 90 % des cas
(Benech et Sokol, 2020). L'amélioration de la réponse au traitement TMF est influencée par
quatre facteurs clés : la sélection du donneur, la préparation du receveur, la production du
greffon et le processus de mise en ceuvre et de gestion du TMF. Parmi ceux-ci, I'identification
des donneurs efficaces est considérée comme I'étape la plus critique (Tian et al., 2024).
Cependant, I’intérét croissant se tourne désormais vers d’autres indications, notamment les
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) et le syndrome métabolique (de
Groott et al., 2017).
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I1. Etablissement du microbiote chez le nouveau-né

11.1. Etablissement et développement du microbiote intestinal chez le

nourrisson

I1.1.1. Transmission in utero

Les microbiomes présents dans différents sites du corps humain se développent dés le
plus jeune &ge, certains étant transmis verticalement par la mére au cours de la période
périnatale (Xiao et zhao, 2023). Cette transmission microbienne joue un réle fondamental
dans I’établissement du microbiote initial du nouveau-né, influencant de maniére significative
son développement futur. Le transfert de micro-organismes de la mére a I’enfant débute dés le

début de la grossesse et se poursuit bien au-dela de 1’accouchement.
> Placenta

L’établissement initial du microbiote intestinal du nourrisson se fait principalement
par la transmission verticale des microbes de la meére. Les chercheurs pensent que la
transmission du microbiome entre la mere et le bébé commence avant 1’accouchement.
Certaines études ont montré que les femmes enceintes qui prennent des probiotiques
spécifiques peuvent transmettre leur microbiote intestinal au fcetus via le placenta, influengant

ainsi le développement du microbiote intestinal feetal (Yang et al., 2021).
> Liquide amniotique

Le liquide amniotique joue un rdle crucial dans le développement du feetus. Il protege
le feetus des chocs externes, maintient la température et la stabilité utérines, et offre un
environnement de vie optimal pour le feetus. Le feetus avale constamment le liquide
amniotique, et les micro-organismes présents dans ce liquide pénétrent dans I’intestin feetal ;
ainsi, le liquide amniotique pourrait étre important pour le microbiote intestinal du nourrisson.
Des études récentes ont montré que le microbiote intestinal du nourrisson pourrait provenir du

liquide amniotique. Les microbes présents (Yang et al., 2021).
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I1.1.2. Transmission lors de I’accouchement

Le mode d’accouchement est aujourd’hui reconnu comme un facteur déterminant
majeur dans I’acquisition et le développement initial du microbiote intestinal, notamment au
cours de la premiére année de vie (Lai et al., 2024). A la naissance, les nourrissons possédent
une communauté microbienne intestinale relativement simple, qui se complexifie
progressivement pour atteindre une composition proche de celle de 1’adulte vers I’age de trois
ans. Parmi les nombreux facteurs influencant la composition et 1’évolution du microbiote
durant cette période, le mode d’accouchement occupe une place centrale (Mitchell et al.,

2024).
> Voie césarienne

Les nourrissons nés par césarienne présentent une composition microbienne
intestinale précoce sensiblement différente de celle des nourrissons nés par voie vaginale. On
observe notamment une richesse et une diversité bactériennes moindres, ainsi qu’une
colonisation réduite par des espéces bénéfiques telles que Bacteroides, Lactobacillus et
Bifidobacterium (Mitchell et al., 2024) . En revanche, une colonisation plus rapide et plus
abondante par des bactéries du genre Clostridium est souvent constatée chez ces enfants
(Coudeyras et Forestier, 2010). Cette signature microbienne propre a la césarienne peut
persister jusqu’a 1’age de six mois, malgré les effets modulateurs potentiels de 1’allaitement

maternel sur le microbiome (Mitchell et al., 2024).

Si I’absence de contact direct avec la flore vaginale et périnéale maternelle est
généralement invoquée pour expliquer ce retard ou ce décalage de colonisation,
I’administration prophylactique d’antibiotiques a la mére avant ou aprés la césarienne est
¢galement susceptible d’en altérer significativement la dynamique (Coudeyras et Forestier,
2010).

> Voie basse

En cas d’accouchement par voie basse, le nourrisson est expos¢ des la naissance au
microbiote maternel, qui constitue le premier inoculum microbien (Suarez-Martinez et al.,
2023). Il est largement admis que la flore intestinale des nouveau-nés nés par voie vaginale
provient en grande partie des bactéries présentes dans I’intestin, le vagin, la peau de la mere,

ainsi que d’autres sources environnementales proches (Lai et al., 2024 ; Mitchell et al.,2024).
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Cette primo-colonisation bactérienne concerne un tractus gastro-intestinal initialement stérile.
Les premicres espéces acquises sont majoritairement d’origine maternelle — vaginale, fécale
Ou cutanée — avant que ne s’ajoutent des micro-organismes issus de I’environnement, tels
qu’Escherichia coli et des streptocoques. Rapidement, le microbiote s’enrichit de bactéries
provenant de 1’alimentation lactée, notamment les bifidobactéries et les lactobacilles, suivies

plus tard par des genres comme Bacteroides et Eubacterium (El Kaoutari et al., 2014) ;

11.1.3. Transfert par I’allaitement

Le lait maternel est un biofluide extrémement complexe et trés variable, qui a évolué au
fil des millénaires pour nourrir les nourrissons et les protéger contre les maladies pendant que
leur propre systeme immunitaire se développe. La composition du lait maternel humain
change en réponse a de nombreux facteurs, s’adaptant aux besoins de I’enfant en fonction de
son age et d’autres caractéristiques. Par conséquent, on considere généralement que la
composition du lait maternel est spécifiquement adaptée par chaque mere pour refléter

précisement les besoins de son nourrisson (Andreas et al., 2015).

Le lait maternel (LM) est la source normative de nutrition pour les nourrissons durant
les six premiers mois de vie. Il est considéré comme une source essentielle de nutriments,
contenant environ 87 % d'eau, 3,8 % de lipides, 1,0 % de protéines et 7 % de lactose, ce
dernier et les lipides fournissant respectivement 40 % et 50 % de I'énergie totale apportee par
le lait. Le lait maternel contient également des cellules immunitaires, des microARN, des
hormones et des composés bioactifs aux propriétés anti-inflammatoires et anti-
infectieuses. Parmi  ces composants figurent des cytokines, des chimiokines, des
immunoglobulines, des hormones, des facteurs de croissance, des oligosaccharides et des

peptides antimicrobiens tels que la bactériocine et la lactoferrine (Duale et al., 2022).

L’allaitement maternel fagonne le microbiote intestinal des les premiers instants de la
vie, a la fois directement par 1I’exposition du nouveau-né au microbiote du lait maternel, et
indirectement, via des facteurs présents dans le lait maternel maternel qui influencent la
croissance et le métabolisme des bactéries, tels que les oligosaccharides du lait humain, les
IgA sécrétoires et les facteurs antimicrobiens. Le potentiel du lait maternel a moduler le
microbiote intestinal précoce de la progéniture représente un outil prometteur van den (van
den Elsen et al., 2019).

11.2. Composition genérale du microbiote intestinal chez le nourrisson
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Le microbiote intestinal du nourrisson présente initialement une faible diversite, qui
augmente ensuite avec le développement précoce. Les microbes qui colonisent I’intestin sont
généralement des bactéries aérobies, car 1’intestin est aérobie. Aprés 1’age adulte, les microbes
colonisés durant la petite enfance seront remplacés par des bactéries anaérobies typiques de
I’intestin. Des études sur le microbiote intestinal des nourrissons ont montré que des
Clostridia, Enterobacteria et Streptococci étaient observés dans les intestins des nourrissons
au cours des deux premiers jours aprés la naissance. Les Clostridia, Bacteroides et
Bifidobacterium apparaissent dans les intestins de 40 % des nourrissons des le troisieme jour.
Entre le 4éme et le 7éme jour, Bifidobacterium devient dominant, avec sa plus grande
abondance relative. Avant le sevrage, ’abondance relative des Bacteroides augmente
progressivement pour concurrencer Bifidobacterium dans I’intestin du nourrisson. Apres la
diversification alimentaire, la composition du microbiote intestinal du nourrisson devient
similaire a celle des adultes. Deux a trois ans aprés la naissance, le microbiote intestinal du

nourrisson se développe progressivement vers celui de 1’adulte (Yao et al., 2021)

Oral mucosa
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Figure 8: La composition du microbiote varie selon les différents sites corporels chez le
nourrisson. (Milani et al., 2017)
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Cette recherche s'inscrit dans un contexte ou il est établi que le mode de naissance joue
un role crucial dans la colonisation bactérienne du nourrisson, avec des différences notables
entre les bébés nés par voie basse, qui héritent principalement du microbiote intestinal
maternel, et ceux nés par césarienne, dont le microbiote est davantage influencé par
I'environnement hospitalier. L'objectif de cette étude est d'évaluer Il'impact du mode
d'accouchement sur la composition et la diversité du microbiote intestinal chez les
nourrissons. Plus précisément, cette étude vise a comparer les communautés bactériennes
présentes dans les selles des nourrissons nés par césarienne et ceux nes par voie basse, afin
d'évaluer I'impact du mode d'accouchement sur la colonisation bactérienne initiale et la

diversité microbienne chez les jeunes enfants, en tenant compte aussi d'autres facteurs.
I11.1. Cadre et période de réalisation de I’étude

Notre étude a été realisée au laboratoire de bactériologie de 1’hdpital Dr Benzerdjeb a
Ain Témouchent, ainsi qu’au laboratoire pédagogique de I'université d’Ain Témouchent,

durant la période du 10 avril au 3 mai 2025.
111.2. Echantillonnage :

Notre étude a porté sur 3 nouveau-nés nées par voie basse (2 de sexe masculin et 1 de
sexe féminin) et 3 nouveau-nés nés par césarienne (1 de sexe masculin et 2 de sexe féminin),
accueillis au service de néonatologie de 1’hopital Ahmed-Medeghri d’Ain Témouchent et a la

clinique Ibn Sina d’Ain Témouchent, durant la période de Mars 2025 a Avril 2025.

Les échantillons fécaux sont recueillis individuellement et de maniére aseptique dans
des pots a vis stériles, puis transportés au laboratoire dans une glaciere. Leur conservation se
fait a 4 °C, sans dépasser un délai de quatre heures. Les prélevements de selles sont réalisés

aux jours J1 et J10.

Les six nouveau-nés ne présentent aucune pathologie, et leurs méres n’ont regu aucun

traitement antibiotique ni pendant la grossesse, ni durant la période d’allaitement.
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I11.3. Analyses microbiologiques :

= Préparation des suspensions de dilution :

= Les échantillons fécaux :

Des dilutions décimales des féces sont effectuées dans I'eau physiologique (NaCl 0.9%).
Pour chaque prélevement, 1g d’échantillon fécal a 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
I11.4. Isolement et identification des bactéries lactiques :

I11.4.1. Les bifidobactéries :

L'isolement des bifidobactéries est réalisé sur un milieu MRS enrichi en L-cystéine.
Leur dénombrement s'effectue sur ce méme milieu MRS-Cys, incubé en conditions
anaérobies a 37°C pendant 48 heures dans une jarre d'anaérobiose (Martin et al., 2009).
Apres 48 heures d'incubation, les colonies sont sélectionnées en fonction de leur morphologie
observée a la loupe binoculaire, ainsi que selon leur mobilite, leur forme, leur état frais et leur

coloration de Gram.

111.4.2. Les lactobacilles et les streptocoques :

L’isolement des lactobacilles a été effectué sur un milieu MRS (de Man, Rogosa,
Sharpe), incubé a 37°C pendant 48 heures dans des conditions anaérobies strictes. Ce milieu
est bien adapté a la croissance des bactéries lactiques, en particulier les lactobacilles, en raison
de sa richesse en nutriments et de son pH légérement acide (Zheng et al., 2020). Aprés
incubation, les colonies ont été selectionnées en fonction de leurs caractéristiques
morphologiques observées a la loupe binoculaire, puis caractérisées par leur mobilité, leur
forme, leur aspect en état frais, ainsi que leur coloration de Gram. Des repiquages successifs
ont été réalisés a partir de colonies isolées en milieu liquide MRS, afin d’obtenir des cultures
pures. La pureté des souches a été confirmée par observation microscopique aprés coloration
de Gram, les lactobacilles se présentant généralement comme des bacilles Gram positifs
immobiles (Rault et al., 2009).

Les streptocoques ont été isolés a 1’aide du milieu M17, adapté a la culture des
streptocoques notamment Streptococcus thermophilus et d’autres espéces apparentées

(Terzaghi et Sandine, 1975). Les ensemencements ont été incubés pendant 48 heures a deux
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températures différentes : 37°C et 42°C, permettant de discriminer certaines especes
thermophiles. A I’issue de I’incubation, les colonies ont été sélectionnées selon leur
morphologie macroscopique, puis évaluées pour leur forme cellulaire, leur mobilité, leur état
frais et leur coloration de Gram. Des repiquages successifs ont été réalisés a partir de colonies
isolées en bouillon M17, assurant la purification des souches. La pureté a été vérifiée par
examen microscopique apres coloration de Gram (Axelsson, 2004). 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.
2 Examen macroscopique :

L’examen macroscopique des bactéries lactiques a été¢ effectué aprés incubation sur
milieux spécifiques pendant 48 heures a 37 °C en conditions anaérobies. L’observation a 1’ceil
nu ou a I’aide d’une loupe binoculaire a permis de caractériser les colonies selon plusieurs
criteres : forme, bord, relief, brillance, texture,couleur et opacité.Les lactobacilles forment
généralement des colonies petites & moyennes, circulaires, crémeuses ou mates, de couleur
blanchatre. Les bifidobactéries produisent souvent des colonies irrégulieres, opaques, mates,

parfois Iégérement rugueuses (Ventura et al., 2007).

> Examen microscopique :

L’examen microscopique des bactéries lactiques, telles que les bifidobactéries, les
lactobacilles et les streptocoques, a été réalisé selon la méthode classique de la coloration de
Gram, permettant de distinguer les bactéries Gram positives des Gram négatives en fonction

de la composition de leur paroi cellulaire (Beveridge, 2001).

2 Recherche de la catalase :

Le test a ¢été effectué¢ en déposant une goutte de peroxyde d’hydrogene a 3 %
directement sur une lame contenant une colonie bactérienne fraiche. L’absence de
dégagement gazeux (aucune effervescence) indique une reéaction négative, typique des
bactéries lactiques, qui sont géneralement anaérobies ou microaérophiles et dépourvues de
systéeme enzymatique de protection contre le stress oxydatif (Walter, 2008). En revanche, une
réaction positive se manifeste par une production immédiate de bulles d’oxygene,

caractéristique des genres comme Staphylococcus ou Bacillus (Madigan et al., 2015).
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111.4.3. Isolement et identification des staphylocoques :

L’isolement des staphylocoques a été réalisé sur milieu Chapman, un milieu sélectif
contenant du mannitol et une forte concentration en NaCl (7,5 %), permettant de favoriser la
croissance des staphylocoques halotolérants, tout en inhibant celle de nombreuses autres
bactéries Gram négatif ou sensibles au sel (Bannerman, 2003). Les boites ont été incubées a
37°C pendant 48 heures en conditions aérobies. Aprés incubation, les colonies ont été
sélectionnées sur la base de leur apparence macroscopique. Les colonies suspectes de
staphylocoques apparaissent généralement rondes, convexes, lisses, opaques, de couleur jaune

doré a creme selon la fermentation du mannitol (Milheirico et al., 2007).

Les colonies ont ensuite été soumises a une observation microscopique apreés coloration
de Gram. Les staphylocoques se présentent comme des cocci Gram positifs disposés en amas
caractéristiques (en “grappes de raisin”). Des repiquages successifs sur bouillon nutritif et sur
gélose Chapman ont été effectués a partir de colonies isolées afin d’obtenir des cultures pures.
La pureté a été confirmée par observation microscopique. Une fermentation positive du
mannitol (jaunissement du milieu) est un indicateur présomptif de la présence de
Staphylococcus aureus, tandis que d’autres espéces comme S. epidermidis ne fermentent pas
le mannitol (Milheirico et al., 2007 ; Becker et al., 2014).

o L’activité catalytique :

Pour ce faire, une colonie fraiche de culture (incubée 24 a 48 h sur milieu Chapman a
37°C) a été prélevée a I’aide d’une anse stérile et mise en contact avec une goutte de
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) a 3 % déposée sur une lame propre. Une réaction positive se
manifeste immédiatement par une effervescence (formation de bulles d’oxygéne), ce qui

traduit une forte activité catalasique.

I11.4.4. 1solement et identification des Escherichia :

Le dénombrement du genre Escherichia s’effectue sur milieu Hecktoen, incubé a 37°C
pendant 24 a 48 heures. Escherichia coli est isolé par repiquages successifs sur ce méme
milieu, avec une incubation de 24 heures a 37°C. L’identification et la caractérisation des
colonies reposent sur 1’observation macroscopique et microscopique (coloration de Gram), la
détection de la mobilité, ainsi que la réalisation des tests d’oxydase et de production de H,S.

Enfin, une galerie API 20 E (BioM¢érieux) est utilisée pour confirmer 1’identification.
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> Test oxydase :

Pour réaliser le test, une colonie fraiche d’E. coli (24 h d’incubation a 37 °C) est
prélevée avec une baguette ou une anse stérile non metallique, puis appliquée sur une
bandelette commerciale ou un papier filtre imprégné de réactif oxydase (généralement du
tétraméthyl-p-phénylénediamine). Une absence de coloration violette dans les 30 secondes
suivant 1’application indique un test négatif, confirmant que la souche ne posseéde pas
I’enzyme cytochrome c oxydase. Ce test, rapide et facile a mettre en ceuvre, s’avere donc utile
pour différencier les entérobactéries des autres bacilles & Gram négatif, aérobies ou aéro-

anaérobies.

111.4.4.1. Identification d’Escherichia par galerie API 20 E :

La galerie API 20 E est un systetme d’identification d’E. Coli basé sur des tests
standardisés et miniaturisés, comprenant 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.
Ces tests sont inoculés avec une suspension bactérienne préparée a partir de colonies pures
isolées sur milieu Hecktoen, diluées en eau physiologique, ce qui permet de reconstituer les
milieux. Une anaérobiose est créée dans certains tests (ADH, LDC, ODC, URE, H,S) en
remplissant leurs cupules d’huile de paraffine stérile. Les réactions observées se manifestent
par des changements de couleur spontanés ou apres addition de réactifs, et la lecture des

résultats se fait en se référant au tableau de lecture conventionnel. (Joffin et al., 2006).

L'identification d'Escherichia colis a partir de la galerie API 20E implique la saisie des
résultats des tests dans un tableau Excel dédié, permettant ainsi le calcul du profil numérique

et offrant une identification précise grace a une base de données intégrée.
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Chapitre IV : Résultats et Discussion

IV.1. Résultats qualitatifs des selles du nouveau-né

Les toutes premieres selles du nouveau-né, appelées méconium, ont une couleur verte
tres foncee, presque noire. Elles sont denses, épaisses, collantes et souvent sans odeur. Le
nourrisson les expulse généralement au cours des 12 premiéres heures suivant la naissance.
Au fur et & mesure que le nourrisson est nourri au sein, la couleur des selles évolue

progressivement.

Le choix des jours de prélevement, a J1 et J10, pour les échantillons fécaux des
nouveau-nés, qu’ils soient nés par voie basse ou par césarienne, est basé sur 1’évolution du lait
maternel. En effet, le lait maternel du premier jour, appelé colostrum, est épais et jaunatre
jusqu’au septiéme jour. Aprés ce délai, il se transforme en lait de transition, qui devient

progressivement plus blanc et moins dense.

IV.2. Evaluation du microbiote intestinal chez les nouveau-nés nés par voie

basse
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Figure 9: Evolution de la flore fécale chez le premier nouveau-né né par voie basse.
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o Bif (Bleu foncé) : Bifidobactéries, Sterp et Enter (Rouge foncé) : Streptocoques et
Entérocoques, Strep a 42°C (Vert) : Streptocoques thermophilus (& 42°C), Lacto
(Violet) : Lactobacilles, E. coli (Bleu clair) : Escherichia col

Cette figure présente les résultats d'une évaluation du microbiote intestinal chez les
nouveau-nes nés par voie basse, réalisée a deux moments : le jour 1 (J1) et le jour 10 (J10)
aprés la naissance. L’axe vertical indique la concentration bactérienne exprimée en log UFC/g

(unités formant colonies par gramme).

AlJour 1 (J1), les bactéries les plus abondantes dans le microbiote intestinal des
nouveau-nés nés par voie basse sont les Streptocoques et Enterocoques, avec une
concentration d’environ 3,7 log UFC/g. Les Streptocoques a 42°C et
les Lactobacilles présentent une abondance proche, située entre 3,5 et 3,6 log UFC/g. La
bactérie E. coli est modérément présente, avec une concentration d’environ 3,2 log UFC/g,

tandis que les Bifidobactéries, moins abondantes, sont mesurées a environ 2,8 log UFC/g.

A Jour 10 (J10), on observe une Iégére augmentation ou une stabilisation de la majorité
des groupes bactériens. Les Bifidobactéries augmentent nettement, passant de ~2,8 a ~3,5 log
UFC/g, ce qui est un signe positif de maturation du microbiote. Les Lactobacilles augmentent
legérement, de ~3,5 a ~3,6 log UFC/g, tandis que la concentration d’E.coli reste stable ou
diminue légérement, allant de ~3,2 a ~2,9 log UFC/g. Les populations de Streptocoques,
Enterocoques et Streptocoques a 42°C restent globalement stables, avec une Iégere baisse ou
stagnation (Figure N°09).

Cette évolution refléte un profil de colonisation normal chez les nouveau-nés nés par
voie basse, caractérisé par une diversité bactérienne relativement stable et une colonisation
précoce par des bactéries d’origine vaginale ou intestinale, telles que les Streptocoques,
Enterocoques et E. coli. L’augmentation notable des Bifidobactéries, considérées comme
bénéfiques, témoigne d’une maturation favorable du microbiote intestinal entre le premier et

le dixiéme jour de vie.
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Figure 10: Evolution de la flore fécale chez le deuxiéme nouveau-né né par voie basse.

« Bif (Bleu foncé) : Bifidobactéries, Sterp et Enter (Rouge foncé) : Streptocoques et
Entérocoques, Strep a 42°C (Vert) : Streptocoques thermophilus (a 42°C), Lacto

(Violet) : Lactobacilles, E. coli (Bleu clair) : Escherichia coli.

A Jour 1 (J1), les bactéries les plus abondantes dans le microbiote intestinal des
nouveau-nés nés par voie basse sont les Streptocoques et Entérocoques, avec une
concentration d’environ 3,8 log UFC/g. Les Streptocoques a 42°C présentent une abondance
similaire, autour de 3,6 log UFC/g, suivis de pres par les Lactobacilles, également a environ
3,3 log UFC/g. La bactérie E. coli est modérément présente, avec une concentration proche de
3,4 log UFC/g, tandis que les Bifidobactéries sont les moins abondantes, avec une

concentration estimée a 2,8 log UFC/g.

A Jour 10 (J10), une augmentation générale des concentrations bactériennes est
observée. Les Bifidobactéries montrent une nette progression, atteignant environ 3,3 log
UFCl/g, ce qui reflete une bonne dynamique de maturation du microbiote. Les Streptocoques
et Entérocoques, ainsi que les Streptocoques a 42°C, augmentent lIégérement pour atteindre
environ 4 log UFC/g. Les Lactobacilles suivent cette tendance avec une croissance similaire,
avoisinant également 4 log UFC/g a J10. La concentration en E. coli progresse elle aussi,

atteignant une valeur comparable, autour de 4 log UFC/g (Figure N°10).

Cette évolution indique une colonisation intestinale progressive et harmonieuse chez les
nourrissons nés par voie basse. La dominance initiale des bactéries d’origine vaginale ou

périnéale, telles que les Streptocoques, Enterocoques, et E. coli, refléte le passage par le canal
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vaginal au moment de la naissance. La croissance notable des Bifidobactéries, essentielles a
I’équilibre du microbiote infantile, témoigne d’un développement favorable et d’une transition

vers une flore intestinale plus stable et bénéfique au fil des jours.
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Figure 11: Evolution de la flore fécale chez le troisiéme nouveau-né né par voie basse.

o Bif (Bleu foncé) : Bifidobactéries ,Sterp et Enter (Rouge foncé) : Streptocoques et
Entérocoques , Strep a 42°C (Vert) : Streptocoques thermophilus (a 42°C), Lacto
(Violet) : Lactobacilles , E. coli (Bleu clair) : Escherichia coli , Staph:

Staphylococcus

A Jour 1 (J1), les bactéries les plus abondantes dans le microbiote intestinal des
nouveau-nés nés par voie basse sont les Streptocoques et Entérocoques, avec une
concentration d’environ 3,8 log UFC/g, suivies de pres par les Streptocoques a 42°C (environ
3,6 log UFC/g). Les Lactobacilles et E. coli montrent des concentrations similaires, autour de
3,3 log UFC/qg, tandis que les Bifidobactéries sont les moins abondantes a ce stade, avec une

valeur d’environ 2,8 log UFC/g.

A Jour 10 (J10), toutes les populations bactériennes analysées présentent une
augmentation significative. Les Bifidobactéries atteignent environ 3,3 log UFC/g, témoignant
d’une colonisation croissante du microbiote par ces bactéries bénéfiques. Les Streptocoques et
Entérocoques, les Streptocoques a 42°C, ainsi que les Lactobacilles s’établissent tous a une
concentration d’environ 4 log UFC/g, traduisant une évolution stable et équilibrée de ces
flores. De méme, E. coli atteint aussi environ 4 log UFC/g, indiquant une progression

parallele de cette espece (Figure N°11).

Ce profil de colonisation observé chez les nourrissons nés par voie basse met en
évidence une implantation bactérienne précoce et diversifiée. Le passage par le canal vaginal
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semble favoriser I’installation rapide de bactéries d’origine maternelle, notamment les
Streptocoques, Lactobacilles et E. coli. L’augmentation progressive des Bifidobactéries au fil
des jours traduit une maturation positive du microbiote intestinal, essentielle pour le

développement immunitaire et métabolique du nouveau-né.

IV.3. Evaluation du microbiote intestinal chez les nouveau-nés nés par

césarienne
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Figure 12: Evolution de la flore fécale du premier nouveau-né né par césarienne.

« Bif (Bleu fonce) : Bifidobactéries ,Sterp et Enter (Rouge foncé) : Streptocoques et
Entérocoques , Strep a 42°C (Vert) : Streptocoques thermophilus (a 42°C), Lacto
(Violet) : Lactobacilles , E. coli (Bleu clair) : Escherichia coli , Staph:

Staphylococcus

A Jour 1 (J1), le microbiote intestinal des nouveau-nés nés par césarienne est dominé
par les Streptocoques et Entérocoques ainsi que les Streptocoques a 42°C, avec des
concentrations élevées, proches de 3,9 a 4 log UFC/g. En revanche, les autres groupes
bactériens — Bifidobactéries, Lactobacilles, E. coli et Staphylocoques — sont quasiment
absents ou présents a des concentrations trés faibles, inférieures a 0,5 log UFC/g. Cette
disparité indique une colonisation trés partielle et sélective du microbiote dans les premieres

24 heures suivant la naissance par cesarienne.

A Jour 10 (J10), une diversification significative du microbiote est observée. Les
Streptocoques et Entérocoques restent prédominants a environ 3,9 log UFC/g, tout comme les
Streptocoques a 42°C, stables autour de 3,8 log UFC/g. Les Bifidobactéries montrent une
nette augmentation, atteignant environ 3,5 log UFC/g, marquant le début d’une colonisation

bénéfique. Les Lactobacilles et E. coli progressent également, atteignant respectivement
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environ 3,5 et 3 log UFC/g. En revanche, les Staphylocoques restent présents a un niveau tres
faible, autour de 0,2 log UFC/g (Figure N°12).

Ces résultats traduisent un retard initial dans 1’établissement d’une flore intestinale
diversifiée chez les nourrissons nés par césarienne. L’absence de contact direct avec la flore
vaginale maternelle semble favoriser une colonisation initiale dominée par des cocci Gram
positifs, au détriment de bactéries bénéfiques comme les Bifidobactéries et les Lactobacilles.
Cependant, la progression observée entre J1 et J10 témoigne d’une évolution vers un
microbiote plus complexe et équilibré, notamment sous 1’effet de facteurs postnataux comme

[’alimentation.
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Figure 13: Evolution de la flore fécale du deuxiéme nouveau-né né par césarienne.

Bif (Bleu foncé) : Bifidobactéries ,Sterp et Enter (Rouge foncé) : Streptocoques et
Entérocoques , Strep a 42°C (Vert) : Streptocoques thermophilus (a 42°C), Lacto (Violet) :
Lactobacilles , E. coli (Bleu clair) : Escherichia coli , Staph : Staphylococcus

A Jour 1 (J1), les bactéries dominantes dans le microbiote intestinal des nouveau-nés
nés par césarienne sont les Streptocoques et Entérocoques, ainsi que les Streptocoques a
42°C, avec une concentration moyenne avoisinant 3,8 a 3,9 log UFC/g. Les Lactobacilles sont
également présents a une concentration comparable (~3,7 log UFC/g), tandis que E. coli se
situe autour de 3,3 log UFC/g. En revanche, les Bifidobactéries sont moins abondantes, ne
dépassant pas 3,0 log UFC/g. La présence de Staphylocoques est également notable, avec une
concentration proche de 3,2 log UFC/g, ce qui est caractéristique d’une colonisation d’origine

cutanée.
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A Jour 10 (J10), les concentrations bactériennes restent globalement stables, avec de
Iégeres variations. Les Bifidobactéries montrent une augmentation modérée, atteignant
environ 3,4 log UFC/g, ce qui suggere un début de diversification du microbiote. Les
Lactobacilles, les Streptocoques a 42°C et les Streptocoques/Entérocoques conservent une
abondance élevée, autour de 3,8 a 4 log UFC/g. La concentration d’E. coli connait une 1égére
diminution, tombant a ~2,8 log UFC/g, tandis que les Staphylocoques deviennent presque
indétectables a J10, traduisant une élimination progressive de cette flore transitoire (Figure
N°13).

Cette évolution refléete un profil de colonisation propre aux naissances par césarienne,
souvent marqué par une moindre diversité initiale, une colonisation prédominante par des
bactéries cutanées ou environnementales (comme les Staphylocoques), et une maturation plus
lente du microbiote intestinal. L’augmentation des Bifidobactéries a J10 est néanmoins
encourageante, car elle traduit une installation progressive de bactéries bénéfiques essentielles

a I'équilibre intestinal.
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Figure 14: Evolution de la flore fécale du troisiéme nouveau-né né par césarienne.

Bif (Bleu foncé) : Bifidobactéries ,Sterp et Enter (Rouge foncé) : Streptocoques et
Entérocoques , Strep a 42°C (Vert) : Streptocoques thermophilus (a 42°C), Lacto (Violet) :
Lactobacilles , E. coli (Bleu clair) : Escherichia coli, Staph : Staphylococcus

A Jour 1 (J1), le microbiote intestinal des nouveau-nés nés par césarienne est
principalement dominé par les Streptocoques et Entérocoques, ainsi que les Streptocoques a

42°C, avec des concentrations proches de 3,3 a 3,4 log UFC/g. Les Staphylocoques sont
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¢galement bien représentés a ce stade, avec une concentration d’environ 3,3 log UFC/g,
témoignant d’une colonisation cutanée fréquente. En revanche, les Bifidobactéries, les
Lactobacilles et E. coli sont quasiment absents a J1, leur abondance étant proche de O log

UFC/g, ce qui indique une colonisation retardée de ces bactéries intestinales typiques.

A Jour 10 (J10), une nette progression est observée pour plusieurs groupes bactériens.
Les Streptocoques et Entérocoques atteignent une concentration élevée de prés de 4 log
UFC/g, tout comme les Streptocoques a 42°C (~3,7 log UFC/q) et les Staphylocoques (~3,4
log UFC/g), qui se maintiennent & un niveau stable. E. coli connait une augmentation
significative, passant de presque O a environ 2,7 log UFC/g, indiquant une installation
progressive dans le microbiote. Les Bifidobactéries commencent également a apparaitre,
atteignant une concentration estimée a ~2,5 log UFC/g, tandis que les Lactobacilles
demeurent peu présents (Figure N°14).

Ce profil suggere que chez les nourrissons nés par césarienne, la colonisation intestinale
initiale est dominée par des bactéries cutanées et environnementales telles que les
Staphylocoques, avec une installation retardée des bactéries bénéfiques telles que les
Bifidobactéries et E. coli. La montée progressive de ces derniéres entre J1 et J10 témoigne

cependant d’un début de diversification et de maturation du microbiote.
IV.4. Identification des bactéries lactiques

IV.4.1. Les bifidobactéries

En condition anaérobie, les colonies développées sur une gélose MRS enrichie en
cystéine apparaissent blanches, circulaires avec des contours nets, et mesurent environ 1 mm
de diamétre. Apres une coloration de Gram, I'examen microscopique révéle des bacilles Gram
positifs présentant une morphologie irréguliére, et ces bactéries sont généralement observées
isolément (Figure N°15, Figure N°16).
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Figure 15: Aspect des Colonies de Bifidobacterium sur gélose MRS cystéine

(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

Figure 16: Aspect microscopique de Bifidobacterium aprés coloration de Gram (Gr x 100)

(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

IV.4.2. Les Streptocoques
Sur milieu M17, les colonies se présentent sous une forme ronde ou lenticulaire,
bombées, avec une coloration blanchatre. Elles sont Gram positives, catalase négatives, et

s’organisent généralement en paires ou en chaines (Figure N°17, Figure N°18).
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Figure 17: Aspect des Colonies de Streptococcus sur gélose M17

(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

Figure 18: Aspect microscopique de Streptococcus aprées coloration de Gram (Gr x 100)

(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

1VV.4.3. Les Lactobacilles

Les colonies de Lactobacillus se caractérisent par leur petite taille, d’environ 1 mm de
diametre, leur couleur blanchatre ou laiteuse, leur surface lisse, convexe, et leur contour
circulaire régulier. Les résultats aprés coloration de Gram et test de catalase révélent que ces
lactobacilles sont des batonnets Gram positifs et catalase négative. Toutes les cellules
présentent une morphologie en batonnets, avec des modes d’association variables. Au
microscope, les bacilles apparaissent soit isolés, soit regroupés en paires ou en chaines. Ces
observations permettent une classification initiale des isolats selon leur coloration Gram, leur

morphologie cellulaire et leur mode d’association (Figure N°19, Figure N°20).

35



Chapitre IV : Résultats et Discussion

Figure 19: Aspect des Colonies de Lactobacillus sur gélose MRS

(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

Figure 20: Aspect microscopique de Lactobacilles aprés coloration de Gram (Gr.x 100)

(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

IVV.5. Escherichia coli

Aprés 24 heures d'incubation a 37°C sur milieu solide Hektoen, la caractérisation
macroscopique permet de décrire les colonies bactériennes selon plusieurs critéres tels que la
taille, la pigmentation, le contour, 1'aspect et la viscosité. Les colonies d’Escherichia coli sont
bombees, brillantes, de couleur orange saumon. Elles présentent un contour régulier et un
diameétre d'environ 3 mm. L'examen microscopique aprés coloration de Gram révele des

coccobacilles Gram négatif (Figure N°21, Figure N°22).
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Figure 21: Aspect des Colonies d’ Escherichia coli sur gélose Hektoen (Photo prise par
GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

Figure 22: Aspect microscopique d’Escherichia coli aprés coloration de Gram (Gr.x 100).
(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).
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Figure 23: Résultat des tests biochimiques sur galerie API20E pour I’identification
d’Escherichia colis (Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).

IV.6. Identification de Staphylococcus

Les colonies de Staphylococcus sont lisses, bombées et brillantes, de couleur dorée, et
provoquent un virage du milieu Chapman vers le jaune en raison de la fermentation du

mannitol. Cette bactérie est catalase positive.

A T’examen microscopique, les staphylocoques se présentent sous forme de coques
Gram positives, disposées en petits amas, en diplocoques ou en trés courtes chainettes de 3a 5
éléments. Le regroupement caractéristique en « grappes » ou en « amas », rappelant une

grappe de raisin (Figure N°24).

Figure 24: Aspect des colonies de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman

(Photo prise par GUERMOUCHE et GUEDIM, 2025).
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IV.7. Discussion

Le microbiote intestinal du nouveau-né constitue un écosysteme dynamique essentiel a
I’établissement du systéme immunitaire, a la régulation du métabolisme et a la maturation de
la barriére intestinale.Sa composition initiale est largement déterminée par le mode
d’accouchement, qui influence les premiéres bactéries colonisant le tractus digestif. Cette
colonisation précoce joue un réle clé dans la structuration et la diversité future du microbiote,

ainsi que dans la santé genérale du nourrisson.

Nos résultats ont montré qu’au J1, les bébés nés par voic basse présentent une
colonisation intestinale précoce par plusieurs groupes bactériens. Les streptocoques et
entérocoques sont bien représentés (=3,4 log UFC/g), tout comme les streptocoques
thermophiles (42°C), indiquant une flore en cours de mise en place. Notamment, E. coli est
déja présent a un niveau modéré (=2,5 log UFC/g), ce qui refléte une contamination périnatale
par les bactéries fécales maternelles. Les Lactobacilles sont détectables dés J1, ce qui est
cohérent avec leur réle comme flore vaginale dominante. En revanche, les bifidobactéries

sont peu présentes a ce stade.

Au J10, une évolution significative est observée. On note une augmentation marquée
des bifidobactéries (=3,8 log UFC/g), des lactobacilles et d’E. coli, alors que les
streptocoques restent stables. Ces résultats indiquent une évolution naturelle vers un
microbiote de type « commensal bénéfique », riche en bactéries protectrices. Ce profil est

typique des nourrissons allaités et nés par voie vaginale.

D’apres Arrieta et al. (2014) les nouveau-nés venus au monde par voie basse sont
exposés au microbiote vaginal et fécal de leur mere, ce qui facilite une colonisation rapide par
des bactéries telles que Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia coli et Bacteroides. Ces
microorganismes jouent un rdle crucial dans la maturation du systeme immunitaire, la
digestion des oligosaccharides présents dans le lait maternel, ainsi que dans le renforcement

de la barriére intestinale.

Des les premiéres heures de vie, le nouveau-né commence a développer son microbiote

intestinal. Le lait maternel contient en effet de faibles concentrations de bactéries non
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pathogenes telles que Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Staphylococcus,
Corynebacterium et Bifidobacterium. Généralement, les premiéres bactéries sont détectables
dans les selles peu de temps apres la naissance, et la colonisation par Bifidobacterium s’établit

habituellement dans les quatre jours suivants (Bezirtzoglou et Stavropoulou ,2011).

Les bactéries anaérobies, qui prédominent dans le microbiote intestinal de 1’adulte, font
partie des premiers microorganismes rencontrés lors d’un accouchement par voie basse. Selon
Bjursell et al.(2006), elles ne deviennent dominantes dans I’intestin qu’aprés que les

anaérobies facultatifs ont épuisé 1’oxygeéne disponible

A TP’inverse, les profils obtenus chez les nouveau-nés nés par césarienne révélent une
flore appauvrie et dominée par des bactéries environnementales. Au J1, les Streptocoques,
Entérocoques, Streptocoques a 42°C et surtout les staphylocoques sont fortement représentés
(=3,2-3,4 log UFC/g), traduisant une colonisation d’origine cutanée ou hospitalicre. Les
Lactobacilles et Bifidobactéries sont quasiment absents. Cette faible abondance peut étre liée
a des facteurs tels que le mode d’alimentation, I’absence d’allaitement maternel, ou encore

I’'usage précoce d’antibiotiques, qui altérent la composition du microbiote intestinal.

Selon Dominguez-Bello et al. (2010) ainsi que Urbaniak et al. (2014), les genres les
plus abondants, Streptococcus et Staphylococcus, ont également été identifiés respectivement

dans la cavité buccale, la peau et le tissu mammaire

Au J10, une certaine progression des Lactobacilles et d’E. coli est observée, mais reste
inférieure a celle mesurée chez les bébés nés par voie basse. Les Bifidobactéries, bien qu’en
Iégere augmentation, restent significativement moins abondantes. Cette différence suggére un
retard dans D’installation du microbiote intestinal protecteur. La persistance des

staphylocoques a J10 confirme la dominance d’une flore opportuniste.

Ces observations concordent avec les travaux d’Azad et al. (2013) et de Penders et al.
(2006), qui ont démontré que 1’accouchement par césarienne entraine un retard dans la
colonisation par les bactéries d’origine maternelle. A la place, des espéces telles que
Staphylococcus, Corynebacterium et Propionibacterium, majoritairement issues de la peau et
de I’environnement hospitalier, deviennent prédominantes. Or, cette flore cutanée est moins
favorable au bon développement du systeme immunitaire et pourrait contribuer a des

déséquilibres microbiens persistants.
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La comparaison entre les deux groupes révele une différence significative en termes de
richesse et de diversité bactérienne. Ces résultats sont en accord avec ceux de Dominguez-
Bello et al. (2010) ainsi que Rutayisire et al. (2016), qui soulignent que les nouveau-nés
issus d’un accouchement par voie basse bénéficient d’une colonisation microbienne précoce,
principalement dominée par des especes bénéfiques. En revanche, les nourrissons nés par
césarienne présentent un microbiote moins diversifié, avec un retard dans I’apparition des

bactéries protectrices, ce qui conduit souvent & un déséquilibre qualifié de dysbiose néonatale

Ce déséquilibre microbiologique a des conséquences notables. Plusieurs études ont en
effet démontré que les enfants nés par césarienne présentent un risque accru de développer
certaines maladies chroniques, telles que 1’asthme, les allergies alimentaires, 1’obésité ou
encore le diabéte de type 1 (Arrieta et al., 2014 ; Rutayisire et al., 2016). Ces effets
pourraient s’expliquer en partie par une stimulation immunitaire insuffisante durant les
premiers jours de vie, liée a une composition altérée du microbiote intestinal (Neu et
Rushing, 2011 ;Arrieta et al., 2014)

Il convient également de souligner que I’allaitement maternel peut compenser
partiellement ce retard de colonisation. Le lait maternel apporte des prébiotiques, notamment
des oligosaccharides, qui favorisent la croissance des Bifidobactéries, ainsi que des anticorps
et des agents antimicrobiens. Par ailleurs, des approches visant a restaurer un microbiote plus
favorable — telles que I’administration de probiotiques ou la technique du « vaginal seeding »
(réensemencement microbien vaginal) font actuellement I’objet d’études pour limiter les
effets indésirables associés a la naissance par césarienne (Penders et al., 2006 ; Palmer et al.,
2007).

Les facteurs environnementaux pourraient jouer un rdle plus déterminant que
I’allaitement dans la colonisation intestinale postnatale. En particulier chez les nouveau-nés
nés par césarienne, ces facteurs influencent de maniére significative le développement du
microbiote. L’installation d’une flore intestinale stable y est souvent retardée, marquée
notamment par une faible présence de Bacteroides spp et la colonisation par un nombre

restreint d’autres bactéries.

Chez les nourrissons de trés faible poids de naissance, 1’hospitalisation en unité de soins
intensifs néonatals souvent accompagnée d’antibiothérapie prolongée, de nutrition
parentérale, d’un retard dans [’alimentation orale et de procédures invasives comme

I’intubation, modifie profondément la composition du microbiote. L’intestin de ces nouveau-
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nés est colonisé par un éventail bactérien limité, ou Lactobacillus et Bifidobacterium spp sont
rarement, voire jamais détectés. Selon Fanaro et al. (2003), les bactéries prédominantes dans
le microbiote intestinal comprennent des especes telles gu ’Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis et

Staphylococcus haemolyticus.

Bien que nos résultats soient en accord avec les données existantes, ils présentent
certaines limites liées a 1’approche culturale employée. Une analyse métagénomique, reposant
sur le séquengage a haut débit du géne 16S rRNA, permettrait d’obtenir une vision plus
exhaustive de la composition du microbiote, notamment pour les bactéries anaérobies strictes
comme Bacteroides, qui sont difficiles a cultiver par des méthodes classiques. Par ailleurs, un
suivi prolongé au-dela du 10 jour de vie serait nécessaire afin d’évaluer plus précisément la
dynamique de stabilisation du microbiote intestinal (Palmer et al., 2007 ; Turnbaugh et al.,
2007).
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Le développement de 1’écosystéme intestinal chez le nourrisson est un processus
finement cordonné, ayant des répercussions majeures sur la santé aussi bien a court qu’a long
terme. La période pré-sevrage, c’est-a-dire les trois a quatre premiers mois de vie, constitue

une phase cruciale pour la maturation du microbiome intestinal.

Les résultats de cette étude confirment 1’influence déterminante du mode de naissance
sur la colonisation microbienne intestinale du nourrisson. lIls appellent a une meilleure prise
en compte de cet aspect dans les pratiques obstétricales et néonatales, afin de promouvoir un
développement microbiotique optimal dés les premiers jours de vie, en particulier chez les

enfants nés par césarienne.

Le mode d’accouchement constitue un facteur clé¢ dans la mise en place du microbiote
intestinal du nouveau-né. La naissance par voie basse permet un transfert vertical des
microorganismes maternels, en particulier issus du microbiote vaginal et intestinal, facilitant
ainsi une colonisation précoce, riche et équilibrée. Cette diversité microbienne initiale joue un
role fondamental dans la maturation du systeme immunitaire, le développement métabolique
et la protection contre les agents pathogenes. A I’inverse, les nourrissons nés par césarienne
sont privés de ce contact direct avec le microbiote maternel et développent une flore
intestinale initialement moins diversifiée, souvent dominée par des bactéries d’origine cutanée
ou hospitaliére. Cette altération précoce peut perturber la succession naturelle des espéces

microbiennes et retarder la stabilisation d’un microbiote.

De plus, I’administration prophylactique d’antibiotiques lors des césariennes, bien
qu’indispensable d’un point de vue médical, pourrait accentuer le déséquilibre du microbiote
intestinal et favoriser I’émergence de souches résistantes. Dans ce contexte, des approches
alternatives comme 1’allaitement maternel exclusif, 1’usage ciblé de probiotiques, ou encore
les techniques d’ensemencement vaginal, suscitent un intérét croissant pour atténuer ces

effets.

Le microbiote est devenu un sujet central tant dans la communauté scientifique que dans
les médias grand public. L’avénement des nouvelles technologies de séquencage de I’ADN a
profondément transformé les méthodes de recherche au cours de la derniére décennie, ouvrant
ainsi de nombreuses perspectives dans divers domaines. Selon les spécialistes, I’approche
métagénomique devrait étre enrichie par des analyses complémentaires telles que la

métaphysique, la protéomique, la métabolomique, ainsi que par I’intégration de métadonnées
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notamment des informations cliniques et alimentaires afin de mieux comprendre la

composition et le fonctionnement du microbiome.

La métagénomique guide le développement de stratégies visant a moduler le microbiote,
notamment chez les nourrissons nés par césarienne, via des probiotiques ciblés, des
prébiotiques ou des transferts microbiens. Elle permet aussi de mieux comprendre les

mécanismes d’effet barriére contre les pathogenes.

La métagénomique offre une perspective intégréee, a la fois taxonomique, fonctionnelle
et dynamique, pour étudier I’impact du mode d’accouchement sur le microbiote intestinal des
nourrissons. Elle est un outil clé pour déchiffrer les interactions microbiennes précoces et leur

influence sur la santé a long terme.
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Annexes :
Annexe 01 : Milieu MRS (de Man, Rogosa, Sharpe)

But : Favoriser la croissance des bactéries lactiques, notamment Lactobacillus spp.
Composition typique (g/L) :

e Peptone: 10

e Extrait de levure : 5

e Extrait de viande : 8

e Dextrose (glucose) : 20
e Acetate de sodium : 5

e C(Citrate d’ammonium : 2
e K,HPO, (phosphate dipotassique) : 2
e MgS0,-7H,0:0,2

e MnSO,-H,0 : 0,05

e Tween80:1mL

e pH ajusté a 6,2

Annexe 2 : Milieu MRS + cystéine

But : Cultiver les bactéries lactiques anaérobies strictes (comme Bifidobacterium spp.)
Composition :

« Milieu MRS standard
e L-cystéine HCI1 : 0,05 a 0,5 g/L (agent réducteur pour réduire 1’oxygene — conditions

anaérobies)
Annexe 03: Milieu Hektoen Enteric (HE)

But : Isolement des entérobactéries pathogénes, surtout Salmonella et Shigella, a partir des

selles
Composition typique (g/L) :

« Peptones (pancréatique et animale) : 16
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« Extrait de levure : 3

e Lactose : 12

« Saccharose : 12

« Salicine : 2

« Bile ox gall : 9 (inhibe Gram +)

«NaCl : 5

« Thiosulfate de sodium : 5

« Citrate de sodium : 9

« Fer ammoniacal : 1,5 (pour précipitation de H,S — colonies noires)
« Bromothymol blue, fuchsine acide (indicateurs de pH)
epH=7,5

Lecture des résultats :

« Salmonella — colonies vertes/noires (H,S +)
e Shigella — colonies vertes

« Fermentateurs (ex : E. coli) — colonies jaune-orangées

Annexe 04 : Milieu Chapman (Milieu a la mannitol-sel ou MSA)

But : Sélectif pour Staphylococcus spp., différentiel pour S. aureus

Composition typique (g/L) :

e Peptone : 10

« Extrait de viande : 1

e NaCl : 75 (7,5%) — inhibe la plupart des autres bactéries
« Mannitol : 10

« Rouge de phénol : 0,025 (indicateur de pH)

e Agar : 15
epH~74
Lecture :

o S. aureus — fermente le mannitol — jaune

e S. epidermidis — non-fermenteur — rose/rouge
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Annexe 05 : Milieu M17

But : Cultiver des bactéries lactiques, surtout les streptocoques lactiques (ex : Streptococcus

thermophilus)
Composition typique (g/L) :

« Peptone trypsique : 5

« Peptone de caséine : 5

« Extrait de viande : 5

« Extrait de levure : 2,5

e Lactose : 5

 Disodium B-glycérophosphate : 19 (tampon)
« Ascorbate de sodium : 0,5

«MgSO, : 0,25

epH = 6,9

Annexe 07 : Interprétation de la galerie API 20E (de haut en bas) :

Code du test Résultat Interprétation
ONPG + Jaune— B-galactosidase présente
ADH - Orange — Arginine dihydrolase absente
LDC + Jaune— Lysine décarboxylase présente
oDC + Jaune— Ornithine décarboxylase
présente
CIT - vert— Ne consomme pas le citrate
H2S - Pas de précipité noir
URE - Jaune— Urease absente
TDA - Jaune— Tryptophane désaminase
absente
IND + Rose apres réactif Kovac— Production
d’indole
VP - Incolore— Test VVoges-proskauer
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négatif

GEL - Pas de diffusion— Gélatinase absente

GLU + Jaune— Fermentation du glucose

MAN + Jaune— Fermentation du mannose

INO - Orange— Pas de fermentation de
I’inositol

SOR + Jaune— Fermentation du sorbitol

RHA + Jaune— Fermentation du rhamnose

SAC - Orange— Pas de fermentation du
saccharose

MEL - Orange— Pas de fermentation du
mélibiose

AMY - Orange— Pas de fermentation de
I’aydaline

ARA + Jaune— Fermentation de 1’arabinose

Annexe 08 : Une suspension bactérienne fraiche a été étalée en un frottis mince sur une lame
propre, séchée a I’air libre puis fixée a la flamme. La coloration a été effectuée en quatre
étapes : application du cristal violet pendant une minute, mordancage avec le lugol pendant
une minute, décoloration rapide a 1’éthanol a 95 % pendant 10 a 20 secondes, puis contre-
coloration avec la fuchsine ou la safranine pendant 30 secondes (Bartholomew & Mittwer,
1952). Apres ringages a I’eau entre chaque étape et séchage, les lames ont été observées au
microscope optique a immersion (objectif 100x). Les bifidobactéries sont apparues comme
des bacilles Gram positifs, irréguliers ou ramifiés, parfois en forme de Y ou de V (Ventura et
al., 2007). Les lactobacilles se sont présentés sous forme de bacilles droits ou légérement
courbés, également Gram positifs, généralement en chaines courtes (Hammes & Hertel,
2009). Enfin, les streptocoques sont apparus comme des cocci violets, disposés en chainettes
typiques, témoignant aussi d’une paroi de type Gram positif (Axelsson, 2004). Cet examen
constitue une étape essentielle pour confirmer la morphologie et 1’identification présomptive

des bactéries lactiques avant des analyses plus spécifiques.
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