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INTRODUCTION

L’homme vit en permanence en association étroite avec une population complexe de
micro-organismes se trouvant dans son tractus digestif et formant le microbiote intestinal. En
effet, nous ingérons chaque jour une quantité importante de bactéries vivantes, présentes de
maniere fortuite dans notre alimentation ou au contraire ajoutée volontairement par ’homme.

L’idée d’incorporer des micro-organismes dans 1’alimentation humaine ou du moins

d’utiliser les effets bénéfiques potentiels de la présence de ces micro-organismes remonte a la
plus haute Antiquité. Différents laits fermentés par des bactéries, parfois découverts de
maniere accidentelle, sont ainsi utilisés dans le monde depuis plusieurs centaines d’années. En
effet, le lait fermenté, découvert de fagon fortuite d’aprés certaines 1égendes, proviendrait des
peuples nomades d’Asie Centrale qui I’utilisaient pour la conservation de leurs denrées
périssables.
Prés de quatre cents noms différents de laits fermentés traditionnels et industriels sont
recensés a travers le monde. Le plus connu est le yaourt, ou yogourt, mot d’origine bulgare
provenant de ’association de deux mots : « yog » voulant dire épais et « urt » pour lait. Ces
spécialités laitieres portent des noms différents mais leur composition est souvent la méme.

Il semble que le yogourt ait été introduit en France a la Renaissance. On raconte que,
au XVI*™sijécle, le roi de France Francois I*, souffrant de diarrhée persistante, avait essayé
plusieurs traitements sans succés quand un meédecin turc lui fut envoyé. Il avait avec lui des
brebis et une recette secrete : celle du yogourt, lait fermenté par Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus dans des conditions de température et de durée définies. Le roi fut
rapidement guéri de son infection intestinale.

Depuis plusieurs siecles, diverses populations ont consommé des produits fermentés
par des micro-organismes. lls utilisaient cette fermentation pour la conservation des aliments
et ont peu a peu découvert de nouveaux effets bénéfiques de ces produits sur la santé. Des
essais réalisés ces dernieres décennies ont rapporté que les micro-organismes contenus dans
ces produits fermentés possedent des propriétés prophylactiques et thérapeutiques. Ces micro-
organismes bénéfiques pour la santé ont été appelés « probiotiques ».

Des études ont alors été réalisées en grand nombre afin de comprendre les mécanismes
d’action de ces micro-organismes sur I’organisme de 1’homme, mais également afin de
démontrer tous leurs effets. Parmi ceux-ci, des investigations ont découvert leur intervention
dans le bon fonctionnement du transit intestinal, le rétablissement de 1I’équilibre du microbiote
intestinal, 1’amélioration de certaines affections intestinales et plus récemment dans la
régulation du systéme immunitaire a I’origine de I’amélioration des pathologies allergiques ou
hivernales.



1. Qu’est-ce qu’un probiotique ?

1.1. Définition

Le terme de probiotique est dérivé de deux mots grecs, « pro » et « bios », signifiant
littéralement « pour la vie », en opposition au terme antibiotique, signifiant « contre la vie ».
Il fit son apparition au debut du siecle dernier suite a I’observation de I’influence de certains
micro-organismes sur le microbiote intestinal.

Dés le milieu du XIX®™ siécle, Pasteur a fait des travaux sur la fermentation. 1l a alors
prouvé que des organismes spécifiques étaient responsables de la fermentation. En 1902, deux
médecins francais, Khoury et Rist, ont isolé pour la premiére fois les bactéries présentes dans
le laban égyptien, lait fermenté traditionnel.

C’est le Prix Nobel russe Elie Metchnikoff, biologiste de 1’Institut Pasteur de Paris,
qui, au début du XX®™ sigcle, attribua au lait fermenté des bienfaits, en I’occurrence sur la
longévité de certains peuples nomades bulgares, grands consommateurs de yogourt (il a été
démontré plus tard que ces notions de longévité étaient basées sur 1’absence d’état civil dans
ces contrées, permettant aux anciens de s’autoproclamer centenaires). Il proposa alors
I’ingestion de bactéries vivantes, particuliecrement des bactéries lactiques, pour réduire les
désordres intestinaux et améliorer I’hygiéne digestive, afin de prolonger 1’espérance de vie.

Au méme moment, Henry Tissier, un pédiatre francais, a observé les selles d’enfants
souffrant de diarrhée aigué. Elles renfermaient un petit nombre de bactéries bifides en
comparaison a celles d’enfants sains, qui en contenaient en abondance. Il pensa alors que ces
bactéries pourraient étre administrées aux patients souffrant de diarrhée aigué pour aider a
rétablir un microbiote intestinal sain.

Les observations de ces deux chercheurs étant trés attractives, des produits ont
rapidement été commercialisés. Mais les résultats n’ont pas toujours €té a la hauteur des
espérances. Le concept de probiotique a alors été jugé comme scientifiquement non prouvé et
ces produits n’ont plus eu d’intérét durant plusieurs décennies, excepté dans la recherche en
alimentation animale. C’est ainsi que la consommation de produits laitiers fermentés
augmenta en Europe et en Amérique du Nord jusque dans les années 1920, pour ensuite
diminuer.

Dans les années 1960, des chercheurs se sont de nouveau intéressés au microbiote
intestinal et ont étudié les effets des bactéries la constituant sur diverses pathologies.
C’est sans doute Ferdinand Vergin qui a introduit en 1954 le terme de probiotique, comparant
dans I’écrit « Anti- und Probiotika » les effets délétéres des antibiotiques sur le microbiote
intestinal avec les effets favorables des bactéries bénéfiques.
En 1965, Lilly et Stillwell parlent des probiotiques comme des micro-organismes secretant
une substance stimulant la croissance d’autres micro-organismes.
Puis le terme de probiotique a eté propose en 1974 par Parker pour désigner les souches
microbiennes utilisées en alimentation animale pour contrer les effets négatifs des
antibiotiques et renforcer leur efficacite.
En 1989, Fuller, trouvant la définition de Parker trop vague, redéfinit les probiotiques comme
des préparations microbiennes vivantes utilisées comme additif alimentaire et ayant une
action bénéfique sur I’animal hote en améliorant la digestion et I’hygiene intestinale.



Tout au long des années 90, de nombreuses définitions ont été proposées. En 1992,
Havenaar redéfinit les probiotiques comme étant une mono- ou polyculture de micro-
organismes vivants qui, sur I’homme ou I’animal, a une influence bénéfique en améliorant les
propriétés de la microflore endogéne.

En 1996, plusieurs définitions ont été proposées. Pour Salminen, il s’agit d’une culture
microbienne vivante ou d’un produit laitier ensemencé qui exerce un effet positif sur la santé
et la nutrition de 1’hote. De Vrese les présente comme des suppléments alimentaires constitués
de micro-organismes vivants exercant un effet positif sur I’hote. Schaafsma les décrit comme
des micro-organismes vivants qui, a partir d’une certaine quantité ingérée, exercent un effet
positif sur la santé au-dela d’un simple bénéfice nutritionnel.

L’allemand Schrezenmeier les décrit, en 1997, comme étant des micro-organismes vivants qui
exercent un effet positif sur la santé de 1’hdte (animal ou humain) via un meilleur équilibre du
microbiote intestinal. Il modifia cette définition en 1998, pour des micro-organismes exercant
un effet positif sur la santé de 1’hdte en augmentant la flore endogéne. La méme année, Zoppi
propose une variante de cette définition ; il s’agit pour lui d’un aliment microbien vivant qui
exerce un effet positif sur 1’équilibre microbien intestinal. Quant a Diplock, il parle
d’ingrédient alimentaire microbien vivant bénéfique pour la santé.

Le mot probiotique a donc connu de nombreuses définitions toutes trés proches les
unes des autres.

Celle retenue a été proposée en 2002 par la F.A.O. (Food and Agricultural
Organization) et adoptée par d’autres organisations comme 1’0O.M.S. (Organisation Mondiale
de la Santé) :

« Un probiotique est un micro-organisme vivant (appelé aussi bactérie ou ferment)
qui, ingéré en quantité suffisante, procure un bénéfice sur la santé de I’héte, au-dela des
effets nutritionnels traditionnels ».

L’histoire souligne donc que la définition actuelle pourrait encore évoluer, car les
champs de recherche pour mieux connaitre et comprendre 1’action des probiotiques, sont
encore nombreux : rble en terme de régulation et d’interaction avec le microbiote intestinal,
roles bénéfiques sur la santé...

La définition aujourd’hui adoptée souligne que le concept de probiotique fait appel a 4
notions importantes:

a. Un probiotique est un micro-organisme vivant.
Les micro-organismes tués par la chaleur ne répondent donc pas a la définition des
probiotiques.

b. Un probiotique est ingéré par voie orale.
Il s’agit, dans un grand nombre de cas, de bactéries ou de levures ajoutées aux aliments,
notamment les produits laitiers fermentés, mais aussi de médicaments ou de compléments
alimentaires.

c. Un probiotique exerce un effet bénéfique pour la santé de ’hote.

d. Un probiotique exerce son action en améliorant 1’équilibre du microbiote intestinal.




Une bactérie, pour étre qualifiée de probiotique, doit donc survivre au transit gastro-intestinal,
pouvoir s’établir dans la microflore intestinale et étre retrouvée dans les selles.

Les probiotiques sont donc des micro-organismes bénéfiques pour la santé, mais sont a
différencier des autres agents pouvant étre utilisés pour leur action favorable pour la santé:

- les preébiotiques (substances non digestibles qui induisent un effet physiologique
bénéfique a I’hdte en stimulant de fagon spécifique la croissance et/ou 1’activité d’un nombre
limité de populations bactériennes déja établies dans le c6lon);

- les symbiotiques (produits contenant au moins un probiotique et un prébiotique);

-les bactéries non vivantes (pouvant également induire un effet physiologique
bénéfique. Ces bactéries sont également appelées abiotiques ou agents biothérapeutiques).

Actuellement, quelques genres bactériens et un genre de levure sont utilisés comme
probiotiques:
e Bifidobacterium,
e Lactobacillus,
e Des coques: Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium,
e Des souches de Saccharomyces cerevisiae, parfois déenommées Saccharomyces boulardii.

Certains de ces micro-organismes servent a la production des produits laitiers
fermentés, de Iégumes lactofermentés (la choucroute), du salami (Lactobacillus plantarum,
extrait du levain a pain classique)... Ils sont présents également dans des compléments
alimentaires et des médicaments et dans ce cas le plus souvent sous forme lyophilisée.

1.2. Critéres de sélection des souches probiotiqgues

Du fait de leur utilisation en alimentation humaine, les micro-organismes probiotiques
doivent répondre a un certain nombre de criteres rigoureux de sélection inclus dans la
définition du probiotique. En effet, ces micro-organismes sont choisis pour leur effet
bénéfique sur la santé de ’homme, ils doivent donc étre dénués de toute pathogénicité. Pour
exercer leur activité au niveau intestinal, ils doivent parvenir a leur site d’action sous forme
viable et pouvoir adhérer a la muqueuse intestinale. Enfin, les probiotiques étant administrées
par voie orale, ils sont généralement inclus dans une forme galénique leur permettant de
conserver leurs caractéristiques.

1.2.1. Innocuité totale

La premiére étape réside dans le choix du micro-organisme pouvant étre utilisé comme
probiotique. Celui-ci doit étre exempt de toute pathogénicité.
Ce critére parait évident, mais il convient de le vérifier, surtout si la bactérie administrée
n’appartient pas a la flore normale de I’hote. En théorie, des effets secondaires peuvent étre
associés a la consommation de produits contenant des probiotiques.
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Jusqu’a ce jour, la sécurité d’emploi des probiotiques est excellente. Leur utilisation de
longue date en alimentation humaine, notamment dans les produits laitiers, atteste leur
innocuité. Mais quelques effets secondaires a 1’administration de probiotiques ont été
rapportés ces derniéres années dans la littérature internationale : de rares cas d’infections, des
transferts possibles de genes et une immunostimulation excessive.

a) Les infections

Le risque d’infection liée a I’ingestion de probiotiques par des adultes en bonne santé
est considéré comme négligeable, puisque, par définition, les probiotiques ne sont pas
sélectionnes parmi des micro-organismes pathogénes.

Par exemple, le risque de bactériémie a Lactobacillus rhamnosus GG a été évalué a 0,3 cas
pour 100.000 personnes par an en Finlande, pays grand consommateur de ce probiotique (1).

Mais quelques cas ont été rapportés, notamment des infections locales et systémiques
dues a des lactobacilles et des bifidobactéries. Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis
sont, quant a eux, plus souvent retrouvés dans des infections. Dans la plupart des cas décrits,
I’agent responsable de I’infection provenait de la flore du sujet; mais, parfois, une
consommation récente de probiotiques €tait rapportée dans I’historique.

La levure Saccharomyces boulardii a été responsable d’une trentaine de cas de
fongémies. Mais il s’est avéré que tous les patients étaient porteurs d’un cathéter veineux
central. Apres investigations, la contamination serait due a un portage manuel suite a la
manipulation de sachets ou de gélules contenant Saccharomyces boulardii. La fongémie
régressait spontanément a I’arrét du portage manuel ou apres un traitement antifongique. Dans
certains cas, 1’ablation du cathéter était nécessaire.

Un autre mécanisme d’action a été envisagé : la translocation (passage du micro-
organisme du tractus digestif a travers la barriére intestinale) de la levure, mais aucun cas n’a
été observé a ce jour.

Suite a ces observations, 1’utilisation de la levure Saccharomyces boulardii est contre-
indiquée chez tout patient porteur d’un cathéter veineux central.

Quelques cas d’infection a Lactobacillus rhamnosus ont été imputés a une
translocation bactérienne.
Une femme agée de 74 ans souffrant de diabéte non insulinodépendant et consommant
régulierement ce probiotique a présenté un abceés du foie a Lactobacillus. Mais il n’a pas été
possible de distinguer la souche responsable de cet abces de la souche utilisée comme
probiotique (2).
Un autre cas est survenu chez un homme de 67 ans porteur d’une insuffisance mitrale minime
et consommant régulierement un mélange de probiotiques contenant Lactobacillus rhamnosus
GG, Lactobacillus acidophilus et Enterococcus faecalis. Cet homme a subi une extraction
dentaire associée a un traitement antibiotique par amoxicilline. 1l a développé une endocardite
a Lactobacillus rhamnosus dont la souche isolée dans son sang était similaire en tous points a
la souche présente dans le melange (3).

Une revue rétrospective de 200 cas d’infections a Lactobacillus publiés de 1950 a

2003 a montré que 30% des infections mortelles étaient associées a la présence de
Lactobacillus, mais la mortalité n’était pas attribuée directement aux infections opportunistes.
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Seul un tres faible pourcentage des cas d’infections recensés (1,7%) était associé a une forte
consommation de produits laitiers (4).

Le risque d’infection due a la consommation de probiotiques est donc trés bas et il n’a
pas été mis en évidence, a ce jour, que ces micro-organismes présentent un risque d’infection
plus élevé que les bactéries de la flore commensale. Des cas de septicémies ont été rapportés
chez des personnes immunodéprimées suite a la translocation de bactéries intestinales
normales. Devant ce risque important d’infection, il est aujourd’hui déconseillé d’utiliser des
probiotiques dans cette population.

Chez le nouveau-né et I’enfant en bas 4ge en bonne santé, aucune donnée n’est
actuellement disponible. Chez les prématurés, aucun cas d’infection n’a été rapporté, mais
cette population présente une immaturité immunologique.

Il n’est donc pas recommandé aujourd’hui d’utiliser les probiotiques chez les prématurés
avant d’effectuer des recherches spécifiques sur le risque d’infection li¢ a leur administration.

b) La résistance aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques est un critére prérequis auquel les probiotiques doivent
se conformer pour assurer leur innocuité.

Dans le tractus digestif, des genes microbiens, notamment de résistance aux
antibiotiques, peuvent étre transférés des probiotiques au microbiote intestinal, mais aussi de
ce microbiote aux probiotiques. Ces transferts peuvent se faire a partir des éléments mobiles
que le microbiote renferme mais aussi aprés libération de I’ADN cellulaire suite a la lyse
cellulaire de ces micro-organismes. Il est donc nécessaire de contrbler les souches de
probiotiques pour étre str qu’elles ne contiennent pas de génes de résistance.

Une équipe francaise a testé la résistance aux antibiotiques de 50 souches de
bifidobactéries isolées chez I’homme, les animaux et dans 1’alimentation. Toutes ont montré
une faible résistance a un ensemble de 30 antibiotiques. Ces bactéries n’étant pas porteuses de
génes de résistance aux antibiotiques, cette étude confirme que le risque lié a 1’utilisation de
ces bactéries en alimentation humaine est négligeable (5).

Une autre équipe a testé la résistance aux antibiotiques de quatre souches de
probiotiques : Lactobacillus rhamnosus HNO0O01, Lactobacillus rhamnosus HNO067,
Lactobacillus acidophilus HNO17 et Bifidobacterium lactis HNO19. Les auteurs ont conclu
gue ces quatre souches montrent peu de résistance aux 18 antibiotiques testés, que ce soit des
résistances portées par des plasmides ou par des génes bactériens (6).

L’hypothése que les probiotiques pourraient étre receveurs de ces génes de resistance
est peu probable, puisque leur durée de vie dans I’intestin est courte et que la prolifération
dans le tube digestif est faible. Néanmoins, il convient de vérifier cette hypothése, notamment
s’il existe un risque de transfert de gene d’un probiotique & un pathogene chez lequel la
résistance pourrait avoir des conséquences graves. C’est pour cela que la présence possible de
génes d’antibiorésistance acquise et potentiellement transférable est aujourd’hui a 1’étude. 11
ne faut pas oublier que, depuis une vingtaine d’années, des articles scientifiques ont démontré
I’existence de plasmides codant pour la résistance aux médicaments et que plusieurs
publications ont attesté la présence de genes de résistance aux antibiotiques chez les
lactobacilles et certaines bifidobactéries, mais dans une moindre proportion.
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Un groupe d’experts sur les probiotiques, mandaté par la F.A.O. et ’O.M.S., indique
« qu’il est recommandé que les bactéries probiotiques ne portent pas de génes transmissibles
de résistance a des médicaments utilisés en medecine humaine ».

c) Les effets immunologiques

Un cas d’effet indésirable d’ordre immunologique a été répertorié chez I’homme. Il
s’agissait d’une hépatite auto-immune aggravée par 1’ingestion massive de yaourt. Mais cet
effet doit étre détaillé avant de conclure quant & un risque réel de la modulation de maladies
auto-immune par des probiotiques (7).

Jusqu’a aujourd’hui, trés peu d’effets indésirables dus a la consommation de
probiotiques ont été répertoriés dans la littérature scientifique. Néanmoins, devant les
quelques effets néfastes graves listés, il est nécessaire de donner quelques directives
d’utilisation des probiotiques.

Les préparations contenant des probiotiques ne devront pas étre utilisées chez les
enfants ayant un deéficit immunitaire congénital ou acquis (traitement par corticothérapie,
immunosuppresseurs...). Il en sera de méme chez les sujets atteints de valvulopathie,
présentant un déficit immunitaire ou porteurs d’un cathéter veineux central. Le risque
d’infection chez les nouveau-nés et les prématurés étant inconnu, il est préférable de ne pas
les utiliser dans cette catégorie de population avant d’avoir réalisé des études scientifiques
chez des enfants.

Concernant le risque de transfert de génes, notamment de résistance aux antibiotiques,
la documentation étant peu importante, il n’y a pour I’instant aucune restriction a 1’utilisation
des probiotiques.

L’utilisation des probiotiques dans le domaine alimentaire étant relativement récente,

il est nécessaire de mettre en place une vigilance afin de mieux mettre en évidence les effets
indésirables. Cette vigilance existe déja pour les médicaments: la pharmacovigilance.

1.2.2. Survie au cours du transit digestif

Les aliments ingérés sont transformeés durant leur transit intestinal dans le tube digestif
et une grande quantité des micro-organismes ingérés y est détruite. Pour étre efficaces, les
probiotiques doivent parvenir vivants au site de leur action, ’intestin, et donc résister aux
divers mécanismes de défense de 1’hote.

Etant administrés par voie orale, il est necessaire que ces micro-organismes
franchissent les obstacles majeurs du transit intestinal: les enzymes de la cavité buccale
(exemple: le lysozyme), le pH acide de 1’estomac, les sucs pancréatiques, les concentrations
de bile et de mucus présents dans 1’intestin gréle, la motricité intestinale (son ralentissement
favorisant la colonisation bactérienne chronique)... Leur survie depend aussi de facteurs
alimentaires ou galéniques avec ou dans lesquels ils sont ingérés.

La pérennité de ces micro-organismes varie selon les genres microbiens, les espéces et parfois
méme selon les souches.
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La meilleure facon d’étudier la pharmacocinétique des probiotiques dans le tractus
digestif est la mesure in vivo. Certains chercheurs ont suivi le devenir des probiotiques ingérés
et ont mesuré leur survie jusque dans les selles. Deux principales mesures sont utilisées pour
obtenir des échantillons du contenu intestinal : la collecte des selles ou des effluents de stomie
et la perfusion intestinale. Afin de déterminer une possible colonisation durable de I’intestin
par un micro-organisme, les chercheurs utilisent un marqueur inerte ingéré en méme temps. Il
s’agit le plus souvent de Bacillus stearothermophilus, dont les spores ne se multiplient pas et
ne sont pas détruites dans le tractus gastro-intestinal. Son élimination se fait selon une courbe
exponentielle et ses spores deviennent indétectables dans les selles au bout de 5 a 9 jours.

L’expression des résultats est aussi un point important. 1ls sont exprimes en ufc/mL
(Unité Formant Colonie par millilitre de contenu). Un critéere d’importance est la
concentration du probiotique et de ses principes actifs au niveau du site supposé de ses effets.
Selon des affirmations, fondées sur des bases fragiles, la concentration en probiotiques doit
dépasser 10°ufc/mL dans I’intestin gréle et 108ufc/g au niveau du colon pour observer leurs
effets sur la santé.

La survie des micro-organismes étudiés est exprimée en pourcentage de 1’ingesta permettant
une comparaison de différents probiotiques.

La survie des micro-organismes dans le tube digestif et utilisés comme probiotiques
chez ’homme sera détaillée dans le chapitre 1.3.

1.2.3. Adhésion a la mugueuse intestinale

Il semble intéressant que les souches probiotiques puissent adhérer aux cellules de la
paroi intestinale, afin de faciliter la colonisation du tube digestif par le probiotique et
d’obtenir un effet « barriére » optimal contre I’invasion par des bactéries pathogénes. Mais les
tests in vitro proposés pour étudier I’adhésion des bactéries a des cellules sont controversés:
dans certains cas il n’existe aucun lien entre 1’adhésion in vitro de souches et leur adhésion in
Vvivo a I’épithélium intestinal.

Des études ont montré que les probiotiques sont nichés dans le mucus intestinal. Ces
bactéries possedent un chimiotactisme pour ce mucus ou elles trouvent les sucres qui
constituent leur source d’énergie. Elles se développent donc a proximité de la muqueuse
intestinale, puisque la quantité de sucre y est importante. Cette position favorise donc les
interactions avec la paroi intestinale. Il ne s’agit donc pas d’adhésion au sens strict.

1.2.4. Origine humaine

Ce critére fait ’objet de nombreuses discussions parmi les scientifiques. Les bactéries,
comme n’importe quel autre €tre vivant, sont bien adaptées a leur environnement spécifique.
Par exemple, les cultures lactiques connaissent une croissance optimale a une température
comprise entre 40 et 42°C, ne résistent pas au passage dans I’estomac, sont tuées par les sels
biliaires et sont incapables de s’établir dans le tube digestif. A 1’opposé, les souches
retrouvées dans le tube digestif poussent a 37°C, sont résistantes aux acides et sels biliaires et,
en général, peuvent s’établir au moins transitoirement dans 1’intestin humain.
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De plus, la muqueuse intestinale et sa flore partagent des épitopes antigéniques communs,
sans doute responsables de la toléerance immunologique de 1’héte vis-a-vis de ses bactéries
résidentes.

Ces raisons parlent donc en faveur d’une origine humaine comme facteur favorable
pour une souche probiotique. A noter toutefois que 1’origine humaine d’une souche peut étre
difficile a établir en toute certitude.

Deux ¢léments contredisent I’idée qu’un probiotique doit étre d’origine humaine. Tout
d’abord le fait que les bactéries étaient présentes sur Terre des millions d’années avant
I’homme. D’autre part, le tractus digestif est stérile a la naissance, mais représente une niche
écologique excellente, pauvre en oxygéne et riche en nutriments, rapidement colonisée.

Les probiotiques ne peuvent donc étre d” «origine humaine» au sens strict. Cependant,

certaines bactéries probiotiques ont une capacité a survivre chez I’homme plus que d’autres et
donc a s’y implanter.

1.2.5. Activité antimicrobienne

Un probiotique devant améliorer I’hygiéne intestinale, il est important qu’il soit
capable d’inhiber le développement des germes indésirables:
-soit par la production de substances antagonistes de type bactériocines, acides
organiques, peroxyde d’hydrogéne...
- soit en empéchant I’adhésion des germes pathogeénes aux cellules de la paroi intestinale.
Ce point important sera développé dans le chapitre 2.2.

1.2.6. Résistance des souches probiotigues: viabilité et stabilité dans le produit
fini

Il s’agit d’un des critéres de sélection les plus importants, car les caractéristiques des
souches ne doivent pas disparaitre durant les procédés de production, de conservation et
d’utilisation des probiotiques.

Les produits probiotiques sont pour la plupart utilisés sous forme de poudres, de
comprimés ou de produits laitiers frais. Mais leur fabrication nécessite 1’utilisation de
procedés pouvant altérer les caractéristiques des micro-organismes, voire méme d’avoir un
effet néfaste sur leur survie (lyophilisation, centrifugation, variations de température...). Il
faut aussi mettre en place un systeme de contrdle-qualité tout au long de la fabrication de ces
produits: ils peuvent étre facilement contaminés par des micro-organismes indésirables. Des
études sur la viabilité des souches sont donc nécessaires tout au long de la chaine de
fabrication.

De plus, la stabilité des produits probiotiques dépend des conditions de stockage
(température, humidité...), du conditionnement et de la durée de stockage. Il est également
nécessaire de déterminer la date limite d’utilisation sans diminution ou perte des propriétés.

La notion de viabilité est un critere retrouvé dans les différentes définitions établies au
cours du temps. Cependant, ce critére semble controversé, puisque des études récentes ont
démontré que les souches non viables de certains probiotiques sont capables d’exercer
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certains effets bénéfiques sur la santé de I’homme. Ceci pourrait encore modifier la définition
du probiotique, ou la notion de viabilité serait alors a reconsidérer.

1.3. Principales souches microbiennes a potentiel probiotique

Les probiotiques les plus traditionnellement utilisés sont des bactéries lactiques, c’est a
dire des bactéries pouvant transformer le sucre du lait (le lactose) en acide lactique : les
lactobacilles et streptocoques, ainsi que les bifidobactéries, qui ne sont pas a proprement parlé
des bactéries lactiques. D’autres genres bactériens sont utilisés, ainsi qu’une levure,
Saccharomyces boulardii.

Les micro-organismes sont répertoriés dans des collections officielles nationales
(comme D’Institut Pasteur en France) ou internationales. Elles se définissent par un nom de
genre (Lactobacillus), un nom d’espéce (plantarum), voire un nom de sous-espéce et un nom
de souche (299v) caractérisé par un code ou un nom de marque.

1.3.1. Les lactobacilles (Figure 1)

Les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, anaérobies facultatives,
pléomorphes (capable de revétir des formes différentes dans certaines conditions ou sous des
influences déterminées), asporogénes et immobiles (sauf Lactobacillus agilis). Ce sont des
bacilles plus ou moins allongés et méme parfois de formes longues.

Il s’agit de bactéries lactiques capables de transformer le lactose en acide lactique.
Cette réaction chimique leur permet de produire de 1’énergie, a défaut d’une chaine
respiratoire. Leur sensibilité a 1’oxydation est variable et elles ne posseédent pas de catalase.
En culture, elles se développent lentement et la présence de divers facteurs de croissance est
nécessaire.

Les lactobacilles existent naturellement dans le tractus gastro-intestinal, la bouche et le
vagin de 1’espece humaine. Rarement pathogénes, ils ont néanmoins été mis en cause dans des
endocardites et des suppurations buccales ou pulmonaires.

Figure 1: Lactobacillus acidophilus
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De nombreuses espéces sont utilisées comme probiotiques, dont les plus courantes
sont:
e Lactobacillus acidophilus, nom provenant du latin acidus (acide) et philus (aimer). C’est
une bactérie a métabolisme homofermentaire (fermentation sans gaz du glucose avec
production exclusive d'acide lactique), naturellement présente dans le tractus digestif de
I’homme et dans certains laits fermentés traditionnels tels que le yaourt et le kéfir.
Sa classification a eté difficile et regroupe six especes principales faisant partie du groupe
Lactobacillus acidophilus:

- Lactobacillus acidophilus, utilisé dans de nombreuses études et dans la recherche des
réles potentiels des probiotiques,

- Lactobacillus crispatus,

- Lactobacillus amylovorus,

- Lactobacillus gallinarum,

- Lactobacillus gasserti,

- Lactobacillus johnsonii.

e Le groupe Lactobacillus casei, composé de plusieurs bactéries lactiques mésophiles
(croissance optimale a une température entre 34 et 40°C), anaérobies facultatives et
hétérofermentaires. Leur métabolisme attribue des qualités organoleptiques a de nombreux
laits fermentés. Lactobacillus casei a été détecté dans les selles de nourrissons et d’adultes. Sa
capacité a survivre au transit intestinal en nombre suffisant pour avoir un effet physiologique
associee a ses possibles effets bénéfiques pour la santé, font de Lactobacillus casei un
candidat probiotique idéal. Cette souche est d’ailleurs retrouvée dans la composition du
produit probiotique bien connu Actimel® de Danone.

e D’autres lactobacilles moins connus sont utilisés:

- Lactobacillus helveticus,

- Lactobacillus lactis,

- Lactobacillus plantarum,

- Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus utilisé dans la fabrication du yaourt,

- Lactobacillus reuterti,

- Lactobacillus rhamnosus GG isolé en 1985 a partir d’un intestin sain et largement
étudié dans la littérature.

Plusieurs espéces de Lactobacillus ont fait I’objet d’études de survie dans le tube
intestinal. 1l a été démontré que ces bactéries survivent bien pendant le transit pour arriver en
grande quantité dans les feces.

Lactobacillus rhamnosus GG fait partie des bactéries les plus étudiées. Sa persistance
a été suivie chez des volontaires sains en consommant 10*ufc par jour. Chez 33% des
individus, la bactérie persistait 7 jours aprés 1’arrét de sa consommation (8).

Le suivi de sa persistance dans les féces a été mené par Alander et son équipe(9).
Quatorze jours aprés ’arrét de sa consommation, la bactérie n’était plus détectable dans les
féces mais persistait au niveau de la muqueuse jusqu’a 21 jours. Cette persistance pourrait €tre
le résultat d’une colonisation, mais il s’agit d’une supposition non vérifiée.

Cette souche a été utilisée pour montrer qu’il existe une dose nécessaire pour avoir un
effet. Saxelin et son équipe ont découvert que la consommation quotidienne de 108ufc de
Lactobacillus rhamnosus GG était insuffisante pour détecter la souche dans les selles alors
qu’une dose plus élevée de 10%1ufc le permettait (10).
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Chaque souche de Lactobacillus posséde sa propre cinétique d’élimination. Les
souches de Lactobacillus acidophilus, L. reuteri, L. rhamnosus, L. plantarum, L. salivarius,
L.casei et L. johnsonii présentent une survie meilleure en milieu acide que Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus.

Les lactobacilles sont sans doute les probiotiques les plus intéressants du fait de leur
longue utilisation dans la fermentation des aliments et des données anciennes concernant leur
sécurit¢ d’emploi. IlIs font ’objet d’un intérét croissant depuis quelques années, notamment
dans I’industrie alimentaire.

Les lactobacilles ayant des effets bénéfiques sur la santé humaine sont Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus johnsonii Lal, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum 299v et Lactobacillus casei DN-114 001. De
nombreuses autres souches ont montré des effets intéressants in vitro, mais aucune étude
clinique n’a encore validé leurs effets chez ’homme.

1.3.2. Les bifidobactéries (Figure 2)

Les bactéries du genre Bifidobacterium sont des bacilles a Gram positif, anaérobies
strictes (sauf quelques espéces pouvant tolérer 1’oxygeéne), non sporulées, non acido-
résistantes, tres polymorphes, immobiles et non capsulées. Elles sont capables de fermenter de
nombreux sucres comme le lactose, le galactose, le fructose, le raffinose, 1’amylopectine,
I’amylose (...) et de générer un degré d’acidification inhibant le développement d’une flore de
putréfaction. Elles peuvent d’autre part avoir un réle immunomodulateur. Elles se
différencient des bactéries lactiques car produisent de ’acide acétique en plus de 1’acide
lactique & partir du lactose. Elles représentent 95% du microbiote de I’enfant et 3% de
I’adulte.

La classification des bifidobactéries a changé plusieurs fois depuis leur découverte par
Tissier en 1899 dans les selles de nourrissons allaités et ce genre contient aujourd’hui 32
especes.

Figure 2: Bifidobacterium longum

Les bifidobactéries sont des habitants naturels du tractus digestif de I’homme tout au
long de sa vie. La variation de la distribution des bifidobactéries dans le tractus gastro-
intestinal de I’homme selon I’age est indiquée dans le tableau suivant.
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Tableau 1: Distribution des différentes espéces de Bifidobacterium dans le tractus digestif de ’homme en

fonction de I’4ge (11).
Population Especes mineures | Espéces majeures
Jeunes enfants nourris B. longum
au sein B. infantis
B. breve

Jeunes enfants nourris | B. bifidum B. adolescentis
au biberon
Enfants et adolescents . longum

. breve

. bifidum

. adolescentis
. adolescentis
. longum

Adultes B. bifidum
Personnes agées

0 W|o|Wm W0

L’utilisation des bifidobactéries dans la composition de laits fermentés a commencé il
y a plus de 50 ans et est en pleine expansion depuis les années 1970. Ces bactéries sont
utilisées comme probiotiques dans plusieurs régions du monde, comme 1I’Amérique du nord,
I’Europe et I’ Asie. Les différentes especes utilisées sont:

- Bifidobacterium animalis (avec, entre autres, la souche Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb12 que nous appellerons par la suite Bifidobacterium lactis Bb12 pour plus de
commodité),

- Bifidobacterium bifidum,

- Bifidobacterium breve,

- Bifidobacterium longum.

Plusieurs études menées ces dix derniéres années ont montré que certaines
bifidobactéries survivent bien au transit intestinal et peuvent étre retrouvées a une
concentration non négligeable dans I’iléon.

La consommation quotidienne de 10%° Bifidobacterium lactis Bb 12 par des volontaires
sains a permis de montrer qu’une grande quantité est retrouvée au niveau de 1’iléon
(10%4ufc/mL au lieu de 10>2ufc/mL) et que le taux de survie dans les féces de la bactérie est
de 23,5% de la quantité ingérée (12).

Le devenir de la souche Bifidobacterium, contenue dans le produit fermenté
Ofilus®(yaourt mis sur le marché dans les années 80), a été suivi chez huit volontaires sains
(13). lls ont consommé quotidiennement 10*°ufc de ces bactéries pendant 8 jours. Il a été
observé une augmentation de la concentration fécale en Bifidobacterium, suivie d’une
diminution progressive a 1’arrét de la consommation et d’une disparition compléte apres 8
jours.

Apres I’arrét de sa consommation, la cinétique d’élimination de Bifidobacterium sp.
est parallele a celle des marqueurs inertes. Ceci montre qu’il n’y a pas de colonisation durable
du tractus digestif dans les conditions habituelles.

Certaines bifidobactéries survivent donc lors du transit intestinal et peuvent étre
retrouvées a une concentration de plus de 10%ucf/mL au niveau de I’iléon.
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1.3.3. Streptococcus thermophilus (Figure 3)

Le genre Streptococcus est constitué d’un vaste ensemble de micro-organismes
ubiquitaires contenant des especes pathogénes, commensales et saprophytes. Parmi ce dernier
groupe, se trouve Streptococcus thermophilus, encore appelé Streptococcus salivarius
thermophilus, retrouvé dans la composition du yaourt.

Il s’agit de coques & Gram positif, de diamétre allant de 0,5 a 1 micrometre. Ces
bactéries sont regroupées typiquement en chainettes, immobiles et dépourvues de spores.
Elles sont anaérobies facultatives, se développent donc aussi bien avec que sans oxygene.

Les streptocoques sont neutrophiles et mésophiles, a 1’exception de Streptococcus
thermophilus qui prolifére & une température proche de 45° C.

)

Figure 3: Streptococcus thermophilus

La bactérie Streptococcus thermophilus, retrouvée dans les yaourts, survit plus
difficilement au transit digestif et est peu retrouvée dans les feces (14-16). Ceci est dl a sa
faible résistance en milieu acide. 1l a été néanmoins observé par certains auteurs une survie de
quelques bactéries jusqu’a la fin de I’iléon terminal, mais sans survie significative dans les
selles.

1.3.4. Lactococcus lactis (Figure 4)

Lactococcus lactis est une bactérie de la famille des Streptococcaceae. 11 s’agit de
cocci a Gram positif regroupés par paire ou en petite chainette. Ces bactéries non sporulées et
immobiles sont homofermentaires, anaérobies facultatives, hétérotrophes et ont une
température de croissance optimale d’environ 30°C.

20



S

i ;
Figure 4: Lactococcus lactis

Lactococcus lactis fait partie des organismes les plus importants dans 1’industrie agro-
alimentaire, puisqu’elle entre dans la composition des levains utilisés dans la plupart des
fabrications fromageéres. Elle est aussi retrouvée dans les produits végétaux (haricots, pommes
de terre, pois...) et les céréales.

Lactococcus lactis est largement utilisée comme bactérie modeéle et est retrouvée dans
la composition de nombreux produits laitiers (17-20). Il a été démontré que cette bactérie était
détruite dans I’intestin du fait de sa sensibilité a la bile et a 1’acide, mais des cellules non
viables ou de I’ADN nu pouvait persister dans le tube digestif.

1.3.5. Saccharomyces cerevisiae var boulardii (Figure 5)

Saccharomyces cerevisiae var boulardii est une levure d’origine naturelle, isolée a
partir de I’écorce de lychées en Indochine dans les années 1920 par un microbiologiste
francais, Henri Boulard.

Sous forme lyophilisée, Saccharomyces boulardii est le principe actif d’un
médicament commercialisé dans pres de 200 pays dans le monde sous divers noms de
marque, formes et dosages, le plus fréquemment des gélules dosées a 50 mg. Cette levure est
utilisée comme médicament pour le traitement et la prévention de diverses affections
digestives, notamment le traitement d’appoint de la diarrhée en complément d’une
réhydratation orale.
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Figure 5: Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Saccharomyces boulardii est résistant a 1’acidité gastrique, a la protéolyse et peut
atteindre rapidement des concentrations élevées dans le tractus gastro-intestinal puis s’y
maintenir a des niveaux constants sous une forme viable et ce, malgré son absence de la flore
normale de I’intestin humain. Comme toutes les levures, Saccharomyces boulardii est
naturellement résistante aux antibiotiques.

Des travaux chez des animaux axéniques (c'est-a-dire ne possédant pas de flore), ont
montré qu’une administration unique de Saccharomyces boulardii lui permet de s’établir et de
persister dans le tube digestif. Par contre, chez 1’animal holoxénique (c’est a dire porteur de la
flore commune a son espece), Saccharomyces boulardii est rapidement éliminé dans les feces.
La levure ne s’implante donc pas dans le tube digestif en présence de la flore commensale.

La cinétique de son élimination fécale a été analysée chez des adultes sains. Apres une

consommation par voie orale réitérée d’environ 4.10%° cellules de Saccharomyces boulardii
sous forme lyophilisé€e, un état d’équilibre est apparu des le troisiéme jour. La disparition de
Saccharomyces boulardii des selles se fait en 2 a 4 jours apres 1’arrét de la consommation
(22).
Une étude clinique a été réalisée chez des adultes présentant une infection multirécidivante a
Clostridium difficile et consommant Saccharomyces boulardii a la dose d’un gramme par
jour. La concentration fécale en cellules viables chez les patients sans rechute ultérieure est
significativement supérieure a celle observée chez les patients présentant une rechute. Il y
aurait donc un lien entre le niveau de concentration de Saccharomyces boulardii dans les
feces et ’activité thérapeutique de la levure (22).

22



2. Ecosysteme gastro-intestinal: description générale

Pour comprendre I’intérét des probiotiques, il est nécessaire de se reporter aux
différents rbles joués par l’intestin et son microbiote sur les nombreuses fonctions de
I’organisme. La microflore gastro-intestinale normale est, d’aprés Isolauri (23), une
« collection complexe et en équilibre de micro-organismes qui habitent normalement le
tractus gastro-intestinal et qui remplissent un réle dans la nutrition, la physiologie et le
controle du syst¢eme immunitaire de 1’hote ».

2.1. Le microbiote intestinal: composition et évolution au cours de la vie

Le tube digestif, stérile in utero, est rapidement colonisé apres la naissance, devenant
un ensemble de niches écologiques offrant ainsi un environnement propice a la colonisation
par les bactéries qui les atteignent lors de la naissance et les jours qui suivent.

Dans des conditions normales, les premicres bactéries a s’implanter dans le tube

digestif du nouveau-né sont des bactéries aérobies et anaérobies facultatives (staphylocoques,
entérocoques et entérobactéries). Consommant 1’oxygéne, elles générent peu a peu un
environnement anaérobie. Arrivent alors les bactéries anaérobies strictes (bifidobactéries,
Clostridium spp. et Bacteroides spp. et des streptocogues anaérobies).
Cette colonisation dépend du mode d’accouchement (par voie naturelle basse ou par
césarienne), de la composition des flores vaginale, buccale et fécale de la mere, de
I’environnement (bactéries véhiculées par le personnel soignant, I’entourage...) et du type
d’alimentation recue.

En effet, le microbiote intestinal des enfants allaités est presque exclusivement
composée de bifidobactéries, bactéries anaérobies strictes, alors que celui des enfants nourris
par des préparations lactées contient plus de Bacteroides spp., de Clostridium spp. et
d’entérocoques. Néanmoins, ’utilisation de laits infantiles enrichis en ferments lactiques, de
plus en plus fréquente dans les pays développés, tend a faire diminuer cette différence de
composition du microbiote intestinal. En effet, ces laits sont acidifiés sous I’action de
bactéries, permettant ainsi de rapprocher le microbiote intestinal des enfants recevant un lait
maternisé au plus prées de la composition du microbiote intestinal d’un enfant allaité.

Dés que I’alimentation commence a étre diversifiée, la différence entre la flore des
enfants allaités et celle des enfants nourris par du lait infantile s’estompe. Entre 1’age d’un et
deux ans, I’enfant acquiére un microbiote intestinal du méme type que celui de I’adulte.

Le tube digestif de I’adulte est colonisé par un microbiote trés important composé
d’environ 10 bactéries, soit prés de dix fois le nombre total de cellules du corps humain,
essentiellement implantées au niveau colique. Ce microbiote posséde une grande diversite,
puisqu’il est estimé a environ 400 especes différentes. La composition de cette flore
saprophyte chez un individu sain est relativement stable mais trés variable d’un individu a
I’autre en fonction des habitudes alimentaires, de 1’age, des traitements médicamenteux (en
particulier les antibiotiques), de I’état de santé, du stress...

De nombreux facteurs peuvent modifier cet équilibre et favoriser certaines especes
bactériennes par rapport a d’autres. Ce déséquilibre peut étre favorable au développement de
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micro-organismes opportunistes et pathogénes compromettant la santé et le bien-étre de
I’héte. Il semble alors intéressant de trouver des solutions permettant de restaurer 1’équilibre
de I’écosystéeme digestif. L’utilisation des probiotiques pourrait des lors s'avérer prometteuse.

La flore résidente intestinale est composée de deux types distincts de bactéries en
fonction de leur concentration :

- une flore dominante (nombre de bactéries supérieur a 10° bactéries par gramme de
contenu) composée a plus de 90% de bactéries anaérobies strictes avec une prédominance de
bactéries a Gram négatif ;

- une flore sous-dominante (nombre inférieur & 10° bactéries par gramme de contenu)
constituée de bactéries aéro-anaérobies facultatives.

Certains de ces micro-organismes sont potentiellement pathogénes, d’autres ont un
effet bénéfique pour la santé de 1’hdte et font partic de la flore dominante réprimant la
croissance de ceux pouvant étre pathogenes.

A ce microbiote, il faut ajouter une microflore en transit dans 1’écosystéme digestif, apportée
par 1’alimentation et qui ne s’implante pas dans le tube digestif.

Pendant longtemps, 1’étude des micro-organismes n’était possible que par la culture
microbienne. Malheureusement, de nombreux composants du microbiote intestinal ne sont
pas cultivables, ce qui rendait 1’étude de sa composition difficile.

Depuis, de nouvelles technologies ont permis 1’étude du microbiote intestinal :
- D’étude de ’ARNTr 16S : séquencage a haut débit de I’ARN ribosomal 16S. Mais cette
méthode ne donne pas d’informations sur le role des especes bactériennes retrouvées ;
- la métagénomique : séquengage direct de I’ADN microbien ;
- la metatranscriptionomique : détermination de 1’activité microbienne par analyse de
I’expression des genes.

Il a ainsi été montré que le microbiote intestinal est divisé en plusieurs phyla dont les trois

principaux sont :

- les firmicutes : regroupant environ 200 genres différents dont les genres
Streptococcus, Lactobacillus, Clostridium, Bacillus, Enterococcus, Ruminococcus et
Mycoplasma. Ce groupe est constitué principalement de bactéries a Gram positif
anaérobies pouvant former des spores ;

- les bacteroidetes : représentés par les genres Bacteroides, Prevotella et
Porphyromonas. Il est constitué en majorité de bactéries a Gram négatif anaérobies et
ne formant pas de spores ;

- les actinobactéries : représentées par les bifidobactéries et le groupe Collinsella —
Atopobium.

Les deux premiers phyla regroupent pres de 90% des bacteéries intestinales, le phyla
actinobactérie regroupe, quant a lui, moins de 10% des bactéries totales.

Les conditions environnementales évoluant le long du tube digestif, on observe des
populations bactériennes spécifiques d’un segment a un autre. La figure 6 montre les
principaux compartiments constituant le tractus gastro-intestinal de ’homme.
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Figure 6: Microbiote intestinal humain d’aprés T. Mitsuoka (24).

Chez le sujet sain, 1’estomac et le duodénum sont peu colonisés (10% & 10*ufc/mL), les
conditions et les variations de pH étant peu favorables, de méme que le transit ne laissant que
peu de temps aux bactéries pour s’accrocher.

L’estomac, de par son acidité, contient peu de bactéries, principalement des micro-
organismes acidotolérants et anaérobies facultatifs comme les lactobacilles, les streptocoques,
les levures...

L’intestin gréle comprend une microflore constituée de bactéries anaérobies
facultatives comme les lactobacilles, streptocoques, entérocoques et des bactéries anaérobies
strictes comme les bifidobactéries, bactéroides et clostridies.

La population bactérienne augmente dans les portions plus éloignées de I’intestin gréle
(10* a 10°ufc/mL) et encore d’avantage au niveau du cdlon avec des concentrations
maximales pouvant atteindre 10%2ufc/g, essentiellement au niveau du caecum, lieu de
fermentation intense.

Le colon, dépourvu d’oxygene, contient une flore beaucoup plus importante que les
compartiments précédents et dominée par les bactéries anaérobies strictes (Bacteroides spp.,
Clostridium spp., Bifidobacterium spp., Atopobium spp...). Les bactéries anaérobies
facultatives sont moins nombreuses et représentées par les lactobacilles, les entérocoques, les
streptocoques et les Enterobacteriaceae. Les levures (ex. Candida albicans) sont relativement
faiblement représentées. Les bifidobactéries, les lactobacilles, certains entérocoques,
Escherichia coli, les streptocoques et les bactéroides se distinguent par leurs effets bénéfiques
sur la santé de I’hote. Les principaux composants de la flore du cblon et leurs effets sur la
santé sont représentés dans la figure 7.
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Figure 7: Microbiote du célon humain. D’apres Gibson et Roberfroid (25).

S’il a été montré que la flore se stabilise assez tot dans la vie, il a été admis que sa
composition se modifie chez les personnes agées (26) avec :
- une diminution des bifidobactéries devenant sous-dominantes (27) ;
- une augmentation des entérobacteéries et des bactéries lactiques qui deviennent dominantes ;
- une augmentation des clostridies.
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Tableau 2: évolution de la composition du microbiote intestinal en fonction de I’Age (28).

Genres bactériens Nouveau-né | Enfant Adulte
Aérobies ou

Anaérobies facultatifs

Corynébactéries Faible Faible Faible
Entérobactéries Modéré Modéré | Modéré
Entérocoques Modéré Modéré Modéré
Lactobacilles Faible Modéré | Modéré
Propionobacteéries Modéré Modéré | Modéré
Staphylocoques Faible Faible Faible
Streptocoques Modéré Modéré | Modéré

Quantité totale*
(log 10 ufc/g de féces) |8,2-9,1 80-8,7 |60-8,8

Anaérobies
Bactéroides Elevé Elevé Elevé
Bifidobactéries Elevé Elevé Elevé
Clostridies Faible Modéré Modéré
Eubactéries Modéré Elevé Elevé
Fusobactéries Modéré Elevé Elevé

Quantité totale*
(logio ufc/g de feces) 7,8-9,3 98-11,3|105-115

Faible : < 10°ufc/g de feces

Modéré : 108-108ufc/g de feces

Elevé : > 10°ufc/g de féces

*Quantité totale : Somme des populations bactériennes listée

2.2. Roles du tube digestif et de son microbiote

L’intestin, organe complexe et d’une grande superficie, est tout d’abord connu pour
son role de digestion et d’assimilation des aliments, mais il est plus difficile de mettre en
évidence le rble de son microbiote. Néanmoins, il est établi que le microbiote intestinal
équilibré d’un adulte intervient dans la dégradation des polyosides, la fermentation des oses,
la production d’hydrogene fermentaire et sa réutilisation, le métabolisme des acides biliaires,
la production de mutagenes.

L’¢épithélium intestinal est en contact permanent avec une grande quantit¢ de micro-
organismes commensaux et pathogenes. De par sa grande superficie, estimée entre 200 et 300
m?, il représente la plus grande surface du corps humain en contact avec 1’environnement. La
composition complexe du bol intestinal requiert la présence d’un systéme de défense
dynamique contre les bactéries pathogéenes dans la lumiére intestinale, sans empécher
I’absorption des nutriments ni déséquilibrer la flore saprophyte normale.

L’équilibre de 1’écosystéme gastro-intestinal est maintenu grace a une alliance stable
entre 1’épithélium, le systéme immunitaire et la flore locale. Ces trois composants sont liés
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entre eux et évoluent de facon a assurer une fonction et une activité normales de 1’écosystéme
digestif. Si un de ces parametres est défaillant, cette alliance est altérée et diverses pathologies
peuvent s’installer.

2.2.1. Le microbiote intestinal naturel de ’'Homme

Certains chercheurs ont émis 1’hypothése que la flore commensale du tube digestif est
capable de protéger 1’hote des micro-organismes pathogenes. Plusieurs explications ont été
proposées:

e Compétition pour les sites récepteurs.
Certaines bactéries sont capables d’inhiber I’adhérence des pathogeénes aux sites récepteurs
soit par encombrement stérique, soit par blocage spécifique du récepteur.

e Epuisement des substrats et compétition pour les substrats.
Certains probiotiques consomment les nutriments nécessaires au développement des souches
pathogenes, empéchant leur croissance et leur multiplication.

e Production de substances antimicrobiennes comme les bactériocines.

Ces composés microbiens sont des molécules protéiques synthétisées par voie ribosomale et
présentant une activité antimicrobienne. De nombreuses bactéries lactiques sont capables de
produire ces composés répartis en trois classes : les lantibiotiques, les bactériocines non
modifiées thermostables et les bactériocines de grande taille sensibles a la chaleur.

Certaines especes de bactéries sont capables d’en fabriquer jusqu’a trois différentes. Leur
classification est comparable a celle des enzymes : le suffixe -cine est accolé au nom de
I’espece ou du genre qui produit la bactériocine. Par exemple, la colicine est produite par
Escherichia coli, la subtiline par Bacillus subtilis, la staphylocine par Staphylococcus
aureus. ..

e Génération d’un environnement physiologique inhibant les micro-organismes
exogenes.
Pour cela, les bactéries commensales sont capables de produire des acides gras volatils
modifiant le pH luminal, du sulfure d’hydrogéne et de modifier le potentiel d’oxydo-
réduction.

e Déconjugaison des sels biliaires.
Les formes déconjuguées des sels biliaires ont un pouvoir inhibiteur plus important sur le
développement des bactéries.

La flore locale participe donc a 1’élaboration d’une barriere qui protége 1’intestin

contre les éventuelles agressions pouvant entrainer un déséquilibre du tractus digestif et de
nombreuses pathologies.

2.2.2. La mugueuse intestinale

Une des fonctions principales de la muqueuse intestinale est la formation d’une
barriere physique séparant le milieu extérieur (lumiere intestinale) du milieu intérieur
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(compartiment systémique). La muqueuse intestinale est en contact permanent avec le
microbiote intestinal résident et des quantités massives d’antigénes d’origine alimentaire (plus
d’une tonne d’aliments par année pour un adulte).

La muqueuse intestinale est couverte de mucus, milieu complexe comprenant de
nombreuses macromolécules secrétées par les cellules épithéliales. Le mucus forme un filet de
protection en interagissant avec les pathogenes et en diminuant leur capacité d’adhérence. Les
jonctions serrées des cellules épithéliales limitent la pénétration des pathogénes, ce qui
diminue leur progression dans 1’organisme. Enfin, les cellules de Paneth, cellules spécialisées
et regroupées dans les cryptes entre les villosités de l’intestin, secrétent des substances
bactéricides capables de dissoudre la membrane cellulaire des bactéries. Ceci permet de
réduire le nombre de pathogenes présents dans la lumiére intestinale.

La muqueuse intestinale est un point central immunologique du corps humain
puisqu’elle héberge 80% de la population des leucocytes du corps. Ces leucocytes sont
indispensables a 1’homéostasie du corps en raison de cette immense population bactérienne
intestinale. En cas de dérégulation de cette homéostasie, de nombreux desordres peuvent
apparaitre, notamment les maladies inflammatoires de 1’intestin comme la colite ulcéreuse ou
la maladie de Crohn.

Le maintien de I’intégrité intestinale dépend de la capacité du systéme immunitaire de

la muqueuse a faire la distinction entre antigenes inoffensifs et offensifs et de produire une
réponse appropriée : une tolérance ou une immunité active.

2.2.3. Le systéme immunitaire intestinal

Le systeme immunitaire intestinal, également appelé GALT (Gut Associated
Lymphoid Tissue), combine & la fois les processus de I’immunité innée, non spécifiques, et
ceux de I'immunité acquise, plus complexes et spécifiques de 1’agent responsable de la
réponse immunitaire.

L’immunité innée, non spécifique, vise a éliminer de fagon rapide 1’agent pathogéne
par phagocytose ou les molécules reconnues comme du non-soi par stimulation des cellules
natural-killer. Les phagocytes vont reconnaitre, neutraliser et détruire les micro-organismes
pathogenes.

L’immunité acquise est spécifique d’un antigéne donné et est portée par les
lymphocytes B secrétant des anticorps et les lymphocytes T produisant des cytokines.

Dés qu’il est stimulé, le systeme immunitaire intestinal peut réagir trés rapidement par
la réponse innée et déclenche ensuite la production d’anticorps spécifiques de 1’antigéne
reconnu. La circulation sanguine permet ensuite de transmettre a 1’organisme la réponse des
cellules immunitaires face a I’agression et de la stocker dans la mémoire immunitaire.
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Figure 8 : le systtme immunitaire intestinal (29).

a) L’immunité innée : premiere ligne de défense de I’hote.

Elle identifie le pathogéne grace a des récepteurs non spécifiques capables de
reconnaitre un motif antigénique microbien précis ou appartenant a un groupe de micro-
organismes. Elle utilise la phagocytose ou la stimulation des cellules NK (cellules Natural-
Killer). Les phagocytes vont reconnaitre, neutraliser et détruire les micro-organismes
pathogenes.

Elle fait également intervenir des substances antimicrobiennes détruisant ou inhibant la
croissance des pathogenes, synthétiseées notamment par les cellules de Paneth, situées au fond
des cryptes intestinales.

b) L’immunité acquise (ou adaptative).

Les antigénes (Ag) de la lumiere intestinale peuvent étre capturés par les plaques de
Peyer, les cellules dendritiques ou les cellules épithéliales.
Les plaques de Peyer sont les principaux acteurs de I’immunité adaptative intestinale. Elles
comprennent des cellules M, cellules épithéliales capables d’entrer en contact étroit avec les
cellules dendritiques, des macrophages et des lymphocytes. Elles captent de facon sélective
les microparticules antigéniques et les microbes. Le pole basal de ces cellules M constitue des
poches contenant des lymphocytes T et des lymphocytes B naifs, des cellules présentatrices
de I’antigene (CPA) et des macrophages.
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Les lymphocytes induits aprés contact avec 1’Ag regagnent la lamina propria, aprées étre
passes via le systéeme lymphatique dans la circulation systémique. lls se différencient alors en
plasmocytes produisant des IgA spécifiques de I’Ag.

Apres présentation des Ag par les CPA aux lymphocytes T résidents de la lamina propria, les
lymphocytes T sont activés. Les lymphocytes T naifs, en fonction de 1’environnement
prendront un phénotype effecteur ou régulateur.

Il existe 3 types de lymphocytes effecteurs (ou pro-inflammatoires) :

- Les Thil, impliqués dans la réponse inflammatoire et I’¢limination des pathogenes
intracellulaires (virus) et des cellules cancéreuses. Ils interviennent dans la prévention
des réactions d’hypersensibilité. 1ls secretent principalement I’'IFNy, I’IL-2 et le TNF
B (Tumor necrosis factor) ;

- Les Th2, impliqués dans la réponse aux infections parasitaires. Ils produisent
principalement I’IL-3, I’IL-4, I’IL-5, I’TL-10 et I’'TL-13. lIs aident les lymphocytes B a
se différencier en plasmocytes, notamment par libération d’I1L-4.

- Les Th17, impliqués dans la réponse aux infections bactériennes extracellulaires et
fongiques. lls secretent I’IL-17, des facteurs de croissance et des chémokines. Ils
participent au recrutement des neutrophiles, a 1’hématopoiése et aux processus de
I’inflammation.

Parmi les lymphocytes T régulateurs (ou anti-inflammatoires), il y a principalement les

lymphocytes régulateurs induits (Trec), dépendant de I’'IL-10 et les lymphocytes T
régulateurs 1 (Trl), synthétisant le TGF .
Un équilibre est nécessaire pour permettre une homéostasie fonctionnelle générant une
réponse immunitaire appropriée. S’il est détruit, les cellules Th produiront selon leur
prédominance des réponses immunitaires anormales se traduisant par des maladies auto-
immunes (Th1) ou des allergies (Th2).

Il est connu que les fonctions immunitaires évoluent au cours de la vie. Chez le jeune
enfant, la période de la naissance a deux ans est critique. C’est a ce moment qu’il est sensible
aux infections et ou le risque de développer des réactions d’hypersensibilité aux protéines
alimentaires est le plus élevé. Pendant cette période, le systéme immunitaire n’est pas complet
car il doit étre stimulé par les bactéries de la flore commensale.

Chez I’adulte, le systéme immunitaire est mature mais de nombreux facteurs peuvent
modifier la composition de la flore commensale responsable alors de diverses pathologies, ce
qui sera vu dans les pages suivantes.

Les fonctions immunitaires diminuant avec 1’age, la personne agée est plus sujette aux
infections. De plus, il a été vu plus haut que la composition du microbiote commensal est
modifiée. Quelques essais ont de fait étudié 1’effet des bactéries lactiques sur les défenses
immunitaires chez la personne agée.

2.3. Effets des probiotiques sur les systémes de défense de Pintestin

Parmi les allégations santé attribuées aux probiotiques, la modulation du systeme
immunitaire suscite actuellement une attention particuliére en raison du lien entre 1’altération
de la flore, les maladies auto-immunes, I’émergence des maladies atopiques et les allergies,
tout particulierement dans les populations occidentales. Il semblerait que les probiotiques
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jouent un role crucial dans la prévention et la thérapie de ces maladies en assurant, d’une part
la maturation du systéme immunitaire chez I’enfant, et d’autre part sa modulation chez
I’adulte.

Selon la littérature, les probiotiques, grace a leurs composants intra-ou extracellulaires
actifs, sont capables d’influencer le systétme immunitaire par contact avec les cellules
immunocompétentes, en transmettant des signaux qui modifient la réponse immunitaire de
I'organisme-hote.

2.3.1. Sur le microbiote intestinal

Des essais chez I’animal et des études in vitro ont démontré que des souches

probiotiques ont une action protectrice contre 1’adhérence, la colonisation, la reproduction
et/ou I’action pathogene de bactéries.
Par exemple, les probiotiques, en modifiant le pH du milieu intestinal, peuvent interférer avec
I’activité enzymatique de la flore, mais cela n’a été démontré qu’in vitro. C’est ainsi que
certaines souches de probiotiques sont capables de diminuer I’activit¢ des enzymes
procarcinogenes produites par le microbiote intestinal.

Certains probiotiques ont encore une capacité d’adhérence a 1’épithélium digestif
empéchant la colonisation de la muqueuse intestinale par des bactéries pathogénes. Par
exemple, les lactobacilles adhérent aux villosités intestinales, inhibant la fixation
d’Escherichia coli entéropathogene. Différentes souches de Lactobacillus sont capables
d’adhérer a des cellules en culture et d’inhiber 1’adhérence d’Escherichia coli ou Salmonella
typhimurium, probablement par encombrement stérique des récepteurs entérocytaires des
pathogenes (30).

Des analyses moléculaires ont pu mettre en évidence la capacité de certains
probiotiques a inhiber de fagon compétitive I’adhésion a la muqueuse intestinale des
pathogénes. Ceci est possible grace a I’expression a la surface des probiotiques de protéines
portant des domaines spécifiques d’adhésion au mucus intestinal appelés domaines MUD
(Mucus-binding Domain). Ces capacités d’adhésion au mucus intestinal varient d’une souche
probiotique a I’autre (31).

La stimulation des fonctions des macrophages par les probiotiques entraine une
augmentation des phénomenes de phagocytose de particules inertes ou, dans certains cas,
d’organismes vivants comme cela a pu étre démontré pour les salmonelles.

D’autres études ont confirmé que certains probiotiques peuvent inhiber et parfois
éliminer des toxines (toxine A de Clostridium difficile par Saccharomyces boulardii,
aflatoxine B par les bifidobactéries).

Les probiotiques sont donc capables de moduler la composition du microbiote
intestinal, mais aussi de modifier ’activité métabolique de ce dernier.

2.3.2. Sur P’épithélium intestinal

Des études in vitro et in vivo réalisées sur des animaux ont démontré que des
probiotiques bien spécifiques sont capables de modifier la couche de mucus. Ceci est possible
grace a divers procédeés:

32



- Stimulation de la sécrétion de mucus, indispensable a la fonction de barriére de
I’épithélium intestinal ;

- Production de glycosidases extracellulaires qui dégradent les glycoprotéines ou les
mucines intestinales;

- Induction de I’expression d’un géne de mucine intestinale dans les cellules épithéliales
par un probiotique;

- Modification biochimique pouvant inhiber 1’adhésion des bactéries pathogeénes a des
cellules cultivees in vitro;

- Intervention directe ou indirecte via les cellules M actives responsables du transfert de
I’antigeéne aux cellules présentatrices de I’antigene (CPA);

- Restauration de la perméabilité épithéliale déficiente, renforgant 1’intégrité de la
barriére et protégeant I’hote contre la migration de pathogenes dans la circulation sanguine
(32).

Toutes ces données expérimentales confirment I’hypothése que la consommation de
probiotiques peut améliorer les fonctions de barriere de D’intestin. Mais ces données
expérimentales obtenues in vitro ne suffisent pas pour conclure quant aux mécanismes
d’action des probiotiques.

2.3.3. Sur le systtme immunitaire intestinal

Bien que peu d’études aient été conduites chez I’homme, il est aujourd’hui reconnu
que les bactéries lactiques agissent sur I’immunité, mais leurs propriétés immunomodulatrices
ne sont pas encore trés claires. De nombreuses revues regroupent les données concernant les
effets démontrés des probiotiques chez I’homme. Cependant, ces études présentent des
restrictions non négligeables:

- seuls certains micro-organismes ont été étudiés, ce qui ne signifie pas que les autres sont
sans effet. Mais une extrapolation des effets de certains probiotiques aux autres est
impossible;

- les études réalisées chez I’homme sain n’ayant pas montré d’effet ne sont pas publiées,
méme en ’absence d’effet délétere pour 1’organisme;

- de nombreuses ¢tudes a la recherche d’effets curatifs sont réalisées chez I’homme mais
tres peu s'intéressent a un effet préventif.

L’effet du microbiote intestinal sur le systeme immunitaire a principalement été étudié
a I’aide d’animaux axéniques. L’utilisation de ces différents modéles animaux a permis de
mettre en avant le rdle important du microbiote intestinal sur la maturation et la stimulation de
la réponse immune (innée et acquise), aux niveaux intestinal et systémique. Les principaux
effets de la microflore sont présentés dans le tableau 3. Contrairement au microbiote
intestinal, 1’effet in vivo des probiotiques sur la réponse immune est peu documenté.
Toutefois, quelques bonnes études in vitro et in vivo rapportent certains effets. Cependant, les
effets observés dépendent des souches utilisées et les études réalisées in vitro demandent a
étre confirmées in vivo.
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Tableau 3 : Principaux effets de la flore intestinale et des probiotiques sur la réponse immune.

Principan: effets rapportés aur le systéme irnmunitaire

Références

Ilicroflore inte stirale Stirnulation du nombre de plasraocytesd Izh Dlorean et al, 1982
Stirnulation de 'actiité phagocytaire Micaize etal, 1993
Stirnulation de la séerétion de cytokines par les macrophages  Micaise etal, 1900
Stirnulation de lexpression des rmoléeules du ChHy hlatsurmoto etal, 1992
Stirnulation des Lypaphocsite s infra-épd the Haw: Bardeira et al, 1920
Lugmentation du nombre de plagques de Peyer Ducluzean et Faiband, 1979
Ilaeda et a1, 2001
Lngrnentation de la taille des plagues de Peyer Dmecluzeau et Faiband, 1979
Ivlaeda et a1, 2001
Diéweloppetnent de centres genrinatifs Ducluzean et Faiband, 1979
Iodulation de la différenciation des Iynphocytes T Ilarickasingharn et al, 2003
Frobioticues Stirnulation de la prolifération des cellules é pithéliales Barasazetal., 2002

Nlodulation de la matoration des cellules dendriticues
Stirmulation des cellules tueuses WE

Stirnulation de la production ATz s

Stirnlation de la prolifération Iy phocytaire

Christenser etal, 2002
Magaoetal, 2000

Fukushirna et al , 1998
Kirjavainen etal, 1999

Chez I’homme sain, les essais indiquent que la consommation réguliére de probiotiques
ne modifie pas les paramétres immunitaires systémiques, constatation importante, notamment
si I’hote est en bonne santé. Mais d’autres essais dévoilent que I’administration de ces micro-
organismes module I’immunité intestinale de I’hote. En effet, grce a des études réalisées
chez I’homme, il a été prouvé que la consommation de yaourt augmente la production de
cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B) (33), accroit I’activité phagocytaire, la
production d’anticorps et la population des cellules Natural Killer (34). Les probiotiques sont
également capables de moduler la prolifération des lymphocytes in vitro et la production
d’anticorps spécifiques et non spécifiques chez la souris et ’homme.

Il est admis que la microflore gastro-intestinale provoque et commande la réponse
inflammatoire de la muqueuse afin de protéger 1’organisme lors d’épisodes infectieux. La
modification de cet environnement par des probiotiques pourrait induire des réponses
immunitaires protectrices de I’hote contre la production de cytokines inflammatoires.
Cependant, le role exact de la modulation de la réponse immunitaire dans la réponse clinique
aux probiotiques reste encore mal connu.

a) Effets sur I’'immunité innée

De nombreux travaux montrent une stimulation des macrophages chez I’animal suite a
I’administration orale de probiotiques.

Dans un essai réalisé par Pelto en 1998, Lactobacillus rhamnosus GG présentait un
effet immunostimulant chez des adultes sains (35).

Des essais in vitro indiquent que certaines souches probiotiques stimulent la sécrétion
de cytokines de type Th1l (IL-10, IFN-y, TNF-B) par les cellules immunitaires, mais de fagon
variable selon les souches. C’est le cas de Lactobacillus bulgaricus, L. casei, Streptococcus
thermophilus, L. acidophilus, Bifidobacterium sp. et L. helveticus (36). Ces résultats ont eté
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confirmés lors d’études réalisées in vivo chez des adultes sains. La consommation de
Bifidobacterium lactis a la dose quotidienne de 1,5.10™ufc entrainait une sécrétion accrue
d’TFNy, une activité phagocytaire des polynucléaires plus importante et une activité
bactéricide augmentée trois, six et douze semaines apres la consommation du probiotique
(37). Les mémes conclusions ont été données dans les études utilisant Lactobacillus
rhamnosus (5.10'%ufc/jour) et Bifidobacterium lactis HNO19 (38).

Chez I’adulte sain, la consommation de certaines souches de lactobacilles et/ou de
bifidobactéries stimule la phagocytose par les cellules mononuclées du sang (39). Ces mémes
souches peuvent augmenter 1’activité des cellules Natural Killer.

Ces essais indiquent donc un renforcement de I’immunité innée suite a I’administration orale
de certains probiotiques mais peu de publications ont analysé leur impact sur les épisodes
infectieux.

b) Effets sur ’immunité adaptative

Le systeme immunitaire du nouveau-né n’est pas totalement mature et continue son
développement pendant les premieres années de vie. Des modéles animaux et des études chez
le nouveau-né et I’enfant en bas age rapportent une implication de la colonisation intestinale
par les bactéries dans le développement de I’immunité. En effet, des expérimentations menées
sur des modeles animaux axéniques ont montré que ces animaux n’ont pas de lymphocytes T
et d’IgA sécrétoires au niveau intestinal aprés exposition aux antigénes alimentaires. Par
contre, lorsqu’ils sont colonisés par une flore intestinale humaine, le tissu lymphoide s’étend
et les IgA sécrétoires sont produites en grande quantité. De plus, des recherches sur les
allergies et les infections chez I’homme suggérent que certains probiotiques influencent le
systéeme immunitaire.

C’est le cas de Lactobacillus rhamnosus GG. Son administration a des enfants agés
d’environ 21 mois ayant une diarrhée a rotavirus a augmenté le nombre de cellules sécrétrices
d’IgA anti-rotavirus (40). De plus, I’administration du probiotique entraine une amélioration
de la réponse immunitaire par rapport au Lactobacillus rhamnosus GG tué. Ce méme micro-
organisme a également entrainé une augmentation des cellules sécrétoires d’IgM spécifiques
du rotavirus 8 jours aprés une vaccination orale chez des nourrissons par rapport a des
témoins non supplémentés (41).

Des travaux ont aussi mis en évidence que les probiotiques Lactobacillus rhamnosus GG et
Bifidobacterium lactis Bb-12 sont capables d’accroitre la réponse post-vaccinale d’IgA
sécrétoires.

Chez I’adulte sain, I’ingestion de lait fermenté par Lactobacillus jonhsonii et des
bifidobactéries pendant 28 jours a permis une augmentation de la concentration en IgA
sériques spécifiques de Salmonella typhi aprés exposition a une souche de Salmonella typhi
atténuee, par rapport a celle observée chez les sujets ne recevant pas ce lait (42).

Des modeles animaux ont confirmé I’existence d’une augmentation des IgA vis-a-Vis
de pathogénes cibles aprés consommation de probiotiques. Cependant, devant le faible
nombre d’études, il n’est pas possible de confirmer une réelle corrélation entre le taux élevé
d’IgA et la prévention des infections.

Gréce a ce systeme complexe faisant intervenir de multiples stratégies de défense,
I’intestin humain n’est pas qu’un simple tube servant a absorber les nutriments. Il est
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également le premier systéme de défense contre les agressions auxquelles le corps est soumis.
Il existe de nombreuses et étroites relations entre les défenses immunes, les déefenses
naturelles et le microbiote intestinal permettant de maintenir 1’homéostasie intestinale. En
effet, le microbiote intestinal active, module et optimise le fonctionnement du systéme
immunitaire de ’homme. Notre santé pourrait donc étre en grande partie dépendante de
I’équilibre microbien de notre microbiote intestinal.

Devant ’importance de ces diverses fonctions, il parait indispensable de développer
nos connaissances sur les relations entre la flore commensale et I'immunité et, plus
exactement, entre 1’intestin et I’ensemble de ses fonctions.

Les mécanismes d’action des probiotiques seront développés dans les pages suivantes,
lorsqu’ils sont connus ou hypothétiques, suivant les pathologies dans lesquelles ils sont
impliqués : diarrhées infectieuses, allergies alimentaires se traduisant par un eczéma atopique,
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin et certains cancers...
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3. Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé de
I’ Homme

Plusieurs effets bénéfiques pour la santé ont été associés a la consommation des
probiotiques. Ils consistent a réduire un ou plusieurs facteurs de risque de maladie ou a
améliorer des fonctions de 1’organisme de 1’hote. Ces effets se retrouvent tout d’abord sur les
fonctions intestinales, mais les probiotiques ont également une répercussion sur des fonctions
non intestinales.

Depuis ces vingt derniéres années, de nombreuses études ont cherché a confirmer
certains effets des probiotiques sur la santé de I’homme. Elles peuvent étre regroupées en
deux types: d’une part, des études visant a déterminer ’effet des probiotiques sur le
microbiote intestinal et les produits de celui-ci; et d’autre part, des études visant a évaluer
I’effet sur le systéme immunitaire de 1’hote.

Il est a noter que la validité scientifique de ces bienfaits est variable. Pour certains d’entre
eux, des preuves appuyees par des études cliniques existent et permettent d’attribuer des
allegations santé aux produits probiotiques. Mais pour d’autres, les allégations ne sont pas
détaillées et restent a ce jour hypothétiques.

Les compléments alimentaires et aliments probiotiques disponibles sur le marché francais,
contrairement aux médicaments, ne possedent pas d’AMM. D’aprés I’EFSA (European Food
Safety Authority), on entend par allégation santé « toute mention utilisée sur les étiquettes a
des fins de publicité, ou sur des produits de marketing, selon laquelle la consommation d’un
aliment donné peut avoir des bienfaits pour la santé, par exemple qu’un aliment peut
contribuer au renforcement des défenses naturelles de I’organisme ou améliorer les capacités
d’apprentissage ». En 2012, ’EFSA a publié la liste des allégations santé autorisées. Les
allégations concernant les probiotiques ont été rejetées, sauf celle des « cultures vivantes des
yaourts ou des laits fermentés améliorant la digestion du lactose de ces produits chez les
individus ayant des difficultés a le digérer » (reglement de I'UE n° 432/2012 de la
commission du 16 mai 2012).

En Europe, la majorité des probiotiques utilisés en alimentation se retrouve sous forme
de produits laitiers fermentés. Par définition, un lait fermenté peut contenir des probiotiques,
mais un lait fermenté ne veut pas dire probiotique car il n’a pas forcément d’effet bénéfique
pour la santé. Il faut le démontrer.

Les probiotiques sont aussi commercialisés sous forme de médicaments, de
compléments alimentaires et de dispositifs médicaux renfermant des souches présentes sous
forme lyophilisée. Elles sont séchées a basse température, donnant des bactéries dormantes
sous forme lyophilisée mais actives au contact de 1’organisme.

Enfin, les probiotiques entrent dans la composition de nombreux laits infantiles pour
les nourrissons présentant certaines pathologies ou encore pour améliorer leurs fonctions
digestives.
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3.1. Effets bénéfiques des probiotiques sur les fonctions intestinales

3.1.1. Probiotiques et diarrhée

L’utilisation des probiotiques au cours des gastro-entérites est une pratique répandue
et ancestrale. Les preuves scientifiques de leur intérét sont pourtant récentes et ne concernent
que certaines souches de probiotiques.

La diarrhée est définie par I’O.M.S. comme I’émission d’au moins trois selles molles a
liquides par 24 heures. Les infections sont les causes les plus importantes des diarrhées
aigués. En France, le réseau Sentinelle montre qu’il existe un pic hivernal regroupant 500.000
cas de diarrhée et une recrudescence en été. Cette distribution, ainsi que d’autres arguments,
plaident en faveur d’une origine virale en hiver et bactérienne en été.

Par contre, dans les pays en voie de développement, la fréquence et la gravité des
diarrhées infectieuses aigués est beaucoup plus importante. Cela est notamment dd au climat,
au manque d’hygiéne, a la malnutrition et au manque d’infrastructures sanitaires.

3.1.1.1.Les diarrhées infectieuses

Les diarrhées infectieuses sont un probléme de santé publique au niveau mondial,
puisqu’elles sont responsables d’une grande part de la mortalité néonatale et infantile dans les
pays en voie de développement.

En France et dans les pays industrialisés, elles touchent chaque année un grand
nombre de personnes. Le risque pour un Frangais est d’un épisode de gastro-entérite par an.
Elles guérissent spontanément en quelques jours mais sont source d’arrét du travail chez les
adultes. Les formes les plus sévéres sont responsables d’un risque de déshydratation pouvant
mener a la mort dans les cas les plus graves. Les agents microbiens mis en causes sont
principalement des virus (surtout le rotavirus) et des bactéries.

Elles touchent ¢également le voyageur d’un pays au niveau d’hygiene ¢élevée allant
dans un pays ou le niveau d’hygiéne est plus bas, on parle alors de «tourista».

Il a été démontré qu’au cours des diarrhées infectieuses la microflore saprophyte est
modifiée.

La flore fécale de 17 adultes indiens a été analysée pendant la phase de diarrhée aigué
et la phase de rémission. Pendant la période de diarrhée aigué, une augmentation du nombre
de bactéries aérobies et une diminution du taux de bactéries anaérobies ont pu étre mises en
évidence. Pendant la phase de rémission, le niveau de coliformes diminuait et les taux de
Bacteroides, Lactobacillus et Clostridium augmentaient (43).

Ces résultats ont été confirmés par plusieurs auteurs.

Fujita et son équipe ont, quant a eux, etudié la flore fécale de 14 enfants du Kenya
atteints de diarrhée aigué due a divers pathogénes (Escherichia coli, Shighella,
Campylobacter, rotavirus). La microflore a également été étudiée pendant la phase de
diarrhée aigué et la période de rémission. Il en est ressorti que le taux de Bacteroides et de
bifidobactéries (bactéries anaérobies) est moins important pendant la phase de diarrhée que
lors de la phase de guérison. La méme conclusion a été établie concernant Lactobacillus. Ces
résultats étaient indépendants de 1’agent pathogéne (44).

La flore microbienne de 29 enfants sains et celle de 49 enfants présentant une diarrhée
infectieuse aigué a été analysée. Il a été mis en évidence une diminution du taux de bactéries

38



anaérobies au niveau de la microflore digestive des enfants atteints de diarrhée. Le rapport
bactéries anaérobies/bactéries aérobies est inverse dans ce groupe par rapport a celui des
enfants sains (45).

Lors d’un épisode de diarrhée infectieuse, le profil bactérien de la flore saprophyte se
modifie donc avec une augmentation des bactéries aérobies et une diminution des bactéries
anaérobies strictes. Ces constatations et le role de barriére du microbiote intestinal ont conduit
a penser qu’une biothérapie préventive et curative de ces périodes de diarrhée infectieuse par
des probiotiques pourrait étre intéressante.

a) Utilisation des probiotiques dans le traitement curatif de la diarrhée aigué

Gaon et son équipe ont étudié 1’évolution d’une diarrhée infectieuse persistante chez
des enfants 4gés de 6 a 24 mois ayant recu un lait supplémenté en Lactobacillus casei et
Lactobacillus acidophilus ou un lait supplémenté en Saccharomyces boulardii (micro-
organisme lyophilisé et administré a la dose de 10*tufc/jour pendant 5 jours) lors d’un essai
contrélé en double aveugle. Les enfants ayant recu les probiotiques ont un nombre de selles
moins éleve que les témoins. De méme, la durée de la diarrhée ainsi que celle des symptdmes
associés (douleurs abdominales, vomissements...) sont raccourcies dans le groupe ayant recu
des probiotiques. Les agents infectieux ont pu étre isolés chez un certain nombre d’enfants, il
s’agissait du rotavirus, d’Escherichia coli, de Salmonella spp. ou de Shigella spp.. Les
lactobacilles et la levure présentaient le méme niveau d’efficacité, quel que soit 1’agent
infectieux (46).

En 2001, Szajewska et son équipe ont fait un travail de compilation des études
concernant 1’utilisation de probiotiques en prévention et en traitement des diarrhées aigués
chez des enfants. Dix études randomisées, contrdlées par placebo, en double aveugle
concernaient le traitement et trois concernaient la prévention des gastro-entérites. Les
probiotiques étudiés en curatif étaient: Lactobacillus rhamnosus GG, L. reuteri, L.
acidophilus, Saccharomyces boulardii, Streptococcus thermophilus en association avec L.
acidophilus et L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Ceux utilisés en préventif étaient:
Lactobacillus rhamnosus GG et Bifidobacterium bifidum en association avec Streptococcus
thermophilus. Ce travail a montré 1’intérét thérapeutique de 1’utilisation de ces probiotiques
pour diminuer de fagon significative la durée de 18,2 heures en moyenne de I’épisode de
diarrhée aigué. L’utilisation de Lactobacillus rhamnosus GG s’accompagne d’un moindre
risque de prolongation de la diarrhée au-dela de 3 jours. Cet effet était plus marqué dans les
infections a rotavirus. Par contre, la méta-analyse concernant le caractere préventif n’a pas pu
étre faite compte tenu de I’hétérogénéité clinique et des résultats statistiques (47).

Une autre méta-analyse (tableau 4) regroupant 9 études randomisées, controlées et en
double aveugle, concernant Lactobacillus rhamnosus GG dans le traitement des diarrhées
infectieuses a été publiée. Ces études ont suivi des enfants de 1 a 37 mois hospitalisés pour
une diarrhée aigué, a I’exclusion de ceux ayant eu un traitement antibiotique dans les jours
précédents. L’analyse a montré une diminution significative de la durée de la diarrhée de 0,7
jour et une réduction de la fréquence des selles au deuxiéme jour de traitement d’un facteur de
1,6 selles dans les groupes ayant recu la souche probiotique. De plus, I’effet thérapeutique
obtenu semblait dose-dépendant et indifférent du germe pathogéne mais avec un effet plus
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prononcé lorsqu’il s’agissait d’une diarrhée due au rotavirus. Enfin, I’administration précoce

du probiotique donnait les meilleurs résultats (48).

Tableau 4: Résultats de la méta-analyse réalisée par Van Niel (48).

Pathogénes Age des Durée de la
Espéce étudiée Dose responsables de la patients Pays diarrhée
diarrhée (mois) témoin/placebo
Lactobacillus 48% rotavirus
; X . 10*ufc 2 fois/j 1% bactéries 3-24 Thailande 1,81/2 38
acidophilus tuée A
51% non identifié
Lactobacillus 359% rotavirus
10%ufc/250ml 18% bactéries 1-36 10 pays 2,43/3
rhamnosusGG : o
47 % non identifié
Lactobacillus 10%°-10"ufc/ j 75% rotavirus .
reuteri 5 jours 25 % non identifié 6-36 Finlande 17129
Lactobacillus 10%0-10"ufclj Rotavirus 6-36 Finlande 15/25
reuteri 5 jours exclusivement T
. - 28% rotavirus
9
rhgfntggg‘jé”eué 5.10 SUTSUZrS‘CO'S/J 21% bactéries 1-36 Russie 2,7/38
) 51 % non identifié
Lactobacillus | 10%-10%ufc 2fois/j 22% rotavirus .
rhamnosus GG 2 jours 78% non identifié 1-24 Pakistan NC
Lactobacillus | 10%-10%ufc 2fois/j Rotavirus 7.37 Finlande 1125
rhamnosus GG 5 jours exclusivement T
L.acidophilus et 10°ufc/dose
: e 4-8 doses/j Non identifiés <36 Canada 2,7/2,1
L. bulgaricus . A
jusqu'a guérison
- - S s
L amdophl!us et | 10°ufc toutes 8 2 Pas de bactéries 2-36 Canada 2,5/2,8
L. bulgaricus 12h

La méme année, une autre méta-analyse a été réalisée et regroupait dix-huit études
randomiseées, contrdlées, en double aveugle réalisées entre 1974 et 2001. Elles ont inclus des
enfants dgés de moins de cinq ans présentant une diarrhée infectieuse de moins d’une
semaine. Les probiotiques testés étaient : Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium
infantis, L. acidophilus, L. bulgaricus, Saccharomyces boulardii et Streptococcus
thermophilus. Ces études avaient pour but d’étudier la réduction de la durée de 1’épisode
diarrhéique. Celle-ci était réduite de 0,8 jour en moyenne (49).

En 2010, Allen et son équipe ont regroupé 63 études incluant au total 8014 patients,
adultes, enfants et nourrissons, comparant 1’action d’un probiotique a un placébo sur la durée
et la gravité de la diarrhée aigué infectieuse. Les résultats ont montré une diminution
significative de la durée moyenne de la diarrhée. Les auteurs en ont conclu que les
probiotiques, associés a une thérapeutique de réhydratation, sont bénéfiques pour réduire la
durée et la fréquence des selles dans la diarrhée aigué infectieuse (50).

Concernant Saccharomyces boulardii, plusieurs études ont testé son efficacité dans le
traitement de la diarrhée infectieuse en complément d’une réhydratation orale.
Dans un essai en double aveugle contre placebo regroupant 130 enfants agés de trois mois a
trois ans souffrant d’une gastro-entérite infectieuse, 1’administration de Saccharomyces
boulardii a la dose quotidienne de 300 mg par jour a diminué significativement la fréquence
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des selles des 48 heures. Au bout de 96 heures, le nombre de guérisons cliniques était
significativement plus éleve dans le groupe recevant la levure que dans le groupe témoin
(85% versus 40%) (51).

Une autre étude menée en double aveugle contre placebo chez 92 adultes souffrant
d’une diarrhée infectieuse a montré une diminution significative du score de la diarrhée
(prenant en compte le nombre et la consistance des selles) au bout de 48 heures de traitement.
lls ont consommé les deux premiers jours quatre gélules trois fois par jour, puis du 3°™ au
7¢™ jour deux gélules trois fois par jour ; ces gélules contenaient soit un placebo soit la levure
a la dose de 50 mg (52).

Une meéta-analyse publiée en 2007 par Szajewska a compilé 5 essais randomisés
réalisés dans plusieurs pays (regroupant au total 619 enfants présentant une diarrhée). Quatre
de ces études ont montré que Saccharomyces boulardii a significativement réduit la période
de diarrhée et le risque de récidive. Cependant, I’auteur note certaines limites dans la
méthodologie des études incluses (53).

De nombreuses études randomisées, controlées et en double aveugle, ayant donc un
niveau de preuve ¢élevé, ont été réalisées dans le but d’établir un role des probiotiques dans le
traitement de la diarrhée aigué. Malgré leurs limites, ces essais montrent que 1’administration
de certains probiotiques lors d’une diarrhée infecticuse chez les jeunes enfants améliore les
symptdémes cliniques et raccourcit la durée de la diarrhée. L’effet obtenu est modéré mais
significatif et spécifique de la souche probiotique utilisée. Ceci est surtout mis en évidence
avec les lactobacilles et les bifidobactéries qui ont montré un résultat plus marqué sur les
diarrhées a rotavirus.

Il est néanmoins important de rappeler qu’une réhydratation par voie orale doit
toujours étre associée a un traitement antidiarrhéique.

Les principaux produits probiotiques disponibles en pharmacie pouvant étre utilises
dans le traitement de la diarrhée aigué infectieuse sont :

- Lactibiane enfant® (laboratoire Pileje), complément alimentaire a base de 5 souches
microbiotiques dosées & 4 milliards par sachet et de vitamine D : Bifidobacterium
longum LA 101, Lactococcus lactis LA 103, Lactobacillus helveticus LA 102,
Streptococcus thermophilus LA 104 et Lactobacillus rhamnosus LA 801. La
posologie est d’un sachet par jour pendant 10 a 30 jours ;

- Lactibiane imédia® (laboratoire Pileje), composé de 4 souches microbiotiques dosées
a 30 milliards par stick orodispersible (Bifidobacterium longum LA 101, Lactobacillus
helveticus LA 102, Lactococcus lactis LA 103 et Streptococcus thermophilus LA
104). La posologie est d’un stick par jour pendant 4 a 12 jours ;

- BioGaia ProTectis® (laboratoire PediAct), complément alimentaire sous forme de
gouttes pour les enfants et nourrissons, de comprimés a croquer pour les enfants et de
comprimés a avaler pour les adultes. Il est composé de Lactobacillus reuteri DSM
17938, a la dose de 100 millions de ferments actifs par dose. La posologie est de 5
gouttes ou un comprimé 1 a 2 fois par jour ;

- Ultralevure® 50mg, 100mg et 200mg (laboratoire Biocodex), médicament composé
de Saccharomyces boulardii. La posologie chez I’enfant a partir de 2 ans est de 200mg
par jour et chez I’adulte de 400mg par jour ;

- Arkolevure® (laboratoire Arkopharma), complément alimentaire sous forme de
gélules composées de 250mg de Saccharomyces boulardii associé¢ a I’inuline. La
posologie recommandée est d’1 gélule a diluer chez I’enfant de plus de 4 ans oude 1 a
4 gélules par jour chez I’adulte. La forme sachet contient 120mg de Saccharomyces
boulardii associé¢ a de I’inuline et sa posologie est de 2 sachets par jour chez I’enfant
de plus de 4 ans ;
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- Bioprotus 4000® (laboratoire Carrare), composé de 4 milliards de ferments lactiques
par gélule, provenant de 7 souches: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis ssp lactis, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium longum et Bifidobacterium bifidum, associées a des FOS et des fibres
de pomme. La posologie recommandée est de 1 a 6 gelules par jour ;

- Probiolog® (laboratoire Mayoly Spindler), complément alimentaire sous forme de
gélules composées d’1 milliard de Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium lactis.
La posologie recommandée est de 1 gelule par jour chez I’enfant et 2 gelules par jour
chez ’adulte;

- Probiolog fort® (laboratoire Mayoly Spindler), complément alimentaire sous forme
de gélules composées de 2 milliards de Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium
lactis, recommandé a la dose d’1 gelule quotidienne ;

- Probiolog enfant et nourrisson® (laboratoire Mayoly Spindler), poudre orale sous
forme de sachets renfermant 1 milliard de Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC
53103). La posologie recommandée est de 2 sticks de poudre orale par jour;

- Ergyphilus confort® (laboratoire Nutergia), complément alimentaire composé de 5
ferments lactiques revivifiables dosés a 6 milliards par gélules (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium longum). La posologie recommandée est de 2 a 4 gélules par
jour ;

- Ergyphilus plus® (laboratoire Nutergia), gélules composées de 6 milliards de
ferments lactiques revivifiables (Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium bifidum et Lactobacillus paracasei). La posologie
recommandée est de 2 a 4 gélules par jour ;

- Ergyphilus enfant® (laboratoire Nutergia), sachets dosés a 3 milliards de ferments
lactiques (Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus fermentum et Bifidobacterium
infantis) associés a la vitamine D, a la vitamine C et a des FOS. La posologie
recommandée est d’1 sachet quotidien ;

- Bacilac Bifido® (laboratoire Crinex), complément alimentaire sous forme de sachets
composés de 5 souches (Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium bifidum et Lactobacillus rhamnosus GG). La
posologie recommandée est d’1 a 2 sachets par jour ;

- Pédiakid Probiotiques-10M® (laboratoire Ineldea), complément alimentaire composé
de 4 souches de probiotiques (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum et Streptococcus thermophilus) associées a de I’inuline de
chicorée et a du zinc. La posologie est d’1 sachet par jour pendant 10 jours;

- Bacilor® (laboratoire Probionov), médicament contenant la souche probiotique
Lactobacillus casei var rhamnosus a raison de 250mg par dose. La posologie chez
I’adulte est de 2 a 8 gelules par jour ; chez I’enfant de plus de 2 ans, il est recommandé
de donner la forme sachet a la dose d’1 a 4 sachets par jour.

Chez le nourrisson,en cas de diarrhée aigué, il est recommandé d’utiliser un lait
spécifique, sans lactose ou a teneur réduite en lactose mais toujours de facon transitoire, car
ils ne correspondent pas aux recommandations en terme d’apports en minéraux et vitamines.
Certains de ces laits sont enrichis en probiotiques :

- Guigoz lait expert AD®, enrichi en Lactobacillus reuteri DSM 17938 ;

- Picot SL®, enrichi en Lactobacillus fermentum. ..
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b) Utilisation des probiotiques dans le traitement préventif de la diarrhée aigué

D’autres essais ont cherché un effet préventif des probiotiques sur le risque de
diarrhée. Certains ont été faits chez des enfants en bonne santé, d’autres chez des enfants
hospitalisés pour de longues périodes et pour diverses raisons.

Dans un essai, I’incidence de diarrhée chez des nourrissons agés de 1 a 36 mois
hospitalisés pour diverses raisons a été réduite grace a 1’administration de Lactobacillus
rhamnosus GG. Le risque de diarrhée nosocomiale était de 6,7% versus 33,3% dans le groupe
contréle. De plus, le risque de diarrhée a rotavirus diminuait de maniéere significative (1/45
versus 6/36) (54).

Les mémes résultats ont été obtenus dans d’autres études, alors que certaines n’ont pas montré
de réelle efficacité pour ces mémes probiotiques. C’est le cas de 1’essai italien réalisé chez
220 nourrissons hospitalisés recevant Lactobacillus rhamnosus GG (55).

Deux essais cliniques, réalisés en France chez des enfants en bonne santé, ont testé

I’efficacité de Lactobacillus casei souche DN 114-001. Pendant six semaines, 287 enfants
Agés de 6 & 36 mois ont recu soit un lait fermenté par ce probiotique (a la dose de 108ufc/mL),
soit un produit de contréle (yaourt standard). Le nombre de gastro-entérites n’a pas diminué
de facon significative (23,4% versus 26,4%), mais la sévérité de la diarrhée a réduit
significativement (56).
Par contre, un autre essai réalisé un an plus tard a montré une diminution significative de la
fréquence des gastro-entérites (15,9% dans le groupe probiotique versus 22% dans le groupe
placebo). Il regroupait 928 enfants agés de 6 a 24 mois en bonne santé et consommant
pendant 4 mois soit un yaourt standard, soit un lait fermenté contenant le probiotique (a la
dose de 108ufc/mL) (57).

Une étude francgaise réalisée en double aveugle contre placebo a comparé 1’effet sur la
diarrhée de la consommation d’un lait infantile standard (Gallia®) et d’un lait infantile
fermenté par Bifidobacterium breve C50 et Streptococcus thermophilus 065 (Gallia
Calisma®). Cet essai regroupait 913 nourrissons en bonne santé consommant I’une des deux
préparations pendant au moins trois mois. La composition nutritionnelle des deux laits était
identique. Les auteurs ont étudié la fréquence des épisodes de diarrhée, leur durée et leur
sévérité (évaluée par les nombres d’hospitalisation, de déshydratation, de consultation
médicale et de prescription de réhydratation par voie orale). La fréquence et la durée des
significativement diminuée chez les enfants nourris par le lait infantile enrichi en ferments
lactiques.

L’administration de ce lait fermenté a donc permis de diminuer la sévérité des épisodes de
diarrhées chez les nourrissons par rapport a un lait standard (58).

Une équipe israélienne a testé I’impact de 1’administration de deux probiotiques sur la
survenue des infections gastro-intestinales chez des enfants placés en créche. Cet essai mené
en double aveugle et randomisé regroupait 189 enfants 4gés de 4 a 10 mois et recevant
quotidiennement soit un lait infantile standard (groupe témoin), soit ce méme lait supplémenté
en Bifidobacterium lactis Bb-12 ou en Lactobacillus reuteri 55730. L’étude a duré douze
semaines. Les épisodes fébriles et diarrhéiques ont été significativement moins nombreux
chez les enfants recevant les probiotiques p