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OBJECTIFS DE LA THESE

Les maladies immunitaires telles que les allergies ou les pathologies auto-immunes
sont causées notamment par une conjonction de facteurs génétiques et environnementaux, et
sont un enjeu de santé publique de par I’augmentation de leur prévalence au cours des

derniéres décennies.

Il s’avére que D’exposition aux antigénes de I’environnement extérieur aprés la
naissance et durant la petite enfance pourrait étre un des facteurs impliqués dans 1'apparition

de pathologies immunitaires diverses plus tard dans la vie.

Cette thése propose donc d’effectuer une revue des connaissances en la matiére, en
¢tudiant les divers aspects de I’exposition antigénique durant la petite enfance et d’étudier les
liens qui peuvent exister avec la survenue de ce type de pathologies a un age plus avancé, en

exposant diverses théories pouvant expliquer ces phénomenes.



CHAPITRE 1 : Contexte et Immaturité du systéme immunitaire

d’un nouveau-né.

1) Contexte global et généralités.

1.1) Généralités sur la réponse immunitaire.

Sans détailler, présentons brievement les grandes lignes d’une réponse immunitaire.

La réponse par les cellules B sera revue plus tard dans le cadre de la réponse vaccinale.

Innate immunity Adaptive immunity

B lymphocytes Plasma cells Antibodies
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Figure 1 : L’immunité innée et adaptative dans le temps lors d'une infection.

Figure adaptée de www.creative-diagnostics.com/innate-and-adaptive-immunity.htm consulté

le 03/06/2019.

Lors d'une infection par un agent pathogéne, le systéme immunitaire déclenche une
réaction dans laquelle il y a intervention de cellules immunitaires dont le rdle est de détruire
I’antigéne (Ag) étranger. (figure 1). Les mécanismes de l'immunité innée fournissent la

premicre ligne de défense face aux infections. Les réponses immunitaires adaptatives se
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développent plus tard, sont spécifiques de I'antigéne et nécessitent l'activation des

lymphocytes. (figure 1)

1.1.1) La réponse innée

La premicre réaction du systéme immunitaire aprés une agression par un agent
pathogéne consiste a mettre en ceuvre I’immunité innée, non spécifique du pathogene, afin de
I’¢liminer. La réponse immunitaire innée fait suite a un signal émis aprés ’interaction entre
des récepteurs du soi appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) et des molécules du non-
soi appelées PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns).Cette réponse est immédiate,
elle reste fonctionnelle environ 4 jours et nécessite 1’action de cellules phagocytaires telles
que les macrophages, capables d’ingérer et tuer un agent pathogene. Cette réponse innée voit
aussi intervenir les monocytes, et les cellules dendritiques, ou encore les polynucléaires
neutrophiles. Suite au signal mettant en ceuvre le systéme inné, il y a mise en place d’une
inflammation ou I’on observe la sécrétion de facteurs solubles, les cytokines, telles que le
TNF-a, les chimiokines et les interleukines IL-1, IL-6, IL-12 et IL18 qui permettent le
recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammatoire. (1)

Aprés cette réaction inflammatoire, les cellules dendritiques locales capturent le micro-
organisme. Des morceaux de protéines de celui-ci sont alors présentées a la surface des
cellules présentatrices de l'antigéne. Cette exposition se fait au sein du complexe majeur
d'histocompatibilit¢ ou CMH, qui piege le peptide antigénique. Les cellules dendritiques
ensuite vers des organes lymphoides, comme les ganglions lymphatiques ou elles vont

rencontrer des lymphocytes T immatures.

1.1.2) La réponse adaptative ou spécifique

Si la deéfense de I’hdte par I'immunité innée s’avere étre insuffisante, la réponse
immunitaire adaptative ou acquise, prend le relais. Contrairement a I’immunité innée elle est
spécifique du pathogéne. En effet, les cellules lymphocytaires ont a leur surface des
récepteurs d’antigéne spécifiques qui reconnaissent les antigéne d’un micro-organisme pour
déclencher leur réaction.

Il existe deux types de lymphocytes : les lymphocytes T et B. Les lymphocytes T
comprennent eux les lymphocytes T CD4 et les lymphocytes T CD8. Les premiers dits
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« helpers » ou auxiliaires, ont un réle de régulation de la réponse adaptative. Les LT CDS8
évoluent en LT cytotoxiques.

Les lymphocytes B sont des cellules spécialisées impliquées dans cette la réponse
adaptative. Ils sont capables de produire des anticorps spécifiques de ’antigene porté par
I’agent pathogeéne, qui persistent apres I’infection pour éviter une ré-infection immédiate. De
plus, ces lymphocytes sont la base de I’'immunité de long terme, générée apres le succes de la
réponse apportée contre le pathogene. La réaction lors d’un rencontre ultérieure avec le méme

micro-organisme sera plus rapide et plus puissante (figure 2). (1)

A taux plasmatique d'anticorps

réponse secondaire

A
Y

réponse primaire

A
¥

anticorps anti-A

délai délai
/,\ i anticorps anti-B
i ———
0 10 20 30 0 5 60 70 8 9 10
T T temps (en jours)
premier contact second contact avec I'antigene A
avec I'antigéne A B

premier contact avec I'antigéne B

Figure 2: La mémoire immunitaire.

La figure montre les réponse primaire et secondaire lors de contact avec un antigene de
micro-organisme pathogene. La réponse secondaire, grdce a la mémoire immunitaire des
lymphocytes B, est plus efficace et plus rapide que la réponse primaire. Figure adaptée du

cours « Phénotype immunitaire au cours de la vie » de I'Université de Grenoble.

Les LT CD4+ ont a leur surface le récepteur CD4 et le TCR qui interagit avec le
peptide antigénique présenté par le CMH de classe II des cellules dendritiques. Cela entraine
l'activation des LT CD4+ qui produisent alors l'interleukine 2 (IL2) qui induit la prolifération
puis la différenciation de ces LT en lymphocytes T helpers, eux mémes sécrétant des

molécules activant d’autres cellules immunitaires.
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1.1.2.1) Réponse adaptative a médiation humorale.

La reconnaissance de 1’antigene par le LB naif est la premiére étape de cette réponse :
c’est la sélection clonale. Ce LB va alors proliférer de facon clonale, tous les clones
présenteront a leur surface le méme anticorps membranaire. Une partie de ces lymphocytes se
transforme alors en plasmocytes sécréteurs d’anticorps, et 1’autre en cellules mémoires. Les
anticorps produits et sécrétés par les plasmocytes vont alors former avec 1’antigéne des
complexes immuns qui seront éliminés par phagocytose ou ADCC (ou par cytoxicité médiée
par le complément). La réponse par les cellules B sera détaillée ultérieurement (paragraphe

2.2).

1.1.2.2) Réponse adaptative a médiation cellulaire.

Les cellules présentatrices d’antigéne activent les lymphocytes T CD4 et T CDS.

Une fois I’antigéne présenté a la surface de ces cellules, les lymphocytes ayant sur leur
membrane les récepteurs T complémentaires a 1’antigéne donné sont sélectionnés et activés a
l'aide de signaux de co-activation. Les lymphocytes T CD4 activés se multiplient puis se
différencient en lymphocytes T helpers ou deviennent des lymphocytes T mémoires de durée
de vie plus longue.

Une fois activés par les LT CD4 helpers, les lymphocytes T CD8 se multiplient et se
différencient en lymphocytes T cytotoxiques qui en libérant les perforines entrainent la lyse

d’une cellule infectée par un virus.

1.1.3) Régulation de la réponse immunitaire.

Afin d’éviter d’endommager les cellules et tissus sains au cours de la réaction
immunitaire, il convient de la réguler et d’y mettre un terme une fois I’agent infectieux
neutralisé en inhibant 1’activité des cellules effectrices. Ainsi, par exemple, les Lymphocytes T
régulateurs permettent par leur action anti-inflammatoire de conclure la réaction. En effet, ils

sécretent notamment des molécules immunosuppressives telles que I’IL-10 et le TGFp. (2)
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1.2) Le contexte particulier du nouveau-né.

Le nouveau-né vient d'un environnement utérin stérile et nécessite donc par la suite
une maturation pour atteindre les performances d’un systéme immunitaire efficace.

I1 est ensuite rapidement exposé a a une multitude d’antigeénes a la naissance et dans la petite
enfance, principalement par les infections qu’il subit, et également par les vaccinations qui lui
sont faites. (3)

L’exposition initiale aux bactéries se fait par le passage dans le canal génital, puis des
qu’il établit un contact buccal, cutané et respiratoire avec I’extérieur. A partir de la naissance,
I'exposition aux antigénes des micro-organismes est continue. Une grande partie des bactéries
qui colonisent le tractus intestinal et les sites muqueux de 1’organisme sont essentielles pour
assurer certaines fonctions vitales, notamment pour la digestion. Ils ont également un impact
important sur le développement du systéeme immunitaire. (4,5)

Le systéeme immunitaire d’un adulte n’est pas le méme que celui d’un nouveau-né ou
d’un enfant dans les premiers mois de vie. En effet, la maturation du systéeme immunitaire
d’un étre humain est un processus long de plusieurs années qui a pour objectif notamment de
permettre a celui-ci de se défendre face a des agressions extérieures de pathogenes tels que les
bactéries, virus, parasites. De nombreuses différences existent tant sur les plans des organes
composant ce systtme immunitaire, des cellules et des molécules, que sur le plan de
I’organisation et de la physiologie d’une réponse a une agression de 1’environnement. La
caractéristique principale de I’'immunité d’un nouveau-né est d’étre tourné vers la tolérance de
son environnement, puisque le feetus a évolué dans un milieu protégé des antigénes extérieurs.
Or a la naissance, la contamination par des agents pathogenes devient possible.

L’immaturité a la naissance des fonctions de I'immunité acquise d’un étre humain
concerne par exemple les lymphocytes T et B, leurs capacités de reconnaissance d’un
antigéne, les molécules sécrétées par ces cellules notamment les immunoglobulines par les
lymphocytes B. Ces Immunoglobulines (Ig) ou anticorps sont des protéines solubles ou
membranaires capables de reconnaitre et de se lier a des antigenes. Cette somme de déficits
augmente la susceptibilit¢ aux infections et rend donc I’individu vulnérable a certaines

infections potentiellement graves. (5,6)

Dans les premieres années de vie, les multiples stimulations au contact des antigenes
de I’environnement contribuent a la maturation du systéme immunitaire dans son ensemble,

c’est a dire que toutes les composantes du systéme, qu’elles soient cellulaires ou moléculaires

14



iront dans le sens d’une augmentation de leurs capacités et de leurs performances. Elles seront
ainsi capables de reconnaitre, prendre en charge et neutraliser un agent pathogéne, et de
constituer une mémoire immunitaire acquise vis-a-vis d’eux lui assurant une protection de
longue durée. De plus, cette mémoire immunitaire permettra, lors d’une rencontre ultérieure
avec les antigénes les plus représentés dans 1’environnement, de déclencher une réponse

efficace immédiate, limitant ainsi la capacité de I’agresseur a se propager et a se répliquer.

2) L’immaturité des réponses immunitaires apres la naissance.

Les anticorps maternels transférés par voie transplacentaire participent a la protection
du nouveau-né contre les organismes pathogenes. (figure 3) La protection passive conférée
par ces anticorps a une courte durée de vie et tend a diminuer jusqu’a se dissiper lorsque
I’enfant atteint I’Age de 6 mois. A titre d’exemple la protection par les anticorps maternels des
nouveau-n¢s est de 3,3 mois pour la rougeole, 2,7 mois pour les oreillons, 3,9 mois pour la

rubéole et 3,4 mois pour la varicelle. (5, 7)

Birth
—_ Maternal IgG
E
= 2 104 IeM
g ¢
=
g 2
2%
s 8 IeG
S o
- ° 50+
®
- IgA, IgD, IgE
Infant IgG
0 f - ; + y >
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+——r <«
in utero postparium
perinatally

»

Transmission stage

Figure 3 : Niveaux d’anticorps de ’enfant au cours du temps de la période in utero a 18
mois. La figure montre les niveaux d'anticorps du nourrisson in utero, périnatale ou post-
partum. Apres la naissance, les IgG transférées de la mere disparaissent progressivement,
alors qu’en parallele la quantité d'IgG produite par le nourrisson augmente.

Le placenta est relativement imperméable aux Ig des autres classes, dont les niveaux sont

donc plus bas chez le nouveau-né. Figure adaptée de Martine Braibant et al, 201 3.
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Comme montré dans la figure 3 ci-dessus, la protection précoce contre des micro-
organismes pathogenes précédemment rencontrés et éliminés par la meére est assurée par des
anticorps, les IgG transférés passivement par voie transplacentaire et dans le lait maternel
apres la naissance. Les jeunes enfants sont davantage susceptibles de contracter des infections
une fois cette protection maternelle terminée, méme si les systemes immunitaires innés et
adaptatifs continuent leur maturation. Les vaccinations, qui stimulent les réponses
immunitaires protectrices du systtme immunitaire en cours de maturation, réduisent
considérablement les risques. Néanmoins, les enfants peuvent toujours contracter des
infections qui doivent étre combattues et controlées par des réponses immunitaires. Cette
stimulation antigénique permet le développement d’une mémoire immunologique. (8,9)

Ainsi, au fil du temps, la protection fournie par la réponse immunitaire augmente et les
jeunes adultes sont moins infectés. Cette accumulation de mémoire immunologique est une
caractéristique évolutive de la réponse immunitaire adaptative.

La mémoire persiste jusqu'a un age avancé, permettant une protection de long terme,

bien qu’elle puisse ensuite s'estomper. (8)

2.1) D’Immaturité du systéme immunitaire inné.

Chez les nouveau-nés, les monocytes et les macrophages, comme beaucoup d’autres
types cellulaires et fonctions associées, sont immatures. IIs ont une expression moindre de
TLR4 (toll like receptor), qui est corrélée a une diminution significative de la sécrétion d'IL-1,
d'IL-6 et de TNFa lors d’une stimulation expérimentale par lipopolysaccharide (LPS) dans le
sang total. Cette faible expression de TLR4 augmente la susceptibilité aux infections
notamment par des bactéries a Gram négatif en raison de 1'absence de cytokines pour stimuler
la réponse immunitaire initiale. (10)

De plus, la voie de signalisation intracellulaire est altérée. Yan SR et al ont montré
qu’il existait une relation directe entre la sécrétion de TNFa chez l'adulte et le nouveau-né et
MyD88, qui est une protéine adaptatrice couplée a TLR4. Or, chez le nouveau-né cette
protéine est quantitativement réduite dans les monocytes, et, par conséquent, la sécrétion du
TNFa est retardée et diminuée dans les monocytes du nouveau-né, notamment en réponse au
LPS. (11,12, 13)

Les nouveau-nés, et particulierement les prématurés, ont une altération de la fonction

des neutrophiles, exposant ainsi I'enfant a un risque d'infections bactériennes. (14)

16



En effet, Nussbaum et al ont montré que des neutrophiles matures ont une capacité bactéricide
plus faible. Ils sont présents a la fin du premier trimestre et leur nombre augmente en fin de
grossesse. Les réponses aux stimuli inflammatoires sont aussi plus faibles, et ils présentent
une mauvaise adhésion aux cellules endothéliales ainsi qu’une chimiotaxie diminuée. (15)
Les cellules dendritiques my¢loides du nouveau-né ont une capacité réduite a induire
des réponses Thl et des lymphocytes CD8+ cytotoxiques, ce qui est en corrélation avec une
susceptibilit¢ accrue aux infections. En effet, les nouveaux-nés ont un nombre moins
important de ce type cellulaire et expriment des niveaux plus faibles de HLA classe II, de
molécules de co-stimulation comme CD80 et CD86 par rapport au cellules adultes. (16)
De plus, les sécrétions d'TL-12 sont moindres par rapport a 1’adulte en réponse a l'activation de
stimuli innés. (17) Les cellules dendritiques plasmacytoides du nouveau-né, quant a elles, ont
une capacité de sécrétion d'interféron alpha et béta (IFN o / ) moindre apres stimulation par
TLR7 et TLR9, que chez l'adulte et de ce fait, les réactions immunitaires innées contre des
virus tels que le virus respiratoire syncytial, le virus de I'herpes simplex et le cytomégalovirus

sont altérées. (18)

Le nouveau-né présente aussi une capacité cytolytique réduite des cellules Natural
Killer NK qui ne représente que la moiti¢ de celle de l'adulte. Ce type cellulaire est moins
sensible a l'activation par IL-2 et IL-15 et produit des concentrations limitées d'IFN-y. (19)

Pour ce qui est des composants du complément, dont les fonctions sont de participer a
I’opsonisation et la lyse cellulaire, les concentrations dans le sang chez le nouveau-né de
presque tous les composants en circulation sont de 10 a 80% inférieures a celles observées
chez l'adulte, le systeme étant sous-développé avec une activité biologique réduite. (20)
On sait que le complément des nouveau-nés a une capacité réduite a lyser directement les
bactéries par la voie terminale commune, mais également une capacité réduite a recruter par
chimiotactisme des leucocytes innés et adaptatifs a des sites de transmission microbienne, et

une capacité réduite a augmenter la phagocytose.

2.2) P’immaturité des lvmphocytes et du systéme immunitaire adaptatif.

Le systeme immunitaire du nouveau né présente certaines caractéristiques qui different
par rapport a celui d'un adulte et qui expliquent son immaturité. L’activation des lymphocytes

B peut se faire avec ou sans ’aide de lymphocytes T (figures 4 et 5) :
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Figure 4: Activation des cellules B et production d'anticorps.

Extrait de « L'Immunologie de base, fonctions et troubles du systéme immunitaire», 3e

édition, Abbas et Lichtman, 2011.

- L’activation thymo-indépendante ne dépend pas de 1’action des lymphocytes T helpers pour
produire les anticorps. Cette réponse est par conséquent plus rapide que la réponse thymo-
dépendante. Les antigenes thymo-indépendants sont donc classés en deux catégories. Les
antigénes thymo-indépendants de type 1 sont capables d'activer directement la prolifération
des lymphocytes B. Ces molécules induisent la prolifération et la différenciation des
lymphocytes B, quelle que soit leur spécificité. Il s’agit d’une activation polyclonale. Les
antigenes thymo-indépendants de type 1 n'induisent pas de commutation isotypique, de
maturation augmentant 1'affinité ou de cellules B mémoires.

L’activation de type 2 entralne au contraire une activation monoclonale des LB par la
reconnaissance de polysaccharides de surface répétitifs sur la paroi des bactéries.

- D’activation thymo-dépendante, suite a I’interaction antigene/BCR induit des signaux de
stimulation qui permettent I’internalisation de ce complexe et la dégradation de 1’antigene.
Cette activation induit aussi des signaux de co-stimulation, nécessaire a une activation totale,
par le biais de co-récepteurs qui amplifient le signal. Les lymphocytes B activés recoivent
alors des signaux de prolifération induits par les lymphocytes T helpers folliculaires qui se
multiplient, certains d’entre eux étant capables de produire des IgM, immunoglobulines de
basse affinité pour I’antigéne. Les autres cellules continuent leur multiplication pour former

des centres germinatifs. Ces lymphocytes connaissent alors un phénoméne d’hypermutation
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somatique, qui consiste en la mutation des génes codant pour les parties variables de chaines
lourdes et légéres des immunoglobulines. Ces cellules exprimeront désormais un BCR qui
reconnait un seul antigéne avec une forte affinité.

Il y a ensuite une nouvelle interaction avec les LT helpers qui conduit a la formation de
plasmocytes sécréteurs d’anticorps de haute affinité pour I’antigeéne, avec une commutation de
classe possible en IgA, IgG, ou IgE sous I’influence de I’environnement cytokinique produit
par le LT. L’interaction avec ce dernier permet aussi de former des cellules B mémoires qui

peuvent sans temps de latence sécréter des anticorps de haute affinité pour un antigéne

spécifique. (21,22)

Les nouveau-nés sont capables de produire certaines réponses similaires a celles des
adultes notamment par les cellules T et les cellules B, mais des différences qualitatives et
quantitatives ont été observées apres des primo-infections par des virus. En outre, les
nouveau-nés ont des centres germinatifs sous-développés. Ces centres sont des compartiments
anatomiques situés dans les organes lymphoides secondaires que sont les ganglions et la rate
et dans lesquels les lymphocytes B matures proliférent, effectuent leur commutation
isotypique, mutent leurs geénes d’immunoglobulines en réponse a une infection. A la
naissance, ils ont de plus une faible expression des marqueurs d’activation des lymphocytes
B, notamment CD21, CD40, CD80 et CD86, ce qui se traduit par de faibles niveaux de

réponses primaires en IgG aux infections et aux vaccins. (6, 23)

Au niveau des lymphocytes B, deux types cellulaires se distinguent par des voies de
développement différentes. (24) (Figure 5)

Les lymphocytes B de la zone marginale sont capables de sécréter des IgM de faible
affinité avec une gamme limitée de spécificités antigéniques et présentent moins de mutations
somatiques, ne constituant qu’une premicre ligne de défense. (25) Ces lymphocytes
produisent et sécretent des interleukines telles que I’IL-10 et TGF-f, orientant la réaction vers
une réponse Th2. A la naissance, les lymphocytes B marginaux comprennent 40% des
lymphocytes B du sang périphérique et cette proportion reste ¢levée pendant quelques mois.
(26)

Les lymphocytes B « classiques », eux, proviennent d'un progéniteur lymphoide
commun et générent un bien plus large répertoire d'immunoglobulines. Ces lymphocytes B
sont généralement présents dans les organes lymphoides secondaires et dans la moelle

osseuse, ou elles contribuent a la réponse humorale du systéme immunitaire adaptatif. (5)
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Figure 5 : Voies d’activation des Lymphocytes B.
Extrait de « L'Immunologie de base, fonctions et troubles du systéme immunitaire», 3e

édition, Abbas et Lichtman, 2011.

La maturation des lymphocytes T et I’acquisition de la tolérance du « soi» durant

I’enfance se fait dans le thymus qui est un organe lymphoide primaire spécialisé dans cette
maturation, et qui atteint sa taille maximale a la puberté avant d’involuer a I’age adulte. Dans
cet organe, les lymphocytes immatures d’origine médullaire subissent une différenciation
cellulaire pour acquérir le récepteur des cellules T, le TCR et les marqueurs CD4/CDS.
Les lymphocytes T a la naissance présentent des déficits capacitaires en comparaison aux
cellules adultes, et sont a I’image de la vie feetale, ou I'exposition aux antigeénes étrangers est
largement limitée aux allo-antigénes maternels. La fonction des lymphocytes T au début de la
vie est différente de celle des cellules T adultes. En effet, les lymphocytes T CD4 + naifs
feetaux ont tendance a s’engager dans la voie de différenciation lymphocytes T régulateurs
Foxp3 + CD25 + (cellules T régulatrices ou Treg) du fait de 1’action du TGF-$, ce qui conduit
a un profil de tolérance immunitaire, empéchant ainsi la réaction immunitaire optimale pour le
développement de la mémoire immunitaire. (27)

Ce type de lymphocyte au niveau périphérique représente environ 3% de la population
totale de lymphocytes T CD4 + a la naissance et ces cellules persistent pendant une période
prolongée, engageant la réponse immunitaire précoce vers un profil anti-inflammatoire.
L'immunité trés tot dans la vie des cellules T est donc caractérisée par une réactivité
tolérogene, une reconnaissance réduite de 'antigene et une faible réponse aux antigeénes de

I’environnement. (28, 29, 30)
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Certaines réponses humorales mettant en ceuvre des immunoglobulines, et dirigées
contre les protéines bactériennes, les polysaccharides bactériens et les vaccins conjugués
polysaccharide-protéine, dépendent de 1’activation par des lymphocytes T.

Ces réponses dépendent de liaisons effectuées par le TCR et les co-récepteurs comme CD28
et CD40 sur les lymphocytes T helpers Th2 ou folliculaires avec leurs partenaires de liaison
correspondants : peptide HLA, CD80 / 86 et CD40 sur les cellules B spécifiques de 1'antigene.
Cependant, les cellules B néonatales expriment de faibles taux de ces co-récepteurs ce qui
tend a limiter sensiblement leur capacité a répondre de manicre optimale. (31)

Les cellules B néonatales sont fonctionnellement déficientes pour produire des anticorps lors
de ce type de stimulation, notamment par un polysaccharide pneumococcique. (32)

Les réponses T-indépendantes mettent en jeu les lymphocytes B seuls, sans
lymphocyte T associé. Quel que soit I’age d’un individu, ce type de réponse immunitaire cible
des molécules bactériennes situées sur leur paroi comme les polysaccharides. Les bactéries
ciblées sont par exemple le pneumocoque, le méningocoque, I’ Haemophilus qui sont des
bactéries encapsulées. L’immaturité immunitaire d’un nouveau-né est ici flagrante puisque ce
type de réponse n’est visible qu’apres 1’age de deux ans, et sont quasi inexistante avant 18
mois. Combinées, ces caractéristiques déficitaires des cellules et mécanismes immunitaires du
nouveau-né contribuent a atténuer les réponses immunitaires humorales, avec en plus une
commutation de classe d'immunoglobuline incompléete, bien que des cellules mémoires B
puissent étre générées (33, 34). Les cellules B des nouveau-nés agés de moins de 2 mois sont
dotés d’une hypermutation somatique réduite par rapport aux adultes, limitant ainsi la
maturation par affinité des anticorps (35). Enfin, les cellules stromales de la moelle osseuse
dans les premiers mois de vie ne peuvent maintenir la survie a long terme des plasmablastes et
la différenciation des plasmocytes, de sorte que tout anticorps IgG produit diminue
rapidement apres une vaccination, contrairement aux enfants plus agés et aux adultes (36). Par
conséquent, l'efficacit¢é du systtme immunitaire adaptatif a réagir face aux agressions
extérieures, et particulierement aux antigénes dépendants des cellules T, est nettement altérée

chez les nouveau-nés par rapport aux enfants plus agés et aux adultes.

La difficulté évidente des nouveaux-nés a produire des anticorps est due a de multiples
parametres intrinseéques telles que I’immaturité des cellules B, un répertoire de cellules B
médiocre ou une force réduite de la signalisation BCR. Les cellules B néonatales montrent de
plus des différences d'internalisation de l'antigéne par rapport aux adultes amenant & une

mauvaise prise en charge de celui-ci (6, 37, 38). La capacité limitée des cellules B néonatales
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a répondre a la stimulation de I'antigéne peut également Etre liée a une expression plus élevée
des régulateurs négatifs de la signalisation du BCR. De plus, des défauts dans la voie de
signalisation nucléaire notamment au niveau de NF-KB entrainent également un retard de
maturation dans les cellules B néonatales et des défauts dans la commutation d'isotypes en
réponse a des antigénes thymo-dépendants (39, 40). Tous ces facteurs contribuent a une voie
de signalisation BCR défectueuse et a un déficit de maturation des réponses des cellules B

chez les nouveau-nés.

2.3) Vers la maturité immunitaire

Au fil du temps, le répertoire immunitaire se constitue grace a l’exposition aux
antigenes de I’environnement par le biais d’infections et de vaccinations. Les infections par
des micro-organismes pathogenes peuvent se traduire par des symptomes dont souffrent
'enfant, mais pour de nombreux virus, tels que la grippe, l'infection peut présenter une
symptomatologie 1égere, mais néanmoins suffisante pour stimuler ou renforcer les réponses
immunitaires (41). La protection offerte par la réponse immunitaire, caractérisée par I’action
d’immunoglobulines des lymphocytes B, et par les lymphocytes T permet que la plupart des
infections contractées durant I’enfance ne surviennent qu'une fois, ou soit rapidement prise en
charge et maitrisée en cas d’exposition ultérieure (8, 9). La mémoire a long terme des
lymphocytes B mémoires est primordiale étant donné que la demi-vie in vivo des
immunoglobulines IgG est d’environ 25 jours (42). Les lymphocytes B différenciés en
plasmocytes producteurs d'anticorps qui se développent au cours d'une réponse immunitaire
migrent vers la moelle osseuse, ou ils peuvent rester plusieurs dizaines d’années. Il peut y
avoir une régénération continue des cellules B mémoires en contact avec des cellules T
helpers persistantes. Les antigénes particulaires persistent pendant des années dans les
ganglions lymphatiques, retenus par les cellules dendritiques folliculaires. (43) La persistance
des antigenes et les antigénes a réactivité croisée aident a maintenir ces cellules B en vie, se

divisant a l'occasion et sécrétant des anticorps.
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3) Role de la mére dans les premiers temps de vie

Lors de la vie feetale et les premiers temps apres la naissance, ¢’est la mére qui proteége
I’enfant des agents pathogénes par la transmission placentaire puis par le lait maternel

d’anticorps et de moyens de défense immunitaire divers.

3.1) Transferts placentaires

Le transfert placentaire d’immunoglobulines est un processus primordial et intense
notamment dans le trimestre précédent la naissance. Cette immunité est qualifiée de passive
car transmise par la meére a I’enfant lorsque ce dernier n’est pas en mesure de produire lui-
meéme les cellules et molécules nécessaires a la défense de son organisme. Cette protection
perdure jusque plusieurs mois apreés la naissance (de 4 a 6 mois) et le protége partiellement
d’infections et d’agressions extérieures.

Le répertoire d’anticorps transmis par le biais du placenta est celui constitué¢ par la
mere et refléte sa propre expérience immunologique (au contact d’antigénes divers incluant la
vaccination).

Plus I’enfant nait prématurément, moins cette protection est efficace, en conséquence,
la naissance a terme représente la situation la plus optimale en terme de transmission

moléculaire placentaire. (figure 6)
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Figure 6 :Concentrations totales en IgG dans des échantillons de sérum de cordon de
nouveau-nés en fonction du temps (semaines de gestation)

La figure représente les IgG totales dans le sang de cordon en fonction de [’age gestationnel.
La concentration maximale est atteinte en fin de grossesse. *nb d’échantillons pour la

mesure. Figure adaptée de Palmeira et al, 2011.

Le répertoire immunitaire transmis a 1’enfant dépend donc du taux d’Ig produit par la
mere, une défaillance de production pouvant étre a I’origine d’un déficit pour I’enfant pouvant
étre a D'origine d’une réponse inefficace a un agent infectieux. Il en est de méme si la
spécificité et la diversité des anticorps produits sont insuffisantes. Une altération anatomique,
traumatique, ou physiologique du placenta peut aussi étre la cause d’'une mauvaise protection
pour I’enfant. La diversité du répertoire transmis peut-&tre augmentée par une vaccination
maternelle. (44)

Parmi les cinq classes d’immunoglobulines, seules les IgG franchissent normalement
le placenta. Les concentrations feetales d’IgA augmentent en cours de grossesse mais elles
restent tres faibles.

Les IgE restent localisées sur les cellules de Hofbauer du stroma villositaire, et, comme les

IgM et les IgD, ne passent pas dans le compartiment feetal.
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3.1.1) Récepteur spécifique placentaire du fragment Fc

D’ordinaire, les protéines ne passent pas la barriere placentaire car elles sont des
molécules trop volumineuses pour une diffusion passive et méme pour un systeme de
transport actif. La seule exception a cette régle concerne les Immunoglobulines G qui sont

capables de franchir cette barriere par pinocytose et grace au récepteur FcRn. (Figure 7)

[fl FcRn
IsG

[#] Lysossomal enzymes

Figure 7: Transferts d’IgG de la mére au feetus a travers le syncitiotrophoblaste.

La figure montre le transfert d’IgG a travers le syncitiotrophoblaste du placenta, par
transcytose, et grdage a [’action du récepteur FcRn. L’endosome étant un milieu acide, le
réecépteur FcRn lie les IgG, qui sont ensuite reldchés dans la circulation feetale. Figure

adaptée de Palmeira et al, 2011.

Le récepteur FcRn est notamment un récepteur qui intervient dans les phénomenes
d’échanges, et dans le transport des IgG. De plus, ce récepteur a une fonction de recyclage des
IgG, dans le but d’ augmenter leur demi-vie. Cela consiste en la soustraction des IgG de la
voie du catabolisme pour les rejeter dans la circulation. Ce recyclage n’est limité que lorsque
le récepteur FcRn est saturé par une trop grande quantité d’IgG (45, 46). Ce récepteur
appartient a la famille des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1
(Figure 8)(47, 48).

Une chaine lourde o transmembranaire de 40-45 kDa, repliée en trois domaines

extracellulaires,associée de fagon non covalente a une f2-microglobuline constitue la protéine
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FcRn qui est par conséquent un hétérodimere. Cette protéine est capable de lier plusieurs

types de molécules dont les immunoglobulines et I’albumine (45, 49).
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Figure 8: Structure schématique d’une immunoglobuline (A), et du récepteur FcRn (B).

Figure adaptée de Wilcox et al, 2017.

Contrairement aux autres récepteurs , sa particularité repose sur une variation de son affinité
en fonction du pH, I’affinité pour son ligand étant cent fois plus faible a pH neutre (7,4) qu’a
pH acide (6) ce qui occasionne la disparition des ponts salins reliant 1’IgG au récepteur (45,
50, 51). Le récepteur apparait lors de la 13° semaine de gestation au cours de la différenciation
du cytotrophoblaste en syncytiotrophoblase. Il est alors localisé préférentiellement dans les
endosomes au détriment de la membrane apicale, et dans I’endothélium des capillaires foetaux
(44, 52). Le mécanisme de transfert des immunoglobulines G est complexe et comprend une
phase de pinocytose par la membrane plasmique du syncytiotrophoblaste, 1'IgG étant liée a
FcRn via des résidus Histidine au sein de vésicules d’endocytose en phase liquide et a pH
acide, et transportée sous cette forme a travers le syncytiotrophoblaste, ce qui la protége d’une
dégradation lysosomale. Une fois le transit de la vésicule achevé au péle basal du

syncytiotrophoblaste, le complexe FcRn-IgG est relargué et 'immunoglobuline dissoci¢e du
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récepteur FcRn en raison du pH neutre de la membrane basale. L’IgG franchit la lame basale
du syncytiotrophoblaste puis passe a travers les capillaires feetaux directement , ou aprés un

transit dans le stroma. (45)

3.1.2) Passage placentaire des IgG au cours du temps

Le volume d’échange placentaire des IgG va croissant au cours de la grossesse et
progresse de fagon linéaire. Il débute aux alentours de la treizieme semaine d’aménorrhée
(SA) (53). A partir de la 17° semaine d’aménorrhée, le feetus atteint un premier niveau
d’environ 5-10 % du total du taux maternel. La 28° semaine voit ce taux augmenter a un
niveau de 50 %. Le taux maximal tend a se mettre en place a partir de la 36° semaine
d’aménorrhée, et en fin de grossesse, I’enfant atteint un taux supérieur a celui de la meére
d’environ 120-130 % (52, 53). D’un point de vue purement qualitatif, la nature, la diversité et
la spécificité des anticorps transférés de la mere a 1’enfant dépend directement de 1’expérience
immunitaire de la mere et de la multiplicité des antigénes rencontrés naturellement ou par la
vaccination (54, 55). Le moment de la grossesse et 1’intégrité anatomique du placenta sont
donc les principaux facteurs qui peuvent aider a déterminer le niveau de protection du feetus.
En revanche, le poids de la mere, et ’accouchement par césarienne, n’ont pas d’effet sur le
passage transplacentaire (44, 56). L’exemple des enfants prématurés illustre bien I’importance
d’un accouchement a terme. En effet, ils disposent d’une moindre quantité d’IgG que les
enfants nés a terme, moins spécifiques notamment concernant les antigénes inclus dans un

vaccin administré en fin de grossesse comme les DTP, coqueluche, Hib... (57, 58)

3.1.3) Immunisation maternelle et passage des IeG

Le temps que ses propres capacités immunologiques soient matures, un nouveau-né est
dépendant des anticorps qu’il regoit de sa mere. La variété d’anticorps transmis dépend donc
de I’exposition antigénique a laquelle la mere a été confrontée. Ainsi, une des options pour
augmenter cette diversité de molécules protectrices et de vacciner la mere lors de sa grossesse,
qui développera ainsi une réponse immunitaire et des molécules spécifiques des antigenes
vaccinaux, qu’elle transmettra par son placenta a son enfant. L’efficacité de ces mesures
dépend donc du temps qui sépare la vaccination et la naissance de I’enfant, de sa naissance a
terme ou de sa prématurité, du taux d’IgG totales et spécifiques produits par la mere apres

I’immunisation (55). Des vaccinations lors de la grossesse dans des études concernant la
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grippe, la coqueluche et le tétanos ont bien montré un bénéfice a la naissance. Ces études de
suivi jusqu’a deux ans de vie, mis en comparaison face a des placebos montrent des résultats
significatifs pour la grippe. Les suivis biologiques montrent que la vaccination occasionne
moins de symptomes chez les femmes enceintes et moins d’infections respiratoires. De plus,
chez les enfants qu’elles portent, des taux protecteurs sont observables lors des trois premiers
mois de vie. En effet, ces bébés présentent moins de syndromes grippaux lors des six
premiers mois, moins d’infections respiratoires avec fievre et le nombre d’hospitalisations

pour ce type de maladie est clairement inférieur. (55, 59, 60, 61, 62, 63)

3.2) Le lait maternel

Comme vu ci-avant, la protection maternelle durant la grossesse s’effectue par un
passage transplacentaire d’immunoglobulines qui permettront a 1’enfant, y compris apres la
naissance, de bénéficier de moyen de défense contre les agressions extérieures. De fait, apres
la naissance, le contact avec le placenta est rompu, cependant, le lien de transmission de la
mere a I’enfant continue. En effet, c’est par le lait maternel, riche et varié en différents types
de molécules que la protection immunitaire se prolonge. Cette deuxi¢éme phase de protection
reste primordiale étant donné la faiblesse temporaire du systéme immunitaire du nouveau-né.

(64)

3.2.1) Le colostrum

Le premier lait produit est le colostrum et perdure jusqu’au 4e/5e jour de vie apres la
naissance. C’est un liquide épais, collant, de couleur jaune orangée. La proportion de chacun
de ses composants est différente en comparaison du lait maternel mature produit
ultérieurement. On constate qu’il est moins riche en lipides et en lactose, mais qu’il contient
une plus forte quantité de protéines, environ deux fois plus, en particulier des
immunoglobulines de type A, et d’autres composants immunologiques tels que la lactoferrine,
des cellules: macrophages et lymphocytes T, des cytokines pro-inflammatoires comme TNFa,
IL-1, IL-6, IL-8 , IL-12, IL18, et anti-inflammatoires telles que I’IL-10 et le TGFp. S’ajoutent

aussi des facteurs de croissance et des oligosaccharides. (64, 65, 66)

La particularité notable du colostrum est donc son role tourné vers I’immunité. Sa

richesse en éléments et composants immunologiques est sans commune mesure avec le lait

28



mature. En effet, il posséde 10 fois plus de cellules immunocompétentes, deux fois plus
d’oligosaccharides et une quantité plus importantes de protéines, notamment les IgA, la

lactoferrine, et des cytokines. (64,66, 67, 68)

3.2.2 Le lait mature

La protection du nouveau-né par le lait maternel mature met en jeu des molécules et
des cellules qui peuvent étre d’origine et de nature immunitaire, mais pas seulement.
Différentes protections sont conférées a I’enfant par le lait qui lui permettent de limiter les
infections et agressions des pathogénes. Leur action aura lieu au niveau de la sphéere digestive,
et les différents €léments agissent de concert sans pour autant provoquer d’inflammation qui
pourrait &tre déléteére pour le nouveau-né. (64)

La protection de nature immune vient évidemment des immunoglobulines transmises
par la mére. Toutes les classes sont représentées mais les IgA sont en nombre beaucoup plus
important et représentent presque 90 % des immunoglobulines totales contenues dans le lait
maternel. Elles sont de type sécrétoires, résistantes a la protéolyse, dotées de la capacité a se
fixer a la muqueuse digestive ce qui inhibe 1’adhésion de micro-organismes pathogenes. Elles
sont aussi effectives au niveau respiratoire (69). Deux molécules d’IgA jointes constituent un
anticorps solide résistant a la dégradation par les enzymes intestinales et les acides gastriques.
Les IgA ont aussi la particularité de ne pas déclencher de réaction inflammatoire, il n’y a donc
pas de risque de réaction excessive, causant des dommages aux tissus sains et en cours de
développement. (70)

En partant du principe que la mére allaitante et I’enfant allaité évoluent dans le méme
environnement, on peut considérer que les antigenes inconnus, et les micro-organismes
potentiellement dangereux pour la santé sont identiques pour la meére et pour I’enfant. Si
I’enfant est soumis a un contact avec un antigéne, on peut considérer que la mere y est aussi
soumise, et inversement. Le nouveau-n¢ est certes naif vis-a-vis d’un certain nombre d’agents
pathogénes et posséde un systéme immunitaire déficitaire et partiellement compétent, mais ce
n’est pas le cas de la mere, qui posséde en théorie des moyens de défense appropriés. (71)

Au contact de ces micro-organismes de 1I’environnement, que ce soit au niveau oro-pharyngeé,
broncho-pulmonaire, digestif ou cutané, la mere peut développer une réaction immunitaire
normale, capable de mettre en ceuvre une réponse humorale de qualité, de produire des
immunoglobulines, et par le lait maternel, de les transmettre a son enfant (72, 73). Chaque

anticorps produit est donc spécifique d’un antigéne présent dans 1’environnement immédiat de
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la mére et de son enfant. Cet anticorps est donc discriminant te ne se lie qu’a 1’agent
infectieux duquel il est spécifique, sans risque de réaction immunitaire excessive envers un
antigéne non pertinent. La mere est donc en capacité de transmettre en quantité toute une
collection d’immunoglobulines spécifiques de 1’environnement direct du nouveau-né. (72, 73,
74)

Les types cellulaires concernés par la transmission maternelle sont aussi tres variés. En
effet, on retrouve des leucocytes qui seront en quantité importante particuliérement dans le
colostrum, la plupart étant des polynucléaires neutrophiles dotés d’une capacité de
phagocytose mais qui tendent a disparaitre apres le premier mois de vie. On constate aussi la
présence de macrophages qui est lui aussi capable de phagocyter un agent pathogéne, et qui
sont plus actifs que les neutrophiles. Les lymphocytes sont aussi transmis via le lait maternel.
Les lymphocytes B capables de produire des anticorps représentent environ un cinquieme des
lymphocytes totaux, les lymphocytes T constituant la majeure partie des lymphocytes
transmis. Ces lymphocytes peuvent agir seuls ou enclencher une mobilisation des autres types
cellulaires en réaction a une agression. Ils sont en mesure de produire différentes molécules
spécialisées comme des interférons et des facteurs inhibant la migration des bactéries. (55, 64,

75, 76)
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CHAPITRE 2 : Exposition aux antigénes du monde extérieur et

Microbiome : intéréts et implications pour la vie future

1) Généralités.

La colonisation microbienne des différents territoires et muqueuses de 1’organisme
pendant la petite enfance joue un role déterminant dans le développement et I'éducation du
systéme immunitaire du nouveau-né (77, 78). Ces événements précoces peuvent avoir des
conséquences a long terme: faciliter la tolérance aux expositions environnementales ou
contribuer au développement de maladies plus tard dans la vie, notamment les maladies
inflammatoires de l'intestin, les allergies et l'asthme (77, 79). Des études récentes ont
commencé a définir une période critique du début de la vie, au cours de laquelle la
perturbation des interactions optimales hote-commensal peut entrainer des défauts persistants
et, dans certains cas, irréversibles, du développement et de la formation de sous-ensembles

immunitaires spécifiques. (78)

Tous les organes et le systéme immunitaire du corps subissent une transition
importante a la naissance, en passant d’un milieu relativement protégé a I’intérieur de 1’utérus
a ’environnement de fait différent et plus hostile du monde extérieur. (80)

Cette transition rapide est ensuite suivie par une maturation progressive au cours de la
croissance. En effet, comme vu précédemment, les réponses immunitaires enclenchées a
réponse a un stimulus différent entre un nouveau-né et un adulte. Le systtme immunitaire
néonatal est associé¢ a des exigences physiologiques particuliéres. La protection contre les
infections est un volet évidemment essentiel. La maitrise de la réaction inflammatoire est
aussi un aspect important lors du développement immunitaire d’un nouveau-né puisque la
croissance globale des organes et les fonctions diverses de I’organisme ne doivent pas étre
altérées lors d’une réaction immune qui serait exagérée. Enfin, comme mentionné ci-dessus,
la mise en ceuvre de la transition entre l'environnement intra-utérin et l'environnement
¢tranger riche en antigénes du monde extérieur constitue un premier axe prioritaire de
maturation. Il comprend donc la colonisation de la peau et du tractus intestinal par des micro-

organismes en partie transmis par la mere par les voies vaginales, fécales et cutanées. En effet,
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apres la naissance, la peau et les intestins du nouveau-né sont rapidement colonisés par une

flore microbienne. (80, 81)

2) Apparition, mise en place et implications des flores commensales

Bien qu’il existe depuis peu certaines preuves que le feetus est en contact avec des
micro-organismes des la vie feetale, lors de la naissance, un nouveau-né¢ passe d’un milieu
considéré comme relativement stérile - ’utérus — a un milieu riche en micro-organismes
potentiellement pathogenes : bactéries, virus, champignons, ou parasites susceptibles de
I’infecter (82, 83, 84). Cependant, cette étape de la naissance est aussi bénéfique puisqu’elle
permet au nouveau-né de continuer la maturation de son systéme immunitaire au contact de
ces nouveaux antigénes. En effet, on assiste a la mise en place d’un microbiote bénéfique et
symbiotique nécessaire a tout étre humain pour tous types de fonctions, notamment
1 “éducation des cellules immunitaires et ’apprentissage des relations avec le soi et le non-soi
et la distinction claire de ceux-ci. Ainsi, au cours des derniéres décennies, de nombreuses
¢tudes ont montré que le microbiome de I’hote joue non seulement un réle clé dans 1’équilibre
de I'immunit¢ de 1’hote sur la santé et la maladie, mais a également une influence
considérable sur la génération et la formation du répertoire des cellules immunitaires. (77, 79,
85)

Ces constats ont pu étre fait suite a des expériences sur des modeles expérimentaux
tels que les souris « Germ-free », c’est a dire sans germe, et des d’autres mode¢les dont on a
spécifiquement choisi la colonisation par des microbes définis (souris « SPF »). (86)

Ces modeles expérimentaux dépourvus de microbes présentent des défauts du systeme
immunitaire et une plus grande susceptibilité aux infections. Ces défauts sont plus prononcés
dans I’intestin, lieu du développement du microbiote intestinal, ou il existe un sous-
développement du tissu lymphoide associé a I’intestin, comprenant des plaques de Peyer et
des ganglions lymphatiques plus petits et moins nombreux, ainsi qu’une morphologie altérée
des cryptes et une €paisseur de mucus réduite (87, 88). Les lymphocytes B des souris « Germ-
free » produisent des quantités réduites d'IgA sécrétoire, un type d’anticorps agissant au
niveau des muqueuses intestinales et nécessaire a l'intégrité de la barriere locale. (89)

De plus, 1’équilibre entre les sous-populations de lymphocytes T CD4 + spléniques est faussé

en faveur d’un phénotype de type T helper 2 (Th2) et une réponse allergique accrue. (90)

32



Ainsi, Ivanov et al. ont montré que les souris a la flore perturbée par antibiotiques ont une
diminution du nombre de cellules T CD4 + intestinales telles que les cellules Th17
De plus, les souris « germ free » ont un nombre moins important de lymphocytes T

régulateurs (Treg) qui sont de puissants régulateurs de 1'immunité. (91, 92)

Le tissu lymphoide associé au tractus gastro-intestinal est le plus grand compartiment
immunitaire du corps et ce territoire est partagé par une flore microbienne en nombre
important. Par conséquent, il est tout a fait raisonnable de supposer que le microbiome
intestinal a une forte influence sur le développement et 'homéostasie de I’'immunité innée et
du répertoire immunitaire adaptatif. Il en est de méme au niveau de la peau qui constitue un
organe extrémement vaste et qui abrite une niche écologique tres riche de diverses especes
(78, 80). Les flores commensales locales et le systtme immunitaire sont impliqués dans un
dialogue continu complexe qui est influencé par de nombreux signaux environnementaux et
interagissent a la fois localement au niveau des muqueuses et au niveau systémique. (80, 93)

Les métabolites générés par les micro-organismes du microbiote ainsi que leurs
composants cellulaires et moléculaires sont de plus en plus reconnus comme un élément
essentiel de la physiologie humaine, avec des effets profonds sur la fonction immunitaire et
dont les dysfonctionnements peuvent occasionner des pathologies. Les métabolites
microbiens sont générés par les interactions micro-organismes — micro-organismes et hote —
micro-organismes, et le role de ce co-métabolisme dans la santé et la maladie humaines sont
de plus en plus reconnu (94). On sait par exemple que des métabolites de microbes issus de la
fermentation tels que les SCFA (short-chain fatty acids parmi lesquels 1'acide acétique, 1’acide
propionique et I’acide butyrique) assurent une protection contre le développement de 1’asthme
ou des pathologies inflammatoires de 1’intestin. Ils permettent de réguler la taille et la fonction
du pool de Treg coliques protégeant ainsi contre la rectocolite hémorragique (95). Par ailleurs,
Smith et al, ont montré que chez des souris GF le nombre de Treg avait diminué par rapport

aux témoins. (95, 96, 97, 98)

2.1) Apparition de flores commensales propres au nouveau-né

L’enfant va donc développer a la naissance son propre microbiote. (Figure 9)
Les premicres flores microbiennes avec laquelle le nouveau-né se trouve en contact sont les
flores vaginales, fécales et cutanées de la mere (80). La flore initiale constituant le

microbiome de DI’enfant dépend donc du mode d’accouchement, et de 1’environnement
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immédiat hospitalier ou non dans lequel il est placé. Nous verrons dans le 5° chapitre quels
parametres sont susceptibles d’influencer la mise en place des flores de I’organisme, et les
impacts qu’ils peuvent avoir. La totalité du corps de I’enfant est alors soumis a un contact
avec des antigénes inconnus, au niveau cutané, oral, pulmonaire, au niveau des muqueuses,
particulieérement les muqueuses oro-pharyngées et intestinales avec lesquelles il doit devenir
capable d’interagir, c’est a dire de tolérer leur présence en ne déclenchant pas de réaction

inflammatoire excessive, sans pour autant contracter d’infection en neutralisant les agents

pathogenes. (82)
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Figure 9: Composition du microbiote en fonction de la localisation corporelle.
Composition du microbiote dans les différents sites corporels du nourrisson. Un aper¢u
global de l'abondance relative des phylums clés de la composition du microbiote infantile

dans différents sites corporels et a différents stades du début de la vie est présenté. Figure

adaptée de Milani et al, 2017.

Selon une étude récemment parue et qui consiste en une analyse comparative de
différents indicateurs de microbiote fécal obtenus par profilage microbien a partir de leur
génome (ARNTr 16S) en se basant sur plusieurs centaines de méres et leurs enfants, a mis en

¢vidence une population microbienne fortement partagée pour chaque couple mére-nouveau-
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né (99). Lors de I’accouchement le foetus passe dans le col de I'utérus et le vagin et les
microbiotes de ces deux sites corporels peuvent coloniser le nouveau-né. Cette colonisation
bactérienne s’effectue peu a peu apres 1’accouchement. (100, 101)

Par exemple, au niveau oro-pharyngé on voit apparaitre des streptocoques alpha-
hémolytiques, des staphylocoques au niveau cutané, alors que dans I’intestin, on voit
apparaitre plus tardivement des bactéries aérobies dans un premier temps comme les

entérocoques (E-coli) et des staphylocoques, puis des bactéries anaérobies : bacteroides,

clostridium, bifidobactéries. (80, 102)

Au cours des premieres étapes de la colonisation, le microbiote reste instable et peut
subir des phénomeénes de succession microbienne soudaine qui se poursuivront jusqu'a ce que
le nourrisson ait 2 ou 3 ans, moment auquel le microbiote atteint une composition qui
ressemble a celle d'un microbiote adulte. (103) Ces premiers moments de communication
entre le microbiote et I’hote constituent des événements clés qui conditionnent la maturation
appropriée de I’individu, avec la mise en place et le maintien de I’homéostasie du microbiote
hote au début de la vie, événements pouvant avoir des conséquences immédiates et a long

terme sur la santé, comme I’illustre la figure 10 ci-dessous.
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Figure 10 : Etablissement du microbiote au cours des premiéres années de vie.
La colonisation bactérienne initiale et le développement de celle-ci influence [’équilibre

immunitaire sur le long terme. Figure adaptée de Milani et al, 2017.

Ces communautés microbiennes sont capables de se diversifier, de se disperser, de se
constituer en assemblages locaux et de constituer un écosystéeme complexe dont le 1’enfant se
sert entre autres pour confronter son syst¢éme immunitaire, éduquer ses cellules immunitaires -
que ce soit au niveau des muqueuses locales ou dans les organes immunitaires- et différencier
les antigénes du soi et du non soi. Cette diversification est permise grace a la capacité de
mutation et recombinaison des bactéries, leurs transferts de génes permettant de créer une
variété d’especes et d’antigénes bactériens trés importante qui vont coloniser certains
territoires de ’organisme. Le microbiote commensal humain et les flores microbiennes
locales se mettent en place et résident principalement aux sites barrieres, c’est a dire les
régions de ’organisme qui sont en contact avec ’extérieur : le tractus gastro-intestinal, les
voies respiratoires, le tractus urogénital et la peau, ou ils permettent une adaptation de nature

et de fonction de nos systemes immunitaires innés et adaptatifs. (104, 105, 106, 107).
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2.2) La colonisation spécifique des différents territoires de ’organisme.

Comme précisé préalablement, les sites barricres ou se développent les flores
microbiennes voient apparaitre des organismes tres divers. Les mécanismes cellulaires et
moléculaires qui interviennent dans I'homéostasie tissulaire et dans la tolérance ou I’activation
immunitaire sont aussi différents d'un site barriere a l'autre (108, 109). Par conséquent les
multiples mécanismes favorisant la tolérance aux microbes des flores commensales peuvent
¢galement étre spécifiques de chaque territoire exposé de I’organisme. Le tractus respiratoire
ne verra pas se mettre en place les mémes mécanismes qu’au niveau de la peau. Cette derniére
contrairement a la muqueuse intestinale ou pulmonaire, a pour premiere couche de contact un
¢épithélium stratifié et corné présentant une géographie et une mise en place diverse, parmi
lesquels des canaux sudoripares et sébacées ainsi que des follicules pileux (110, 111). En tant
que surface externe du corps et étant constamment confronté a 1’environnement extérieur, la
peau et son intégrité structurelle sont susceptibles d’étre altérées par des traumatismes
récurrents qui compromettent 1’inviolabilité de sa fonction de barriére et facilitent une
confrontation entre les cellules immunitaires et les antigénes provenant de 1’extérieur. Ces
caractéristiques si particuliéres posent des probléemes et mettent en ceuvre des réponses
distinctes dans le but de maintenir une relative tolérance immunitaire saine et constructive
avec des microbes commensaux qui ne peuvent par conséquent pas étre de méme nature que

dans un autre territoire de ’organisme. (109, 111)

2.2.1) Le cas de la peau.

La peau est un lieu de dialogue permanent dans les premiéres années de vie entre le
systétme immunitaire et les bactéries commensales. Cependant, les mécanismes moléculaires
qui nous permettent de tolérer la présence de commensaux cutanés sans provoquer
d'inflammation destructive ne sont encore que partiellement connus (111, 112). La
colonisation microbienne de la peau a la naissance donne lieu a une confrontation directe avec
de nombreux organismes alors inconnus et divers qui sont a la fois nécessaires et
potentiellement dangereux. Ainsi, en utilisant un systéme modele murin pour étudier la
réponse immunitaire spécifique d’un antigéne de S. epidermidis, il a ét¢ démontré que la
colonisation cutanée au cours d'une période définie de la vie néonatale était nécessaire pour

¢tablir la tolérance immunitaire aux microbes commensaux. On y constate en effet un afflux
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de cellules T régulatrices hautement activées dans la peau du nouveau-né. Dans le cas d’une
inhibition de cette phase d’activation de ce type cellulaire, on constate que [’on a
completement aboli la tolérance envers cette flore cutanée. Il y alors un manque de
discernement entre les potentielles agressions et ce qui reléve du développement normal de la
flore. Une réponse excessive peut alors survenir et causer des dommages tissulaires locaux
(113). 1l existe donc une fenétre temporelle immunitaire définie durant laquelle une
population de cellules T régulatrices vont induire la tolérance globale du syst¢eme immunitaire
du nouveau-né envers la flore commensale qu’il a développée au niveau de la peau. Cela
suggere que la composition du microbiome cutané dans la vie néonatale est cruciale pour
faconner les réponses immunitaires adaptatives aux commensaux, et que la perturbation de
ces interactions peut avoir des conséquences durables sur la santé (113). La figure 11 ci-apres
montre les cellules T régulatrices ayant infiltré la peau des souris néonatales afin d’induire
une tolérance aux bactéries commensales. Ce type cellulaire, les Lymphocytes T régulateurs
sont capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes effecteurs, maintenant ainsi
I’homéostasie en induisant un profil de tolérance immunitaire, notamment par le biais de 1’IL-

10 et du TGFp.
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Figure 11: Colonisation de la peau par des cellules Treg induisant la tolérance aux

bactéries commensales. Figure adaptée de Gensollen et al, 2016.
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La colonisation de la peau néonatale avec des microbes constituant une flore
commensale conduit & une accumulation de cellules T régulatrices qui reconnaissent
spécifiquement un antigéne, avec pour conséquence une tolérance a cet antigéne plus tard
dans la vie. La colonisation d'animaux adultes avec le méme microbiote contenant le
microbiote commensal ne conduit pas a 1'accumulation de cellules T régulatrices dans la peau
ni a l'établissement d'une tolérance immunitaire, ce qui montre I’existence d’un fenétre
d’opportunité¢ en début de vie, et que nous verrons aussi ultérieurement (93). Cette
discrimination néonatale des bactéries et microbes commensaux au plus jeune age développe
ainsi la capacité du systetme immunitaire a distinguer plus tard le soi du non-soi, et les

organismes bénéfiques de ceux potentiellement pathogenes. (78, 93, 114)

La peau est un organe particulier, en contact constant avec des micro-organismes. Il
doit donc étre capable de distinguer ceux qui lui sont bénéfiques de ceux qui sont susceptibles
de provoquer un phénomene infectieux. Les spécificités de la peau comportent entre autres
une bonne capacité du systéme anti-microbien local a répondre a une potentielle infection
avec divers moyens de défense immunitaire ou non. La peau néonatale étant en phase de
maturation et fragile a la naissance, de petites ruptures dans l'intégrité de celle-ci peuvent
servir de points de départ pour l'infection. Ainsi, le vernix caseosa, un enrobage cireux sécrété
par les glandes sébacées, contient notamment du lysozyme, des a-défensines, de l'ubiquitine
ainsi que des acides gras libres antimicrobiens pouvant agir en synergie pour tuer les micro-
organismes (115, 116). Le nouveau-né¢ est donc initialement recouvert d’un bouclier
microbicide en surface destiné¢ a le protéger pendant sa transition vers la vie extra-utérine.
Cependant 1’organe que constitue la peau reste un territoire primordial d’apprentissage
immunitaire pour le nouveau-né. Pour preuve, quelques jours apres leur venue au monde,
environ une moitié des nouveau-nés développent une éruption cutanée transitoire, qui fait
apparaitre de petites papules érythémateuses entourées d'un halo diffus appelé erythema
toxicum (81). De nouvelles études indiquent que cet érythéme toxique du nouveau-né est dii a
la réaction immunitaire déclenchée par la peau néonatale en contact avec la flore commensale,
et en particulier face aux staphylocoques a Gram positif qui colonisent la peau et s’insinuent
souvent dans les follicules pileux. Il y a alors activation de macrophages et production d’IL-1
et d’IL-6 qui favorisent une inflammation (117). Une exposition microbienne précoce de cette
sorte et la réponse immunitaire innée qui en résulte sont importantes pour la maturation du

systéme immunitaire néonatal. (81)
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La fenétre d'opportunité dans la vie néonatale permet 1’établissement de la tolérance
spécifique au microbes commensaux par la rencontre avec de nouveaux antigénes (118).
Scharschmidt et ses collaborateurs ont émis comme hypothése que la mise au défi de la peau
par un antigéne appartenant a un organisme membre de la flore cutanée pourrait avoir une
incidence sur la capacité de 1’hdte a réguler la réponse inflammatoire induite par cet antigeéne
¢tranger, et ainsi avoir une influence sur la tolérance immunitaire (111). Pour vérifier cette
hypothese, les auteurs ont décidé de coloniser la peau de souris néonatales et adultes avec un
antigene Epi2W de S.Epi et de les mettre en confrontation avec celui-ci plusieurs semaines
plus tard dans le cadre d'une simulation de rupture de barriére, en les testant aux cotés de
témoins naifs de méme age. Cela permet de montrer que l'exposition aux antigeénes
commensaux en cas de traumatisme cutané accidentel, donne lieu a un contexte légérement
inflammatoire normal et maitrisé au cours duquel des mécanismes de tolérance immunitaire
doivent cependant étre actifs. L’exposition a 1’antigéne permet donc de fagonner les réactions
et réflexes immunitaires de la vie future (111). En cas de provocation de I’immunité apres
effraction de la peau, il n’y a que les souris colonisées au préalable et en période néonatale
avec Epi-2W qui ont montré une tolérance immunitaire a ce méme antigéne. Les mesures
effectuées permettent de constater une diminution substantielle de I'inflammation au niveau de
la surface cutanée, une nombre réduit de polynucléaires neutrophiles recrutés, une réduction
du nombre de cellules effectrices CD4+ dans les ganglions, un enrichissement en Treg
spécifiques de S. epiderdidimis dans les ganglions lymphatiques et cutanés. Ces résultats
démontrent que la colonisation de la peau néonatale mais non de la peau adulte entraine une

tolérance aux lymphocytes T spécifiques au commensal.

Du fait de la relation hote-flore microbienne et de ses conséquences immunitaires, le
moment de l'exposition en début de vie a une bactérie commensale a par conséquent un role
majeur sur la capacité a établir une tolérance entre ladite bactérie et ’antigéne qu’elle porte et
le systéme immunitaire de I’individu (100, 119). Ce constat a donc poussé a comparer les
particularités des systémes immunitaires néonataux et adultes, notamment sur la nature des
cellules résidentes, pour en montrer les différences au niveau de la peau (100, 111). Une
exploration approfondie de la peau sur le plan de ’immunité cellulaire néonatale a pu montrer
qu'une population particuliere de cellules T régulatrices se localise dans la peau au cours de la
deuxiéme semaine de vie. Ces cellules Tregs cutanées néonatales sont en plus grand nombre
et présentent une activité supérieure en comparaison a ce méme type de cellule a ’age adulte.

Ces Tregs néonatales uniques représentent le type cellulaire majoritaire dans la peau au cours
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de cette période charni¢re du développement (111, 120, 121). Peu de temps apres la naissance,
les auteurs ont observé une augmentation de la présence de ces cellules Treg activées dans la
peau. Cette montée en puissance soudaine de cellules activées associée a la capacité
privilégiée d’établir une tolérance a Epi-2W a ce stade du développement, peut mener a
conclure que ces cellules cutanées du nouveau-né jouent un role clef dans la médiation de la
tolérance aux microbes commensaux. Momentanément bloquer la capacité migratoire des
cellules T dans la peau, et ce juste avant de coloniser des souris néonatales avec le méme
antigene Epi-2W conduit les cellules Treg néonatales a étre inhibées et ne plus étre en mesure
d'établir de tolérance immunitaire a Epi-2W. Ainsi, cette vague de Treg activés et abondants
dans la peau néonatale joue un réle central dans la capacité de 1’hote a établir une tolérance

Immunitaire aux antigénes commensaux.

2.2.2) Le cas de D’intestin

La colonisation microbienne des tissus muqueux en général pendant la petite enfance
est déterminante dans le développement et I'éducation du systéme immunitaire. Les
événements immunitaires précoces peuvent avoir des conséquences a long terme dans la
capacit¢ d’un individu a faciliter la tolérance aux expositions environnementales non
dangereuses ou contribuer au développement de maladies plus tard dans la vie, notamment les
maladies inflammatoires de l'intestin, les allergies et 1'asthme (80, 82). Des études récentes ont
commencé a définir une période critique du début du développement au cours de laquelle la
perturbation des interactions normales entre des antigénes commensaux et le systéme
immunitaire de I’h6te peut entrainer des dommages et dysfonctionnements persistants et, dans
certains cas, irréversibles concernant le développement et la formation des fonctions
immunitaires (78). Immédiatement aprés la naissance, l'intestin néonatal est rapidement
colonisé par les microbes. Au cours de cette période postnatale précoce, les micro-organismes
aérotolérants dominent I'écosystéme intestinal. Ces micro-organismes vont réduire les niveaux
d'oxygene dans l'intestin, facilitant ainsi la prolifération ultérieure d'une communauté
complexe dominée par les bactéries anaérobies (82, 122). La communauté bactérienne
néonatale devient donc de plus en plus diverse au fil du temps, tandis que la diversité
interindividuelle diminue peu a peu. L'age exact auquel se forme une communauté stable du

microbiote intestinal chez I’enfant n’est toujours bien établie, mais cela se produit
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généralement entre 2,5 et 3 ans ce qui crée une «fenétre d’opportunité» cruciale au début de la
vie pour le développement du systéme immunitaire de 1’hote du fait de la multiplicité et de la
diversité des nouveaux antigeénes rencontres.

A cet age, une part conséquente des espéces bactériennes présentes ont atteint une stabilité,
alors que d'autres types de microbes peuvent avoir besoin d’un délai plus important pour

atteindre 'équilibre. (93)

La colonisation bactérienne du nouveau-né se produit a la naissance lors de
l'exposition au microbiote vaginal et fécal en premier lieu puis cutané. Au cours de
I'accouchement vaginal, des espéces anaérobies facultatives telles qu'Escherichia coli,
Staphylococcus et Streptococcus colonisent Il'intestin du nourrisson et produisent un
environnement anaérobie dans les premiers jours de la vie, ce qui permet des anaérobies
strictes telles que Bacteroides et Bifidobacterium de se développer dans leur sillage. Nous
verrons ultérieurement (chapitre 5.2) que le mode d’accouchement est primordial compte tenu
du fait que la césarienne peut affecter la colonisation microbienne. (123)

Alors que le microbiote intestinal chez 1'adulte est dominé par les membres des
Firmicutes et des Bacteroides, le microbiote intestinal néonatal est initialement représenté par
les micro-organismes de type Protéobactéries et Actinobactéries.

Bifidobacterium a été considéré comme représentant le genre bactérien dominant dans le
microbiote intestinal du nourrisson nourri au lait maternel, mais des études récentes ont
¢galement montré une forte présence d'entérobactéries dans la population infantile. Il a été
observé que les protéobactéries (principalement les Enterobacteriaceae) dominaient le
microbiote intestinal du nourrisson au cours des premieres semaines, les bifidobactéries
constituant la deuxiéme population microbienne, qui augmente ensuite avec le temps en

méme temps que les entérobactéries. (123, 124)

2.2.2.1) I’exposition aux antigénes du microbiote intestinal dans

I’éducation du systéme immunitaire

La mise en place et le développement du microbiote de par sa grande diversité
d’espéces riches en antigenes fournit un stimulus antigénique conséquent et primordial qui
permet a son hote un développement adéquat de I'intestin et du systétme immunitaire associé

au niveau local et général. Il semble logique de supposer que le processus de colonisation
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microbienne néonatale est li¢ a la santé du nourrisson et peut représenter un facteur de risque
de maladie plus tard dans la vie. (78)

Les différents phénomenes immunitaires déclenchés par ou contre divers micro-
organismes, y compris le microbiome de I'hote, mettent en ceuvre principalement des
lymphocytes T et B, qui expriment a leur surface des récepteurs spécifiques d’un antigéne et
qui définissent un clonotype singulier correspondant a cet antigéne. Le développement du
systtme immunitaire et du répertoire d’anticorps est parallele au développement du

microbiote intestinal, et des microbiotes de I’organisme en général. (93, 125)

Le mutualisme hote-microbiote s'est établi au cours d'une co-évolution de long terme
entre l'espeéce humaine et les miscro-organismes composant le microbiote. L'éducation du
compartiment immunitaire adaptatif par les antigénes du microbiote intestinal est importante
pour l'établissement de I'équilibre immunitaire. En particulier, une période critique
immédiatement aprés la naissance offre une «fenétre d’opportunité» pour le développement
des cellules et des structures lymphoides, la différenciation et la maturation des cellules T et B
et, surtout, I’instauration d’une tolérance immunitaire aux genes intestinaux (78, 126). En
fonction de la localisation, de la nature des micro-organismes, du type d'antigéne et de la
propriété métabolique de différents microbes intestinaux, les réponses des cellules T CD4
varient, ce qui entraine une différenciation en sous-population de type Th2, Thl, Treg...

Ainsi, certaines bactéries induisent des réponses immunitaires similaires a celles réponses
effectrices en favorisant la production de cytokines pro-inflammatoires comme l'interféron vy
et l'interleukine 17. A I’inverse, d'autres bactéries favorisent la production de lymphocytes T

CD4 régulateurs et aident a I'homéostasie intestinale.

2.2.2.2 Quels effets, quels constats en 1’absence de microbiote ?

Comme vu précédemment, 1'utilisation d'animaux exempts de germes (germ-free ou
GF) est un modéle expérimental trés utilisé afin d’étudier les différences qui peuvent exister
entre le développement de souris sans microbiotes et celui de souris « normales ». Les
animaux sans germes sont des animaux dans lesquels aucun micro-organisme ne vit. Cela
permet de mettre en évidence I’importance d’un microbiote riche et varié, et de montrer en

quoi le microbiote influence le systéme immunitaire. (93, 127)
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Les premiéres comparaisons de rongeurs GF avec des «animaux colonisés par un
microbiote» ont permis d’observer des différences physiologiques flagrantes entre GF et un
autre type de cobaye : les animaux SPF (specific pathogen free) qui contiennent une flore
microbienne complexe mais qui sont exempts d’agents pathogeénes spécifiés au préalable
(127). Outre un développement anatomique, morphologique et fonctionnel particuliérement
déficient chez les souris sans germes ces expériences ont montré que l'absence de flore
commensale a de profonds effets sur le développement structurel et fonctionnel du systéme
immunitaire, induisant notamment des défauts de développement du tissu lymphoide dans la
rate, le thymus et les ganglions lymphatiques (128). De plus, ces anomalies de fonction et de
structure étaient plus marquées au niveau muqueux ou se situe I’interface avec le monde
extérieur, ce qui suggere que les relations mutuellement bénéfiques avec des communautés
spécifiques de microbes permettent la modulation et le développement de ces structures
immunitaires lymphoides associées a l'intestin (GALT) (93, 125). Ces organes lymphoides
secondaires sont le lieu d’activation des lymphocytes naifs, et voient le commencement de la
réponse adaptative. Ce sont notamment les follicules lymphoides isolés qui connaissent des
difficultés a se développer et se trouvent peu présents en l'absence de microbiote dans I’
intestin. De plus, les animaux GF contiennent des plaques de Peyer (PP) et des ganglions

mésentériques (MLN) atrophiés. (125, 129)

Au final, ces études tendent & montrer que le microbiote participe a la maturation du
systeme immunitaire et mettent en relief les multiples événements particuliers et spécifiques,
qui, associés avec un processus de colonisation microbienne pourraient étre primordiaux dans
le développement d'un systéme immunitaire normal chez un individu en bonne santé. La
plupart des anomalies chez les animaux GF peuvent étre en partie améliorées ou corrigées par
I’introduction de microbes commensaux a n’importe quel dge. Cependant, la capacité de
rétablir plusieurs fonctions cellulaires, citées précédemment, et disparues en ’absence de
microbiote est limitée a un court intervalle en début de vie et est donc dépendant de 1'age
(130). Conformément avec ces principes, les souris GF durant leur vie adulte montrent un
profil transcriptionnel différent dans I’intestin en comparaison aux souris SPF colonisées de
maniére conventionnelle, ce qui tend a suggérer que si la mise en place de la flore
microbienne commensale ne se produit pas pendant une "fenétre d'opportunité" critique dans
les premiers mois de vie, le développement immunitaire intestinal optimal ne peut pas étre
totalement atteint chez l'adulte. Cela confirme 1’idée que 1’exposition précoce a des microbes

peut avoir des conséquences durables pour 1’hote et se prolonger jusqu’a 1’age adulte (78,

44



131). En corollaire, en l'absence d'exposition microbienne appropriée au début de la vie, les
conséquences immunitaires peuvent étre irréversibles et potentiellement préjudiciables pour
I'hote, telles que I’apparition de pathologies immunitaires de type allergiques ou auto-

immunitaires. (132)

Chez les souris sans germe (GF), les cellules T (iNKT) tueuses naturelles invariantes

s’accumulent dans la lamina propria du cdlon et le poumon, ce qui entraine une morbidité
accrue dans les modeles de MICI et d’asthme allergique. (93, 133)
Aprées avoir été présentées par une molécule de la famille du CMH classe I, les antigénes
endogenes et exogenes peuvent étre reconnus par les cellules T tueuses naturelles invariantes
(INKT). Les tissus muqueux tels que les poumons et le colon contiennent des quantités
considérablement plus importantes de cellules iNKT chez les souris présentant une flore
commensale déficiente par rapport a celles observées chez des souris SPF (specific pathogen
free). Ceci conduit a des réponses inflammatoires accrues dans des modeles expérimentaux de
rectocolite et d'hypersensibilité des voies aériennes (133). Comme 1’ont montré Olszak et al.,
dans le modele expérimental de souris GF, les cellules T tueuses naturelles invariantes ont
tendance a proliférer au niveau de la lamina propria du célon et dans la muqueuse pulmonaire,
ce qui entraine un accroissement de la morbidité dans les études et analyses de MICI
(maladies inflammatoires chroniques de I’intestin) et d’asthme allergique, ce constat étant
opposé a celui effectué¢ a dans les expériences similaires conduites avec des souris SPF. Ces
différences de nombres de cellules iNKT coliques entre les souris GF et SPF étaient
détectables apres le sevrage et stables a vie, suggérant une influence précoce et persistante du
microbiote (134). La colonisation de souris GF néonatales avec un microbiote normal et varié
a protégé les animaux contre 1’accumulation de iNKT dans les muqueuses et par conséquent
les pathologies associées. Ce constat n’a en revanche pas été fait pour des souris colonisées a
un age adulte. Ce phénomene de prolifération de cellules NKT est di a une augmentation de
I’expression au niveau des muqueuses du ligand CXCL16 témoin d’une augmentation du
nombre de cellules iNKT muqueuses. Ce ligand est une cytokine produite par des cellules
dendritiques, qui est exprimée au niveau des cellules épithéliales, dans les maladies
intestinales telles que la maladie de Crohn, et qui augmente en cas d’inflammation. (134)

Les recherches d’ Olszak et al tendent a montrer que CXCL16 est un facteur dont
I’équilibre est influé par les microbes de la flore commensale, et dépend de 1’age ce qui
module le nombre et ’activit¢ des cellules iNKT dans le cdlon et en conséquence, la

probabilité de développer une inflammation. Une exposition microbienne précoce engendre
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des effets sur le long terme quant a 1’activité des cellules iNKT et, en I’absence de stimulation
antigénique suffisante, une exposition ultérieure aux facteurs qui stimulent ces cellules peut
induire une réponse auto-inflammatoire

Ces constats nous amene a poser la question de la théorie hygiéniste que nous développerons

ultérieurement. (134)

2.2.2.3) Comportement des acteurs locaux de I’immunité

Le systetme immunitaire inné est le premier a €tre mis en ceuvre lors de 1’effraction
d’une barriére naturelle par un organisme extérieur. Au contact des bactéries intestinales il
répond rapidement au microbiote de maniere non spécifique de 1’antigéne en activant a la
surface des cellules présentes localement des récepteurs de reconnaissance de formes et en
libérant des cytokines telles que l'interféron o, l'interleukine 18 et I'Interleukine 22 pour
favoriser les réponses antimicrobiennes épithéliales avec notamment la production de peptides
antimicrobiens. Lorsqu’elles font face a des nouveaux antigeénes, les cellules lymphocytaires
T naives peuvent se différencier soit en cellules T effectrices pour lutter contre les bactéries et
empécher leurs dommages, soit en cellules T régulatrices pour induire une tolérance
immunitaire en leur présence et promouvoir le mutualisme (81, 120). En principe, 1’éducation
des cellules T fait référence a la sélection thymique, qui consiste a €liminer ou a transformer
les lymphocytes T immatures interagissant avec les antigénes du soi en cellules Treg afin de
prévenir ’auto-immunité. Certains auteurs consideérent 1’éducation périphérique par les
antigénes microbiens intestinaux comme forme d’éducation cellulaire, qui maintient
¢galement I'homéostasie. (121, 135)

Lathrop et al. expliquent dans leur article que la rencontre avec le microbiote
commensal donne lieu a I’apparition au niveau périphérique et non central dans leurs
expériences de cellules Treg, plutot qu’a des effecteurs.

Ils ont observé que les lymphocytes Treg de I’intestin mettaient en ceuvre a leur surface des
récepteurs de 1'antigene des cellules T (TCR) différents de ceux utilisés par les cellules Treg
dans d'autres régions, ce qui montre une stimulation singuli¢re et effective des antigenes
locaux dans la formation de la population de cellules Treg (120, 136). Les auteurs ont
remarqué que de nombreuses cellules Treg du colon apparaissent plutot via le développement
de cellules Treg périphériques. De plus, ils ont montré que le microbiote local de ’intestin
¢tait nécessaire pour la génération de cellules Treg a partir de cellules T qui resteraient naives

sans le concours de ce microbiote.
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Une autre expérience de 1’étude démontre que dans le cas ou les cellules T exprimant des
TCR de Treg ne parviennent pas a se développer alors elles restent naives et peuvent alors se
transformer en cellules effectrices, risquant d'induire pathologie inflammatoire locale (120).
Comme la population de cellules Treg, la population de cellules T effectrices et mémoires a
exprimé des TCR uniques et singuliers au colon.

Toutes ces données du répertoire TCR suggerent que la population de cellules Treg coliques
est fortement faconnée par le milieu antigénique local, la plupart des cellules Treg du cdlon
chez des souris non dépourvues de germe exprimant de faibles niveaux du facteur de
transcription Helios qui est un marqueur pour les cellules Treg dérivées de maniere thymique.
(137,138, 139, 140, 141)

En résumé, cette analyse de récepteurs de surface TCR des cellules Treg coliques
communs dans un répertoire de TCRP qui est lui fixe suggere un modele dans lequel les
lymphocytes T exprimant ces TCR existent sous la forme de lymphocytes T naifs en l'absence
d'antigene. La rencontre avec des antigenes étrangers d'origine bactérienne dans le colon
semble conduire efficacement a la génération de cellules Treg Foxp3 +, car elle n'entraine
généralement pas un codéveloppement substantiel de cellules effectrices ou mémoires de
méme spécificité (142). La population de LT est donc également éduquée a la périphérie afin

de s'adapter a la variété d'antigénes du microbiote commensal dans les muqueuses. (120)
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La figure 12 présente les mécanismes qui, par le biais du microbiome, permet la
différenciation des lymphocytes Treg et Teff dans 1'intestin. Les micro-organismes de la flore
commensale comme Bacteroides fragilis ou Clostridium, engagent la multiplication et la
différenciation des cellules Treg par des mécanismes complexes et multiples, alors que les
bactéries telles que les bactéries filamenteuses segmentées (SFB) stimulent l'induction des
cellules Th17 intestinales. La différenciation des cellules Thl spécifiques a un antigéne peut
étre favorisée par des agents pathogenes intracellulaires tels que Listeria monocytogenes et
Toxoplasma gondii.

Au niveau des structures lymphoides locales, on sait que les cryptopatches, les patchs
de Peyer (PP) et les ganglions lymphatiques mésentériques commencent a se développer
durant la période foetale. En revanche la stimulation antigénique massive que constitue la
confrontation au microbiote est nécessaire pour favoriser ce développement leur
développement. A mesure de I’exposition on observe la mise en place de tissus lymphoides
isolés qui se développent a partir de cryptopatches. Il y aussi un recrutement de cellules T et B
dans la lamina propria et un engagement vers la différenciation des plaques de Peyer et des

cellules lymphocytaires T et B. (143, 144) (Figure 13)
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Les cryptopatches sont des agrégats de cellules lymphoides présents au niveau de la
lamina propria. La Figure 13 présente la mise en place a partir des Cryptopatches des
follicules lymphoides isolés immatures puis matures a partir de I’exposition a des antigenes
bactériens locaux. Les peptides dans la lumiére intestinale qui résultent principalement des
bactéries GRAM- constituant la flore commensale sont reconnus par le récepteur NOD1 des
cellules épithéliales capables de les capter. La voie de NOD1 aboutit a la synthese de ligands
capables de se lier et d’activer les cellules inductrices de tissu lymphoide dans des
cryptopatches. Ces cellules induisent a leur tour des cellules organisatrices de ce tissu
lymphoide, ainsi que des molécules d'adhésion et des chimiokines. Les cryptopatches une fois
engagés vers la maturation recrutent des cellules B pour former des follicules isolés
immatures. A partir de cette ¢étape, d’autres antigeénes interviennent et sont nécessaires au
passage de follicules mature. En effet, les cellules macrophagiques et dendritiques ont a leur
surface des récepteurs TLR capables de lier des antigénes de composés bactériens. Ils vont
alors produire le TNFa qui est nécessaire au développement du follicule mature. Les ILF
matures génerent des cellules B productrices d'IgA qui ciblent le microbiote. Le systéme de
codéveloppement fonctionne comme une boucle rétroactive autorégulatrice, 1’induction
follicules matures par les bactéries entraine une rétro-inhibition des bactéries grace a

I’induction d’IgA. (145)

2.2.2.4) Relations entre microbiote et production

d’immunoglobulines

Bien qu'il faille du temps au systéme immunitaire adaptatif, aprés la naissance, pour se
différencier et proliférer afin de déclencher une réponse immunitaire conséquente aux
antigénes de I’environnement aprés la premicre rencontre, certaines des cellules mémoires
développées apres contact avec ceux-ci survivent a long terme et fournissent une réponse forte
et rapide lors d'une rencontre ultérieure avec ce méme antigéne. En fonction des variations de
l'introduction microbienne dans l'intestin et de la colonisation aprés la naissance, le
développement immunitaire de 1'hdte peut varier considérablement et entrainer une réactivité
immunitaire altérée susceptible d'affecter la sensibilité de 1'hote a des maladies telles que les
maladies auto-immunes et allergiques plus tard dans la vie. C’est la qu’entrent en
considération la variabilité individuelle et ou I’on peut constater les différences qui peuvent

exister chez les individus en fonction du mode d’accouchement qui les a vu naitre, de leur
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alimentation, de leur environnement qui conditionne la nature et la variété de la flore

commensale. Nous étudierons ces parameétres dans la troisieme partie.

Les IgE sont des immunoglobulines trés présentes au cours des phénomenes
allergiques. Ce sont des anticorps produits par les cellules B qui jouent un role essentiel dans
la réponse immunitaire aux allergénes au niveau des muqueuses (146). Les niveaux d'IgA et
d'TgG1 diminuent chez les souris GF, alors que 1’on constate des taux ¢levés d'IgE sériques
apres 30 jours de vie en raison de I'augmentation des taux de commutation isotypique dans
les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques. Les taux d’ IgE trés élevés dans le sang
de souris GF sont associés a une augmentation concomitante de la production d'IL-4 dans les
plaques de Peyer et les MLN (mesenteric lymph nods) et dépendent des cellules T CD4 +
(147, 148). La colonisation des souris GF avec un microbiote standard de la naissance a 4
semaines, mais pas ensuite, normalise les niveaux d'IgE chez l'adulte, ce qui est compatible
avec une régulation de la production d'IgE par le microbiote spécifique a cette période. La
production d'IgE chez les souris adultes dépend de la diversité bactérienne intestinale chez les
nouveau-nés plutot que de la colonisation avec des especes bactériennes spécifiques, de sorte
qu'une faible diversité de microbiotes ne suffit pas pour normaliser les taux d'IgE au début de
la vie. (147)

Dans une autre étude récente, il a ét¢ montré qu’une stimulation déficitaire par des
antigénes de micro-organismes chez des souris apreés la naissance donne lieu a une
commutation plus importante de lymphocytes B de la muqueuse intestinale vers les classes
d'IgE et une élévation du taux sérique d'IgE (148). Dans cette étude, les souris nées et élevées
avec un microbiote spécifique exempte d'agents pathogenes (SPF) maintenaient des taux
d'IgE inférieurs a la limite de détection a la différence de souris sans germes, GF (germ-free)
pour lesquelles des taux élevés d’IgE ont été observés. Les taux élevés d'IgE ne reflétent en
revanche pas une hausse du taux sérique d’immunoglobulines générale, étant donné que tous
les isotypes sauf les IgE (IgA, IgM, IgG) ont été réduits chez les souris exemptes de germe et
non SPF, ce qui conforte la théorie d'un systéme immunitaire immature chez des souris sans
germes (125, 149). Les auteurs sont partis des constats que des taux sériques d'IgE plus élevés
que la normale chez des souris sans germe ont déja été rapportés (Herbst et al.). L'ensemble
de ces résultats suggere que des signaux immuno-régulateurs provenant du microbiote sont
nécessaires pour maintenir le taux d'IgE a un niveau peu ¢élevé (150, 151). En outre ils ont
postulé que la mise en place appropriée d’une immunité efficacement régulée nécessite une

exposition aux antigénes microbiens adéquate dans les premiers mois et années apres la
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naissance. Ils ont alors montré que seule une exposition intense a une flore microbienne
diversifiée au début de la vie est capable de garantir une régulation immunitaire fonctionnelle
qui maintient le taux sérique d’IgE a des niveaux basaux, pouvant méme diminuer les effets
pathologiques déclenchés par un antigeéne. (149, 151)

Autre fait marquant, les auteurs ont identifi¢ la localisation de la synthése d’IgE. Il en
résulte qu’en 1'absence d'exposition microbienne, le commutateur d'isotype IgE est favorisé
aux sites muqueux, ou se produisent normalement des adaptations immunitaires déclenchées
par des facteurs microbiens, et non dans la moelle osseuse ou les ganglions lymphatiques au
niveau périphérique. Au lieu d’aboutir a une commutation vers les IgA qui constituent
I’immunité au niveau des muqueuses, on aboutit, en 1’absence d’une exposition antigénique
optimale a un basculement vers les IgE responsables sur les muqueuses d’inflammation
caractéristique d’un phénomene allergique (149). Dans cette étude , il a aussi €té expérimenté
la colonisation par un microbiote et une flore microbienne normale apres la naissance. En
effet, et cela est en lien avec la « fenétre d’opportunité » vue précédemment, la cohabitation
de souris adultes sans germes , et donc avec des taux sériques d’IgE élevés, avec des souris
SPF avec un microbiote intestinal complet et une IgE indétectable, n’a pas réduit les taux
d’IgE sériques. On ne peux donc pas apporter de correction a 1’dge adulte. Cependant,
I'exposition a une flore SPF au moment de la naissance a réussi a inhiber la production d'IgE.
Contrairement a la colonisation a 1'dge adulte, la colonisation a un age faible de quelques
semaines a ¢t¢ en mesure de les protéger completement de l'induction d'IgE élevées a 1'age
adulte ce qui indique que les signaux microbiens faconnent l'induction des IgE. Ce constat
suggere que la colonisation microbienne aprés la naissance a un impact sur 1’atopie et les

phénomenes allergiques plus tard dans la vie. (149, 152)

D’autres travaux menés sur I’exposition du systéme immunitaire au microbiote
intestinale durant les premiéres années de vie mettent ne lumiére des constats intéressants
quant aux mécanismes cellulaires découlant de I’exposition aux antigénes du microbiote. En
partant du type de colonisation effectué sur des souris GF (germ free) et SPF (specified
pathogen free) les chercheurs ont observé les populations cellulaires a 1’ceuvre dans la réponse
immunitaire. On y observe le développement conséquent et le recrutement important de
cellules lymphocytaires T tueuses naturelles (NKT) chez la souris GF et cette augmentation a
pour conséquence une susceptibilité augmentée aux pathologies inflammatoire intestinales.
En comparaison chez les souris SPF dont le microbiote est complexe on n’observait pas ce

type de réaction immunitaire et de fait aucune inflammation locale n’a été observé. Autre
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constat intéressant, la colonisation de I’intestin des souris néonatales GF a atténué le
développement de la réaction immunitaire et la réaction inflammatoire via les lymphocytes
NKT. Ceci n’a pu étre observé que chez des souris néonatales puisque la méme expérience sur
des souris GF adultes n’a pas montré de modification du comportement du systéme
immunitaire. (133)

Le systéme immunitaire adaptatif met en ceuvre des anticorps de surface ou solubles
pour neutraliser les agents pathogenes. Les IgA constituent la principale forme d'anticorps
sécrétoire présent a la surface des muqueuses et jouent donc un role essentiel dans le maintien
de I'homéostasie intestinale. Les mécanismes d’action par lesquels cette immunoglobuline
peut agir comprennent la liaison a I’antigéne dont elle est spécifique, ’empéchement de
l'absorption d'antigénes microbiens dans la lumiére intestinale, la perturbation bactérienne et
l'agglutination, ainsi que la neutralisation de toxines bactériennes pathogénes. Différentes
hypotheses concernant les mécanismes d’action ont été avancés pour expliquer la naissance et
la persistance de la régulation entre les immunoglobulines de type A sécrétées par les
lymphocytes B et le microbiote intestinal. Les immunoglobulines produites sont, apres la
naissance, peu a peu capables d’influencer le comportement des organismes constituant le
microbiote intestinal. Les IgA sécrétées par les lymphocytes B peuvent amener la flore
commensale a réguler négativement l'expression d'épitopes de surface susceptibles de
déclencher une réponse inflammatoire (153, 154). La fixation d’immunoglobulines A
sécrétoire a la surface de certaines populations bactériennes de la lumiére intestinale conduit a
la migration des bactéries vers les plaques de Peyer induisant ainsi la mise en place d’une
réaction immunitaire au niveau du centre germinatif, permettant une amplification de la

production d’immunoglobulines spécifiques de 1’antigéne concerné. (155, 156, 157)
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Figure 14: Controle du systéeme immunitaire par le microbiote. Figure adaptée de Hooper et

al, 2015.

La figure 14 montre différents effecteurs immunitaires fonctionnant ensemble pour
contenir les micro-organismes de la lumiere intestinale et minimiser le contact avec
I’épithélium. On voit notamment le rdle joué par I'IgA sécrétée par les plasmocytes. Les
micro-organismes de la flore commensale sont échantillonnés par les cellules dendritiques
(CD) intestinales, puis elles traversent les lymphatiques intestinaux vers les ganglions
lymphatiques mésentériques. Cela compartimente les bactéries vivantes et induit des réponses
immunitaires du systéme immunitaire muqueux. Il y a recirculation des cellules B induites et
de certains sous-ensembles de cellules T a travers les lymphatiques et la circulation sanguine
vers les sites muqueux, ou les cellules B se différencient en cellules plasmatiques sécrétant de

ITgA.
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Figure 15 : Role du microbiote dans la maturation du systéme immunitaire intestinal.
La figure montre le role du microbiote dans la maturation su systeme immunitaire local, en
comparant [’interface microbiote-sysyteme immunitaire d’une souris axénique (c'est-a-dire

des souris dont la flore intestinale est vierge) et d 'une souris témoin normale. Figure adaptée

de Sommer & Bdckhed 2013.

Dans une autre étude montrant la dynamique du systéme immunitaire adaptatif au
niveau intestinal en période post-natale, il a ét¢ montré que l'absence de stimulation par le
microbiote local entraine une diminution conséquente du nombre de plasmocytes synthétisant
des IgA. Il en résulte que dans l'intestin on constate alors une diminution de I'abondance de
cette immunoglobuline (158, 159) (Figure 15). La diversité du répertoire des IgA est
influencée par le contact avec le microbiote. En effet, Lindner et al ont montré que les souris
SPF ont une diversité de répertoires d'IgA intestinale beaucoup plus grande que les souris
bactériennes mono- colonisées ou les souris GF (160). Au cours du développement des souris
en début de vie, leurs répertoires d'IgA deviennent plus complexes avec la génération continue

de nouveaux clones de cellules B générés en continu. Etant spécifiques d’antigénes de
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microbiote; cependant, les clones de cellules B induits au début de la vie sont également
conservés, indiquant une réponse de cellules B mémoires a longue vie. (158)

Il a été démontré que la reconnaissance immunitaire dysfonctionnelle du microbiote
intestinal provoquait de multiples troubles inflammatoires. Par exemple, les anticorps
muqueux et sériques ciblant les antigénes intestinaux commensaux sont élevés chez les
personnes atteintes de la maladie de Crohn et chez celles atteintes de rectocolite
hémorragique. Les cellules T infiltrantes dans les intestins des patients atteints de la maladie
de Crohn réagissent aux antigenes microbiens luminaux et produisent des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFa, I’interféron y et 'IL-17A. (161, 162, 163)

Les maladies auto-immunes situées a 'extérieur de l'intestin peuvent étre déclenchées
par le microbiote entérique. Des 1gG et IgA spécifiques de Prevotella copri ont été trouveés
dans des sous-groupes d'individus atteints d'une polyarthrite rhumatoide récente,

Il a été démontré par expérience que la colonisation par Prevotella copri active les
lymphocytes T auto-réactifs dans l'intestin et qu'elle est corrélée a une sensibilité accrue de la

polyarthrite rhumatoide. (164, 165)

2.2.3) Au niveau des voies Respiratoires

Les voies respiratoires constituent une voie d'exposition importante a la naissance aux
microbes environnementaux et les antigeénes de ceux-ci. Elles jouent donc un rdle clef dans la
modulation de I'équilibre de la maturation immunitaire local au cours du développement d’un
nouveau-né et dans sa capacité a constituer un répertoire d’anticorps contre les agents
pathogénes. Les modifications de la réponse immunitaire des voies respiratoires en fonction
de l'age sont donc susceptibles de jouer également un role dans le développement de
pathologies a un age plus avancé. Les voies respiratoires aprés la naissance mettent en ceuvre
des réponses médiées par les récepteurs TLR et la synthése de molécules antimicrobiennes.

Il s’agit d’une porte d’entrée majeure pour les micro-organismes pathogenes, les
aéroallergeénes et les aéroadjuvants (par exemple, les produits microbiens tels que 1’acide
muramique agonistes du TLR2). Dans ce contexte, les voies respiratoires peuvent jouer un
role de médiateur dans la maturation des réponses de type Thl néonatal et infantile par une
exposition répétée a de faibles doses d’agonistes du TLR de 1’environnement, par exemple

des endotoxines ou le lipopolysaccharide (LPS) agonistes du TLR4 . (81)
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Tulic MK et al. ont publi¢ une étude concernant la modulation d’une réponse
immunitaire allergique grace a une exposition bactérienne. Elle est intéressante car elle
montre comment le systtme immunitaire et ’environnement extérieur sont en relation et la
manicre dont cette relation peut influer sur la santé d’un individu. Ils ont cherché a montrer
combien I'exposition aux produits bactériens durant les premicres années de la vie pourrait
protéger contre le développement de l'atopie (166). Cette expérience a révélé que dans les
muqueuses nasales d’enfants atopiques le LPS de la paroi bactérienne peut influer a la hausse
sur la prolifération et la capacité de réaction des lymphocytes T provoquées par 1’allergeéne. I1
en est de méme concernant la production de cytokines qui polarisent les cellules Thl et pour
la production d' IL-10. Les auteurs ont tiré pour conclusion qu’a un age encore précoce, les
LPS bactériens seraient capables de supprimer I'inflammation causée par 1’allergie en altérant
la réponse immunitaire locale en polarisant la réponse d'une cellule Th2 vers réponse de
cellule Thl, ainsi qu’en augmentant le taux d’interleukines 10. De plus, les enfants qui sont
exposés aux acides muramiques ou aux peptidoglycanes ont un risque moindre de développer
une respiration sifflante .Ces constats conduisent au développement de la théorie hygiéniste
développée dans la partie suivante. Un autre constat est fait en rapport avec 1’hypothése
d’hygiene et I’'importance d’une exposition du systéme immunitaire & un jeune age.

L’activité des extraits de poussiere est dépendante de MyDS88 et polarise les cellules Th2
lorsque ces poussieres couplées a des antigeénes (de 1’ovalbumine dans cet exemple) sont
administrées sous forme de vaccination intra-nasale hebdomadaire. En revanche, elles sont
tolérogenes lorsqu’elles sont administrées chaque jour sous forme d’exposition intra-nasale a
faible dose. Ceci a donc un lien avec la nature de 1’exposition antigénique a laquelle chaque
individu est expos¢ durant I’enfance. Dans la prochaine partie, nous verrons que l'exposition
chronique a l'agriculture pendant les trois premiers mois de la vie, les endotoxines contenues
dans la poussiére de maison comme dans I’exemple ci-dessus sont associés a une capacité
accrue des cellules immunitaires a produire des molécules spécifiques telles que des cytokines
polarisant les cellules Thl. Ces constats nous montrent que certains modeles d'exposition aux
agonistes de TLR microbiens au début de la vie accélerent la maturation de la réponse des
cellules Th1 et protégent contre les maladies allergiques et atopiques. (166)

Globalement, les mécanismes immunitaires innés des voies respiratoires néonatales assurent
une protection contre les infections microbiennes et empéchent une inflammation exubérante,

tout en atténuant les effets des agonistes du TLR dans 1’environnement.
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CHAPITRE 3:

hygiénistes.

L’Exposition antigénique dans les théories

Les pays développés ont connu une augmentation constante des maladies atopiques

et des maladies auto-immunes et/ou inflammatoires depuis les années 1980. Cette augmenta-

tion correspond a une diminution des maladies infectieuses au cours de la méme période, tan-

dis que les pays en développement semblent avoir I'effet inverse, avec moins de dysrégulation

immunitaire et une prévalence plus élevée de maladies infectieuses. Ces observations ont

conduit a la proposition de différentes théories comme

présenté sur la Figure 16.
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Figure 16: Chronologie des hypothéses traitant de ’influence de ’exposition globale aux

antigénes de I’environnement. Figure adaptée de Leah T Stiemsma et al, 2015.
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Au cours de ce chapitre, apres avoir indiqué quelques données épidémiologiques, nous
présenterons ces théories, particulierement la théorie hygiéniste de Strachan et la théorie des
vieux amis de Rook. Nous porterons également un intérét particulier au cas des infections

parasitaires aux helminthes.

1) Données épidémiologiques et exposition aux pathogénes

Plusieurs auteurs dont Alenius et al. en 2008, et Butchart SH et al. en 2010 ont montré
qu’il existait un déclin mondial de la biodiversité. Cela signifie en terme de santé publique
que I’exposition antigénique globale tend a diminuer, ce phénoméne étant particulierement
accentué¢ en zone urbaine de pays industrialisés (167, 168). Leena von Hertzen et ses
collaborateurs vont plus loin et font le lien entre la diminution de la biodiversité et

I’augmentation des pathologies inflammatoires. (169) (Figure 17)
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Figure 17 : Deux grandes tendances mondiales en matiére de biodiversité et de santé pu-
blique.

(A) Diminution de la biodiversité depuis 1970 mesurée par trois indices. LPI, Indice Planéte
Vivante; WBI, World Bird Index; WPSI, Indice de statut de la population d'oiseaux d'eau
(Butchart et al, 2010). (B) Tendance a la hausse de la prévalence des maladies
inflammatoires. L'asthme et la rhinite allergique chez les conscrits de 1966 a 2003 (Latvala

et al, 2005) en Finlande. Cette figure est adaptée de von Hertzen et al, 201 1.
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Depuis environ 70 ans, le nombre de maladies auto-immunes dont la maladie de

Crohn, la sclérose en plaques, ou encore le diabete de type 1 et ’asthme, a augmenté de fagon

considérable. Par exemple, aux Etats-Unis, la prévalence de l'asthme chez les enfants a

augmenté de 38% entre 1980 et 2003. De méme, cette augmentation a atteint 56% et 59%

entre 1964 et 1990 respectivement chez les enfants écossais et australiens. (170)

En effet, Platts-Mills TA décrit des augmentations conséquentes de rhume des foins, d’asthme

et d'allergies alimentaires

suggérant que des changements de mode de vie au cours des

derniéres décennies auraient pu influer sur ’apparition de ces troubles immunitaires. (171)

(Figure 18)
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Figure 18 : Augmentation séquentielle de trois pathologies allergiques au cours du temps
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Figure adaptée de Thomas Platts-Mills, 2015. Elle représente la hausse de trois pathologies

allergiques (rhinite allergique, asthme pédiatrique et allergie aux arachides) au cours du

temps dans les pays développés depuis la mise en place de I’hygiene moderne.
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Les pays développés ont connu une augmentation constante des maladies atopiques (asthme,
rhinite allergique, allergie alimentaire et dermatite atopique par exemple) et des pathologies
auto-immunes (notamment diabéte de type 1, maladies intestinales inflammatoires) depuis la

mise en place dans les années 60 et 70 de I’hygieéne moderne. (Figure 19)
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Figure 19 : Nombre de patients consultants pour des troubles asthmatiques en Angleterre
et au Pays de Galles sur une période d’une cinquantaine d’années. Figure adaptée de Ross

Anderson et al, 2007.

Cette augmentation est mise en relation avec une diminution du nombre de pathologies
infectieuses au cours de la méme période ainsi que, comme décrit plus haut, d’une baisse de
I’exposition globale aux antigenes et de la biodiversité en générale. (Figure 20)

Les deux graphiques de la figure 20 ci-aprés montrent qu’il y a une relation inverse entre
I’incidence des maladies infectieuses, qui diminue rapidement au cours du temps, et les
pathologies immunitaires qui sont elles en augmentation dans le méme temps. Les différentes
théories dites de I’hygiene ou des vieux amis se basent sur cette observation. A I’inverse, les
pays en développement ont toujours une prévalence plus élevée de maladies infectieuses
notamment parasitaires et connaissent moins de dysfonctionnement de la régulation

immunitaire (172, 173). Par exemple dans 1’étude mondiale ISAAC ( International Study of
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Asthma and Allergies in Childhood), portant sur I'asthme, les prévalences les plus élevées ont
été observées dans des pays industrialisés, notamment au Royaume-Uni, en Australie, en
Nouvelle-Zélande et en République d'Irlande, suivis de la plupart des centres situés en
Amérique du Nord, en Amérique centrale et en Amérique du Sud. Inversement, les nombres
de cas recensés les plus faibles provenaient de pays en développement ou faiblement
développés comme les pays d'Europe centrale, d’Asie du sud-est, en Chine, a Taiwan, en

Ouzbékistan, en Inde ou en Ethiopie. (174)
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Figure 20 : Incidence des pathologies infectieuses et inflammatoires au cours du temps.
Figure A: Incidence des pathologies infectieuses au cours du temps.
Figure B montre l’incidence des pathologies inflammatoires d’origine immunitaire.

Figure adaptée de Megan Scudellari, Science Writer,2017.

2) Théorie hygiéniste

2.1) Naissance de I’hvpothése

En 1989, Strachan a proposé I'hypothese d'hygiéne comme base d’explication a la

survenue des maladies allergiques constatées (175). Cette théorie soutient que I'exposition
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précoce aux agents pathogenes favorise le développement du systéme immunitaire humain et
que, par conséquent, les conditions sanitaires favorables rencontrées dans les pays
«occidentalisés» s’opposent au bon développement de réactions immunitaires bénéfiques et
controlées. Sa théorie repose sur le fait que les enfants grandissant dans des familles
nombreuses pourraient étre davantage exposés aux microbes des leur plus jeune enfance en
raison de inévitables contacts non hygiéniques. En effet, en 1996, Strachan montre qu’il existe
une association entre le rhume des foins et la structure familiale, qui influencerait donc la
sensibilit¢ a D’allergie. Les parameétres impliqués sont la taille de la fratrie, "ordre de
naissance et I’alimentation du nourrisson. Selon lui, ces paramétres ont une influence a la
hausse sur I’exposition antigénique et concordent avec 1’effet protecteur de 1’infection
postnatale (176). De plus, Strachan a suggéré que cette exposition microbienne accrue au
début de la vie pourrait protéger les enfants contre le développement d'une hypersensibilité
immunitaire plus tard dans la vie. D'autres études épidémiologiques a I'appui de I'hypothése
d'hygiene associent une réduction de la sensibilisation a l'allergéne avec l'exposition des
animaux domestiques, la fréquentation de lieux de vie en collectivité, un nombre accru de
fréres et sceurs. (177, 178)

En outre, une diminution des réactions atopiques chez les enfants a été mise en lien
avec un nombre plus élevé d’infections durant la petite enfance. Ainsi, une étude « cas-
témoins rétrospective » a montré que les patients atopiques, en particulier atteints d’allergie
respiratoire, présentaient une prévalence plus faible de Toxoplasma gondii, d'Helicobacter
pylori et d'hépatite A (microbes oro-fécaux et d’origine alimentaire) par rapport aux témoins
non atopiques. (179)

Toutes ces données ont longtemps été considérées comme acceptables et compatibles
avec la théorie d’une influence protectrice de certaines infections postnatales qui pourraient

étre perdue en présence d'hygieéne moderne. (180)

2.2) Mode d’action dans la théorie hvgiéniste selon David Strachan

En 1986, juste avant la proposition de Strachan concernant 'hypotheése d'hygiene, le
groupe de Robert Coffman, a décrit les populations de lymphocytes T helper Thl et Th2,
fournissant une base immunologique a cette théorie. Ils ont démontré que des lymphocytes T

CD4 " murins totalement différenciés sécrétent deux profils de cytokines distincts (Th1: IFN-
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v; Th2: IL-4) et que les différentes cytokines produisent deux réponses immunitaires
différentes. (181)

Les cellules Th2 jouent un role primordial dans le processus de sensibilisation a
l'allergéne (182). L’infection par des virus et des bactéries intracellulaires stimule
généralement les réponses immunitaires Thl et donc la production d’IFN-y qui inhibent les
réponses Th2 (183, 184). En conséquence, le concept d’une balance Th1 par rapport a Th2 est
apparu, selon lequel un phénotype immunitaire a dominance Thl (provoqué par des
expositions microbiennes en début de vie) pourrait inhiber 1'immunopathologie atopique de la

voie Th2 produisant des IgE. (172, 181)

2.3) Limites et remise en cause de la théorie de Strachan

Les premiers travaux de Strachan ont laissé penser qu'un déséquilibre entre Th1 et Th2
expliquait les données fournies par 1'épidémiologie et les observations cliniques, et que ce
déséquilibre était sous-jacent a I'hypothese d'hygiéne. L’hypothese était que la diminution des
infections conduisant a des réponses immunitaires Thl poussait mécaniquement a un
basculement de la balance vers des réponses immunitaires Th2 responsables des réactions
allergiques. En 2009, Graham Rook contredit la théorie et le mécanisme physiologique
proposé par Strachan. (185)

En effet, les recherches de Rook sur les parasites de la famille des helminthes ont
conduit au constat que la théorie de Strachan n’était que partielle dans ses explications,
puisque des organismes tels que les helminthes induisaient paradoxalement des réponses Th2
en supprimant la réactivité allergique (186). Graham Rook considere la théorie hygiéniste de
Strachan comme une base de réflexion. En revanche, il considére que Strachan se trompe
lorsqu’il affirme que seules les infections courantes et répandues, contractées durant
I’enfance, sont a mémes d’avoir un effet protecteur contre les allergies et autres pathologies
inflammatoires. Le concept de Strachan nécessite des infections induisant des réponses Thl
pour contrdler des conditions allergiques médiées par la voie Th2. Rook contredit ce concept
au vu de ’augmentation simultanée de plusieurs troubles médiés par des réponses Thl, tels
que la maladie de Crohn, le diabete de type 1 et la sclérose en plaques. (185, 187)

D’autres travaux appuient la remise en question de la théorie de Strachan par Rook.
Premiérement, les cytokines inhérentes a la réponse Thl comme I’'TFN-y sont impliquées en
grande quantité dans le mécanisme d’action des troubles asthmatiques dans lesquels on

constate que les lymphocytes sécréteurs d” [IFN-y sont plus nombreux que dans une population
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de témoins non asthmatiques (188). Dans le cas des dermatites atopiques, l'apoptose des
kératinocytes, base physiologique de la formation d'eczéma, est principalement induite par les
LT et médiée par I'IFN-y (189). Deuxiemement, des déficits fonctionnels de I’IL-12 ou de
I’IFN-y ne provoquent pas une incidence ou une sévérité accrue des troubles allergiques,
suggérant que chez I'homme la voie Thl n'est pas un régulateur physiologique des réponses
Th2 (190). Dans la méme logique, I’ajout de cellules Thl sur un site inflammatoire
impliquant un réponse Th2 peut entralner une synergie augmentant ou entretenant
I’inflammation plutdt qu'une régulation a la baisse de celle-ci (191). De plus, les personnes
infectées par les helminthes, parasites qui renforcent les réponses Th2, sont paradoxalement
moins susceptibles d'avoir une sensibilisation allergique ou des troubles allergiques, et le
traitement de I'infection conduit a une sensibilisation allergique accrue. (192)

Finalement, la mise en évidence d’une augmentation des maladies inflammatoires
chroniques a médiation Th1l ou Th17 comme le diabéte de type 1, la sclérose en plaques, les
maladies intestinales inflammatoires, et du fait que ces pathologies apparaissaient dans les
mémes pays ou l’on constatait 1’augmentation des troubles allergiques, cela a invalidé
I’hypothése du déséquilibre Th1/Th2 comme mode d’action de la théorie hygiéniste. (193,
194)

3) Description de la théorie des vieux amis

3.1) Naissance de I’hvpothése

L’augmentation des troubles inflammatoires chroniques trouve un début d’explication
dans I’hypothéese de I’hygiéne de Strachan mais Rook la considére comme imprécise tant dans
ses causes que dans ses conséquences, notamment en mettant en avant le contre-exemple des
« infections de foule » (195). Strachan considérait les infections pouvant étre rencontrées
fréquemment durant I’enfance comme faisant partie des microbes pertinents pour 1’éducation
immunitaire d’un enfant. Plus tard il fut établi que la plupart des virus infantiles, tels que la
rougeole, les oreillons et la varicelle, ne protégent généralement pas contre les troubles
inflammatoires chroniques (178, 196, 197). Dunder T et al notamment ont montré que la
prévention des infections entériques et des voies respiratoires courantes au cours de la petite
enfance ne modifie pas la morbidité allergique ultérieure, et peuvent méme en étre a 1’origine.
(198, 199). Graham Rook pour se différencier de Strachan, sépare les « vieux amis » des

agents pathogeénes responsables des « infections de foule » qui ont commencé a infecter
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I'homme apres la premiere transition épidémiologique, lorsque la révolution néolithique avait
conduit a l'agriculture, donc a la sédentarisation et a de vastes agglomérations, puis a
'urbanisation. Ces micro-organismes n’ont pas un parcours de co-évolution avec 1’homme
comme les « vieux amis ». Ils sont bien plus virulents et sont 8 méme de donner la mort en
proportion plus importante de par leur propagation rapide. Ils sont capables de déclencher des
épidémies dans des populations rassemblées en zone urbaine sans pour autant étre bénéfique a
la maturation du systeme immunitaire au début de la vie notamment dans la mise en place de
I’immuno-régulation. Ces infections dangereuses ont un caractere sporadique et les
pathogenes responsables ne sont pas présents sur le long terme, par conséquent, il n’existe pas
d’évolution bénéfique entre eux et ’homme. Ce sont par exemples des infections telles que la
rougeole qui ne joue aucun rdle physiologique pour développer les capacités d’immuno-
régulation d’un nouveau-né. Les infections de foule n’ont aucune capacité¢ a éviter l'auto-
immunité et les pathologies inflammatoires de I’intestin. Ainsi, les infections de foule
n’expliquent pas les observations originales de Strachan qui ont conduit a la formulation du

terme « hypothese d’hygieénex. (199, 200, 201, 202)

Rook ¢élabore alors une variante de cette hypothése appelée « théorie des vieux amis»
qui suppute I’existence d’une évolution bénéfique entre des organismes de 1’environnement,
comme les parasites de la famille des helminthes, et le systéme immunitaire humain. (203)
Cette théorie stipule que ces organismes de I’environnement sont nécessaires au
développement normal du systéme immunitaire, et que la perte de contact avec eux est
responsable de la hausse du nombre des pathologies inflammatoires d’origine immunitaire
comme les allergies, les maladies inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-immunes
(187). Plus précisément, dans une publication de 2004, Rook affirme que 1’augmentation des
maladies auto-immunes et/ou inflammatoires ne seraient pas attribuables a une dérégulation
de la balance Th1/Th2 mais a un mauvais fonctionnement des lymphocytes T régulateurs
(Treg), indispensables a la régulation des réponses immunitaires. Le mécanisme d’action
propos¢ sera développé plus tard dans le chapitre (partie 3). Ces dysfonctionnements des
cellules Treg résulterait de la diminution de ’exposition a certains micro-organismes qu’il
appelle "vieux amis", et qui auparavant co-évoluaient dans 1’histoire avec ’Homme. Ces
organismes, qui comprennent les mycobactéries saprophytes, les helminthes et les
lactobacilles notamment, sont reconnus par le systéme immunitaire inné comme n’étant pas

dangereux et comme adjuvants pour l'induction des cellules T régulatrices et d’une réponse
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tolérogéne. De plus, ces organismes, parce qu'ils devaient étre tolérés, ont joué un role
d'inducteurs des circuits immuno-régulateurs. (203, 204, 205)

Ces microbes sont soit retrouvés dans les divers microbiotes, soit dans I’environnement et
proviennent alors d'animaux, de la boue, de 1'eau non traitée et de I’alimentation avec laquelle
nous étions en contact quotidien jusqu'a récemment. (180) (Figure 21)

Le contact avec les « vieux amis» immuno-régulateurs a donc rapidement diminué
avec I’industrialisation et 1’assainissement pour ne pas dire 1’aseptisation de 1’environnement
dans lequel ’'Homme évolue, 1’alimentation qui est basée sur la consommation d’aliments
lavés et d’eau traitée au chlore et les contacts maintenant restreints avec la boue, les animaux

et les matieres organiques a la biodiversité riche et variée.

Immunoregulation-inducing effects of environmental organisms and
microbiota (“Old Friends") with which mammals co-evolved
Environmental Direct pathways
[t:ﬁa:;.le«_n?l . Secrete molecules that expand *
srotie el o] Treg populations or modulate DG x
- ;“'Tals so they drive immunoregulation Immunoregulation
= LF}
- untreated water :
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Microbiota immune system and host- ' =
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- airway N
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Figure 21 : Immuno-modulation par les microbes. Figure issue de Graham Rook et al, 2013

Les microbes de l'environnement et des divers microbiotes modulent le systéme
immunitaire. Une partie de cela est due aux effets directs de produits microbiens sur des
¢léments du systéme immunitaire. Mais la modulation du systéme immunitaire modifie
¢galement de maniere secondaire la relation hote-microbiote et conduit a des modifications de
la composition du microbiote, et donc a des modifications ultérieures de 1'immuno-régulation.

(Figure 21)
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3.2) Mécanismes d’action des vieux amis

Les cellules T naives peuvent se différencier en cellules T helper ou T régulatrices. En

ce qui concerne les cellules T helper, on a longtemps distingué deux réponses principales, les
réponses de type Thl et de type Th2. (206)
La réponse Thl est impliquée dans la pathogenese des maladies auto-immunes et associée a la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, notamment 1L-6, I’IL-12, I’interféron IFN-y et le
TNF-a. Inversement, la réponse Th2 est davantage impliquée dans les troubles atopiques et se
caractérise par une expansion des mastocytes, des éosinophiles et une augmentation des taux
d'1L-4, d'1L-5, d'IL-9, d'IL-10, d'TL-13 et particuliecrement d'TgE (196, 207). Comme vu
précédemment, la théorie de I’hygi¢ne reposait, en partie, sur des expériences dans des
modeles murins de maladies auto-immunes infectées par des helminthes qui stipulaient que
ces parasites agissaient sur la balance Thl / Th2 au profit des Th2 en inhibant la polarisation
des Thl, ce qui produisait un effet protecteur contre les maladies auto-immunes médiées par
Thl. (208)

Cependant, comme I’a montré Rook cette hypotheése de mécanisme n'expliquait pas
1'épidémiologie montrant un effet protecteur des helminthes également vis-a-vis des maladies
allergiques. En effet, en favorisant une différenciation Th2, les helminthes devraient
augmenter les troubles atopiques de par I’augmentation de la synthése d’IgE. Par conséquent,
il est devenu de plus en plus évident que d'autres acteurs cellulaires sont impliqués dans
I'immuno-régulation médiée par des helminthes tels que les cellules Th17 et Treg. Les cellules
Th17 constituent un sous-ensemble récemment défini de cellules Th sécrétant principalement
de I'IL-17 et dont le role dans les maladies auto-immunes a été largement documenté (209,
210). Les cellules Treg, quant a elles, contrdlent a la fois les allergies a médiation Th2 et les
troubles inflammatoires a médiation Thl / Th17, principalement par la sécrétion de IL-10 et
de TGF-B. (211, 212, 213)

Ce nouveau paradigme dans le mécanisme d’action des hypothéses hygiénistes
suggere que la cause de survenue des pathologies inflammatoires n’est pas la balance Thl /
Th2, mais plutét I’échec croissant, dans les pays riches et développés, de mécanismes
immunorégulateurs devant mettre fin aux réactions inflammatoires inappropriées, qu’il
s’agisse de Thl (ou Th17) ou de Th2. (185). Il a été démontré pour appuyer cette nouvelle

thése que I’'immuno-régulation était défectueuse chez les personnes souffrant de troubles
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allergiques (214), de certaines maladies auto-immunes (215), ainsi que de maladies

inflammatoires de I’intestin (216, 217)

3.3) De quels changements d’exposition parle-t-on ?

Rook parle de changements, et plus précisément de diminution, de I’exposition aux
«vieux amis ». Ceci peut impliquer 1’élimination de micro-organismes appartenant aux
« vieux amis », une modification de la quantité et de la présence des micro-organisme ou de
ses composants, ou d’un contact retardé avec I’un d’eux. Ainsi, I'élimination de la plupart des
helminthes et du VHA (virus de 1’hépatite A) est bien établie, et ils sont considérés par Rook
comme faisant partie des « vieux amis ». (218)

Par exemple, en 1947, on estimait qu’environ 36% de la population européenne était infectée
par les helminthes dont Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura et Ascaris lumbricoides,
mais ces infections parasitaires ont presque totalement disparu (219). De plus, un changement
quantitatift de D’exposition a des composants microbiens peut modifier et influer la
différenciation des lymphocytes qui sont induits par les effets adjuvants de ces mémes
microbes. Par exemple, les doses de lipopolysaccharides déterminent si le nombre et I’activité

des lymphocyte T helper de type 2 sont augmentés ou diminués. (220)

3.4) De quels vieux amis parle-t-on ?

Selon Rook, les micro-organismes les plus intéressants sont ceux ayant un rdle
immunorégulateur, et ceux qui faisaient partie de notre environnement naturel. (196)
Adossant sa théorie a celle de 1’évolution de Darwin, ils désignent les « vieux amis » comme
ceux avec lesquels nous avons évolué et vivions en contact étroit depuis des périodes aussi
anciennes que le Paléolithique, et ce jusqu’a il y a quelques décennies. A cette période de
rupture, la société était encore largement rurale, vivant dans des fermes et en contact avec des
animaux et est devenue peu a peu urbaine, évoluant dans des conditions sanitaires plus
maitrisées. (204)

Les vieux amis peuvent étre des virus, des bactéries, des parasites. Ainsi, l'analyse des
arbres phylogénétiques de Mycobacterium tuberculosis et Helicobacter pylori pour les
bactéries, d’helminthes intestinaux et nématodes sanguins, le virus de 1'hépatite A et leur
comparaison avec l'arbre phylogénétique humain révélent comment les infections anciennes

ont évolué et se sont propagées dans le monde entier avec les populations humaines (221, 222,
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223, 224). Plus précisément, 1’évolution de notre environnement microbien et de nos « vieux
amis »a travers les millénaires a été analysée par Rook. (225, 226)

Dans ses récentes études, il réaffirme que les micro-organismes les plus pertinents pour jouer
un réle d’immuno-régulation faisaient partie de I’environnement naturel de notre espéce.
(204) De ce fait, il apparait évident que les helminthes et les micro-organismes transmis par
voie oro-fécale ou pouvant étre portés sans symptdmes cliniques soient des constituants de ces
vieux amis. On peut citer notamment le virus de 1'hépatite A dont on sait aujourd’hui qu’il
exerce un role favorable contre le développement de I’asthme (218), les Mycobactéries telles
que Mycobacterium tuberculosis agent de la tuberculose ou le saprophyte Mycobacterium
vaccae (227), et Toxoplasma gondii parasite responsable de la toxoplasmose, Helicobacter
pylori, (228) ou encore des parasites intestinaux tels que Heligmosomoides polygyrus ou
Teladorsagia circumcincta. Enfin les microorganismes composant les flores commensales
cutanées, intestinales, oro-pharyngé, génito-urinaire et la flore environnementale sont
nommées par Rook comme « pseudo-commensales » (présentes dans la boue, 1’eau, le sol, les

plantes, les animaux) et sont inclues dans ces « vieux amis ».

En accord avec la théorie des « vieux amis », l’influence de différents micro-
organismes cités ci-dessus sur le systéme immunitaire a ét¢ démontrée. Par exemple, les
infections parasitaires chez la femme enceinte sont systématiquement traitées aujourd’hui
dans de nombreux pays. Si certains parasites, notamment les helminthes, sont bénéfiques a
I’éducation du systéme immunitaires d’un nouveau-né, il apparait important d’étudier les
conséquences de ces traitements antiparasitaires sur I’immunité de 1’enfant. Mpairwe et al. ont
ainsi montré que le traitement antiparasitaire pendant la grossesse augmente le risque
d'eczéma et de respiration sifflante chez le nourrisson (229). De plus, une étude réalisée en
Afrique du Sud, région ou l'incidence de la tuberculose est élevée, a montré en 2005 que
l'infection & Mycobacterium tuberculosis semble réduire la prévalence de la rhinite atopique
chez les enfants. (230)

Ensuite, Mycobacterium vaccae un saprophyte de 1’environnement peut inhiber les
réponses Th2 induites par les cellules dendritiques dans un modele murin. (227)

Enfin, de nombreux «vieux amis» sont des constituants du microbiote intestinal ou des
parasites intestinaux (231). Par exemple, Atarashi et ses collaborateurs ont montré que les
bactéries de genre Clostridium, favorisent I’accumulation de lymphocytes T régulateurs et
créé un environnement riche en TGF-f affectant le nombre de cellules T FoxP3+ et leur

fonction dans le cbdlon. L'inoculation orale de Clostridium au début de la vie de souris a
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entrainé une résistance a la colite et a la production d'IgE chez la souris adulte (138). De
méme Grainger JR et al. ont montré que des helminthes tels que Heligmosomoides polygyrus
ou Teladorsagia circumcincta étaient capables de stimuler I’expression de FoxP3 chez des
cellules T naives, inhibant ainsi a la fois la prolifération cellulaire effectrice in vitro et
l'inflammation allergique des voies respiratoires in vivo (232). Ajoutons que, comme nous
I’avons vu précédement, d'autres microbiotes, tels que ceux de la peau ou de la muqueuse
buccale, peuvent également influencer I’'immunité locale et étre utiles pour l'immuno-

régulation. (233, 234)

3.5) Conséquences de I’hypothése des vieux amis

Plusieurs observations attestent d’une association entre 1’absence ou la diminution du

contact avec les « vieux amis » et les pathologies inflammatoires chroniques. Tout d’abord,
ces troubles présentent tous des échecs de la fonction d'immuno-régulation (235). De plus, il a
été¢ démontré que les «vieux amis» sont proactifs et dirigent le systéme immunitaire vers
I'immuno-régulation et sont capables de bloquer I’inflammation dans des modeles
expérimentaux de pathologies immunitaires chroniques. (4, 236, 237)
Il est aussi démontré que certaines molécules issues des vieux amis telles que le HES
(H.polygyrus excretory-secretory antigen), sécrétée par un helminthe, sont &8 méme de
développer spécifiquement des populations de lymphocytes T régulateurs (138, 232), ou
provoquent le passage des cellules dendritiques a des phénotypes régulateurs qui induisent de
préférence une immuno-régulation (238). En effet , Correale J et al. montrent que les patients
atteints de sclérose en plaques et infectés par des helminthes voient la progression de leur
maladie cesser et I’atténuation des symptomes cliniques du fait de 1’induction de lymphocytes
T régulateurs, spécifiques de la gaine de myéline recouvrant les nerfs (239 , 240)

Ainsi on peut considérer que les helminthes appartenant aux vieux amis ont un role
d’adjuvants des cellules T régulatrices. Cette observation est étayée par des expériences et
essais cliniques, notamment effectués par Fleming et al. sur la sclérose en plaque, dans
lesquels des augmentations du taux sérique des cytokines IL-4 et IL-10 ont été observées
aprés l'administration d’un helminthe non pathogeéne, Trichuris suis. Fleming et ses
collaborateurs ont montré que d’un point de vue clinique, ont observait une nette diminution

des lésions a I’'IRM. (241)
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4) Le cas des helminthes

Parmi les « vieux amis » de Rook, j’ai choisi de m’intéresser plus particulierement aux
helminthes. En effet, de nombreuses expériences ont étudié 1’exposition aux helminthes,
particulierement parce qu’ils sont susceptibles de devenir des traitements probiotiques
d’avenir. Leurs capacités immunomodulatrices pourraient étre utilisées pour diminuer les
symptomes de pathologies d’origine immunitaire. Il semble donc intéressant de mettre en

avant les avancées récentes dans ce domaine.

4.1) Etat des lieux de I’exposition aux helminthes.

Les helminthes sont des vers eucaryotes. Ces parasites se divisent en deux taxons: les
Plathelminthes comprenant les trématodes et les cestodes, et les Nemathelminthes qui
comprennent les nématodes. (242)

Notons en tout premier lieu qu’au méme titre que d’autres pathologies infecticuses
virales ou bactérienne, les infections a helminthes ont considérablement diminué et ont
presque été éliminées. Ceci est dli, comme pour les autres sources d’infections a I'urbanisation
et la migration des populations vers les villes, ainsi que des mesures de santé publique, telles
que le contréle de la production alimentaire, la qualit¢ de l'eau et les progrés en matiére
d'assainissement et les soins de santé. (243).

En 2008, Hotez PJ et al. ont estimé qu'environ 37% de la population mondiale était
infectée par les helminthes, principalement dans les pays en développement, les infestations
par les helminthes étant maintenant réduites a de rares cas dans les pays industrialisés. (196,

243, 244)

Les helminthes ont un mode de survie parasitaire. Ils vivent le plus souvent dans le
tractus gastro-intestinal d’un hote, mais peuvent également coloniser d'autres organes comme
le sang ou les muscles. En rapport avec la théorie des vieux amis de Rook, il est a noter que
les helminthes ont co-évolué avec ’homme depuis des millénaires; leur objectif n'est pas de
tuer leur hote mais de survivre le plus longtemps possible en créant un état de tolérance. Pour
y parvenir, les helminthes sont capables, par divers mécanismes, de moduler le systéme
immunitaire de I'hote afin d'empécher une activation susceptible de conduire a leur

¢limination, sans provoquer pour autant une immunosuppression trop profonde qui ferait
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mourir 1'hote de l'infection. De plus, une réaction immunitaire trop importante peut étre
délétére pour I’hdte. Par exemple, une réaction disproportionnée pour détruire les micro-
filaires de Brugia malayi aboutit a un blocage lymphatique et a 1’éléphantiasis. (245)

Cette immuno-modulation, en évitant une activation excessive du systéme immunitaire,

contribue a la protection de I'hte contre les troubles inflammatoires. (185)

4.2) Mécanismes des helminthes pour influencer les réponses immunitaires

Les modeles animaux sont des supports de choix pour comprendre I’influence des
helminthes sur le fonctionnement du syst¢éme immunitaire. De nombreuses études mettent en
lumiere les mécanismes complexes par lesquels ces parasites sont capables de moduler une
réponse immunitaire et d’influencer le comportement du systéme sur le long terme. La
relation hote-parasite a évolué¢ de sorte que, plutdot que de provoquer des réponses
immunitaires agressives inutiles et dommageables, ces organismes dirigent la réponse du
systeme immunitaire vers les cellules T régulatrices plutot que les cellules effectrices Thl ou
Th2 (238, 246). Les helminthes favorisent également un phénotype régulateur des cellules B,
des cellules dendritiques et des macrophages. Les cellules dendritiques tolérogenes et les
macrophages régulateurs M2 contribuent au passage d'un profil Thl / Th17 & un profil Th2 /
Treg. Enfin, ces parasites peuvent entraver la prolifération d'ILC2 (innate lymphoids cells), un
sous-ensemble de cellules immunitaires innées responsables de réponses allergiques. Ainsi,
les helminthes créent un environnement tolérant assurant leur propre survie mais protégeant
¢galement 1'hote des affections a médiation immunitaire en limitant les phénomenes excessifs

d'inflammation et d'auto-immunité (Figure 22). (186, 225, 247, 248, 249)
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Figure 22 : Capacités d’immuno-régulation des helminthes.

La modulation par les helminthes se fait au niveau des systemes immunitaires inné et
adaptatif . (Breg, cellule de régulation B; DC, cellule dendritique; IFN, interféron; IL,
interleukine; ILC2, cellule lymphoide innée de type 2; TGF, facteur de croissance
transformant; Th, cellule T helper;, TNEF, facteur de nécrose tumorale; Treg, cellule T

régulatrice). Figure adaptée de Versini et al, 2015.

4.2.1) Etude des cellules dendritiques.

Les cellules dendritiques occupent une position centrale dans 1’architecture du systéme
immunitaire et dans les réactions qu’il met en ceuvre au niveau inné et adaptatif. Leur capacité
a capturer, analyser puis présenter les antigénes aux cellules T en font des acteurs de premier
ordre dans la relation avec les antigénes de I’environnement. Les récepteurs de la famille des
PRR (pattern recognition receptor), notamment les récepteurs de type Toll (TLR) et les
récepteurs de lectine de type C, sont particulierement importants dans ce processus (250,
251). La facon dont les cellules dendritiques vont se comporter aprés une exposition

antigénique détermine la polarisation des cellules T dont nous avons parlé¢ précédemment
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(252). Ainsi, les cellules dendritiques peuvent se diriger vers une réaction immunogene ou une

réaction tolérogeéne, capable d’initier des réponses Th2 et Treg. (253)
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Figure 23 : Activité des cellules dendritiques dans la théorie des vieux amis. Figure

adaptée de Graham Rook, 2009.

Les helminthes peuvent étre détectés par des PRR (Pattern Recognition Receptor)
comme TLR2 et CARDI15 exprimés par les cellules dendritiques. (Figure 23)
Ces cellules maturent alors en cellules dendritiques régulatrices inductrices de Treg
spécifiques aux antigenes des helminthes. Ceci conduit & deux mécanismes qui aident a
contrdler une inflammation inappropriée. Premi¢rement, la présence constitutive des vieux
amis dans les flores commensales entraine 1’activation continue des cellules dendritiques
régulatrices et des cellules Treg spécifiques des vieux amis, ce qui entraine une régulation
constante des réponses inflammatoires. Deuxiemement, ce nombre ¢élevé de cellules
dendritiques régulatrices conduit a une augmentation de la prise en charge, par ces mémes
cellules, d”antigenes du soi, d'antigénes contenus dans l'intestin et d'allergénes venant de
I’extérieur. Par conséquent, le nombre de lymphocytes T régulateurs spécifiquement de ces
antigénes est également augmenté, régulant a la baisse l'auto-immunité, les maladies

inflammatoires de l'intestin et les allergies. (185)
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De plus, dans deux études utilisant un modéle murin de pathologie inflammatoire
intestinale spontanée, les auteurs, Hang L et al. et Blum AM et al. ont prouvé que
Heligmosomoides polygyrus, un helminthe intestinal, avait la capacité de diminuer voire
supprimer l'inflammation de la muqueuse de I’intestin, soit par infection directe des modé¢les
animaux (254), soit par transfert de cellules dendritiques de souris infectées a des souris
atteintes de la pathologie (255). Ainsi, il a ét¢ démontré que H. polygyrus est un médiateur
puissant de la réponse immunitaire dans un modele de pathologie inflammatoire et qu’il
constitue une protection contre cette inflammation de par sa capacité a réguler la fonction des
cellules dendritiques et de les tourner vers un phénotype régulateur. Les cellules dendritiques

tolérogenes exposées a H. polygyrus ont inhibé les réponses IFN-y / IL-17.

Les cellules dendritiques tolérogenes sont essentielles a la prévention de I’auto-
immunité et il semble que les produits d’Helminthes sont capables de moduler la signalisation
en courant continu pour diriger leur différenciation vers une réaction de tolérance. (196, 252)
En d'autres termes, la présence de parasite semble €tre a l'origine du développement des
cellules dendritiques tolérogénes et donc des cellules Treg qui reconnaissent aussi des auto-
antigenes et inhibent les processus pathologiques. Un exemple frappant de cet effet est fourni
par une expérience de Correale et al en 2007 dans laquelle des patients argentins atteints de
sclérose en plaques ont été suivis pendant 4 a 6 ans. Il a été constaté que les personnes qui
développaient des infections parasitaires (non traitées) présentaient nettement moins
d'exacerbations que celles qui n'en souffraient pas. De plus, elles développaient également des
cellules Treg spécifiques qui répondaient a la protéine basique de la myéline en libérant de

ITL-10 et du TGF-B. (239)

4.2.2) Etude des réponses Th1/Th2/Th17

Le contact avec les parasites helminthiques déclenche une réponse de type Th2 et
diminue la différenciation Th1 et Th17 ( diminution des TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-12, IL-17), en
augmentant la libération de cytokines de la voie Th2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13). De plus,
les produits des vers améliorent la prolifération des cellules Treg, ces derniéres entravant la
polarisation Th1 / Th2 / Th17 principalement par la sécrétion d’IL-10 et de TGF-f (256, 257,
258). Par exemple, Gruden-Movsesijan et al. ont réduit les manifestations cliniques de
I’encéphalomyélite auto-immune (modele murin de la sclérose en plaque) apres infestation

des rats de I’expérience par Trichinella spiralis. Ce parasite a induit une différentiation Th2
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des lymphocytes T et une production d’IL-4 et d’IL-10, ainsi qu’une diminution des taux
d’TIFNy et d’IL-17. Le contact avec le parasite a conduit le systtme immunitaire a produire
une proportion plus élevée de cellules régulatrices CD4 (+) CD25 (+) Foxp3 (+). De plus une
¢tude japonaise sur la méme pathologie utilisant la méme famille de parasite Trichinella,
montre aussi que I’infiltration de cellules inflammatoires est moindre dans le systéme nerveux
chez un sujet atteint d’encéphalomyélite auto-immune infecté par le parasite. Les taux d’IL-
17, IL-6, IL-1B, IFN-y et TNF-a ont diminué, et infléchit la réponse par voie Thl,
parallelement a une augmentation de la réponse par la voie Th2. (257). Ensuite, dans un
modele expérimental murin de MICI (maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin),
Eliott DE et al. ont étudi¢ aprés infestation par Heligmosomoides polygyrus, la production
d’IL-17, facteur fortement pro-inflammatoire.. Il s’est avéré que la présence du parasite
réduisait ce taux d’IL-17 produits dans les ganglions lymphatiques mésentériques, et inhibait
sa production dans les cellules de la lamina propria. D un point de vue clinique, cela entraine
une diminution de la sévérité des symptomes cliniques, avec une diminution du score de la
maladie. (256)

Osada Y et al. ont étudié les effets de l'infection a Schistosoma mansoni sur l'arthrite

induite par le collagene de souris, l'un des modeles animaux les plus utilisés pour la
polyarthrite rhumatoide. (259)
L’infection a S. mansoni a réduit de manicre significative la gravité¢ de ’arthrite. Les taux
d'IgG et d'IgG2 anti-collagene étaient plus bas chez les souris infectées que chez les souris
non infectées. En ce qui concerne les cytokines chez les souris infectées, la régulation a la
baisse de Th1 (IFNy) et de cytokines pro-inflammatoires (TNFa et IL-17), et la régulation a la
hausse de Th2 (IL-4) et d’une cytokine anti-inflammatoire. (IL-10) ont également été
observées (260). Les parasites helminthiques sont donc aussi capables de privilégier la
polarisation Th2 par rapport a la polarisation Thl, comme montré dans de nombreuses autres
études. (257, 258, 259, 261, 262, 263, 264, 265)

Un des mécanismes majeurs découlant de la stimulation du systéeme immunitaire par
les helminthes est la prolifération des cellules Treg ainsi que la sécrétion de médiateurs anti-
inflammatoires : IL-10 et TGF-B. L’action des helminthes ne touche donc pas qu’un seul
parametre de la régulation mais plusieurs conjointement aboutissant a une déviation de la
réaction des voies pro-inflammatoires vers la voie de la tolérance.

(248, 257, 258, 259, 261, 262, 263, 264, 265)
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4.2.3) Etude des lymphocytes B

Les lymphocytes B conventionnels peuvent étre responsables de l'activation des
cellules T et de la production d'anticorps. Une autre population de lymphocytes B a
récemment été mise en évidence. Il a été démontré que des cellules B régulatrices régulent a
la baisse la réponse immunitaire en produisant des cytokines régulatrices, principalement I’TL-
10, et ce par interaction directe avec les cellules T qui produisent moins d'interféron v,
d'interleukine 4 et d'interleukine 17. La fonction régulatrice des cellules Breg a depuis été
démontrée dans diverses conditions pathologiques, y compris dans les maladies auto-
immunes. (266, 267)

Or, les helminthes peuvent aussi favoriser la prolifération de cellules B-régulatrices
(Breg) (268, 269). Les souris CIA (collagen induced arthritis), sont un modele expérimental
d’étude d’arthrite auto-immune. Rodgers DT et al. ont montré que ES-62, une molécule
sécrétée par le nématode filarien parasite Acanthocheilonema viteae, protége les souris du
développement de 1'arthrite induite par le collagéne .ES-62 est associée a une suppression des
réponses T helper de type 1 (Thl) / Th17, a une réduction des anticorps 1gG2 spécifiques du
collagene et a une augmentation de la production d'interleukine 10. ES-62, en plus de moduler
la réponse des cellules T, est capable de rétablir les niveaux de cellules de Breg producteurs
d'TL-10 tout en réduisant l'infiltration des plasmocytes dans les articulations. (270)

En effet, ES-62 a réduit le nombre de cellules B effectrices, en particulier les plasmocytes,
ainsi que leur capacité d'infiltration dans les articulations. Les lymphocytes B infiltrés ont
montré des niveaux considérablement réduits des TLR et des marqueurs d'activation, CD80 et
CD86. Cela suggere une modulation de I'équilibre entre les réponses des cellules B effectrices
et régulatrices. Fait intéressant, Correale et al. ont démontré que les patients atteints de
sclérose en plaques infectés par un helminthe possédaient une population de cellules de Breg
produisant de grandes quantités d'IL-10 ainsi que des facteurs neurotrophiques impliqués dans
la croissance et le développement des neurones. Ces patients présentaient une activité clinique
et radiologique de la maladie significativement inférieure a celle des patients non infectés.

271)

4.2.4) Etude des macrophages M2

Les macrophages peuvent s’activer selon deux voies selon la stimulation. Les ligands

du TLR ou I'TFN-y conduisent a 1'activation classique de M 1. La voie alternative M2 peut étre
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stimulée par 1’ IL-4 et I’ IL-13. A la différence des macrophages M1, ils ont une faible
expression de 1'L-12, une expression ¢levée de 1'IL-10, du TGF-B et de l'arginase-1, ce qui
leur confere des fonctions anti-inflammatoires et immunosuppressives. (272)

Ainsi, en utilisant un mode¢le de souris avec des macrophages a la voie de 1’IL-4 inhibée, il a
¢été montré que la génération de macrophages M2 est essentielle a la survie des souris pendant
la schistosomiase par leurs effets inhibiteurs sur la réponse Thl. Herbert DR et al. ont montré
que les macrophages M2 pendant une infection parasitaire jouent un role particulier pour la

protection contre les 1ésions organiques en régulant l'inflammation induite par ceux-ci. (273)

5) Importance d’une exposition en début de vie

Lorsqu’on regarde en détail les diverses expositions environnementales et les
conséquences sous-jacentes potentielles, il convient de garder a 1’esprit qu’il a ét¢ démontré
que D’effet d’une exposition antigénique dépend du moment ou elle intervient. Au moins
pendant la petite enfance, 1'enfance et 'adolescence, 1'organisme humain est dans un stade de
développement et de maturation constant. Comme vu précédemment ces processus
physiologiques affichent des fenétres d'accessibilité et de vulnérabilité aux influences
intrinséques et extrinseques a l’individu uniquement a certains stades de développement.
C’est ce qui a ét¢ nommé fenétre d’opportunité. (274) Des études suggerent que le début de
la vie, a savoir la grossesse et les premiéres années allant de 1 a 3 ans, est une période clef
durant laquelle les expositions aux organismes de l’environnement peuvent modifier les
réponses immunitaires innées et adaptatives futures.

Comme décrit dans la partie précédente traitant de la colonisation microbienne apres la
naissance, le microbiome dans les différents territoires de 1’organisme peut évoluer
rapidement au début de la vie. Par exemple, le microbiome du tractus gastro-intestinal du
nourrisson évolue chaque semaine au début de la vie dans son importance quantitative et sa
diversité (275 ). Cependant, comme l'indiquent de récentes enquétes, le microbiome en
transition au cours de la premiére année de vie, mais non ultérieurement, est pertinent pour
¢viter le développement de l'allergie et de 1'asthme (276, 277). Ceci est corroboré par une
¢tude sur des modeles murins dans lesquels une colonisation intestinale précoce avec le
Clostridia commensal induit le développement de lymphocytes T régulateurs et donc empéche
le phénotype de l'asthme allergique. Cependant, une colonisation a 1’age adulte est inefficace.

(138)
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Figure 24 : La tolérance immunitaire en fonction de I’dge. Figure adaptée de Tiffany C.

Scharschmidt, 2018.

Reprenons 1’exemple des souris colonisées avec Epi2W (Figure 24). Une colonisation
des souris néonatales et adultes avec Epi-2W a été mise en ceuvre, puis apres plusieurs
semaines, elles ont a nouveau été mises en présence de la bactérie. Suite a ce défi, la
population de cellules T spécifiques au commensal ainsi que le degré d'inflammation de la
peau ont ¢té analysés. Il en résulte que la colonisation des nouveau-nés par Epi-2W a
déclenché la réaction d’une population de lymphocytes T CD4 + spécifiques du commensal,
largement dominée par les cellules T régulatrices. A I’inverse, la colonisation des adultes par
Epi-2W a conduit a une nette augmentation de la population de cellules lymphocytaires T
effectrices plutot que des cellules Treg CD4 +. De plus, la colonisation Epi-2W néonatale
protégeait contre I'inflammation de la peau lors de la provocation contrairement aux adultes
chez qui il a été observé une inflammation. Dans leur ensemble, ces résultats montrent que la
tolérance immunitaire aux bactéries commensales de la peau s’établit préférentiellement au

début de la vie. (113, 278)

Les helminthes ont été inversement associés aux allergies et a l'asthme (279). La
possibilité que cet effet protecteur des helminthes commence au début de la période prénatale
est suggérée par un vaste essai controlé randomisé dans lequel un traitement antihelminthique
avec l'albendazole pendant la grossesse était associé¢ a une probabilité accrue d'eczéma et de

sifflements récurrents (280). Certains auteurs ont €mis [’hypothése que les expositions
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précoces aux géohéhminthes pourraient programmer le systéme immunitaire du nourrisson
pour une réduction de I’allergie (281, 282). Rodrigues LC et al. ont montré que les enfants
fortement infectés par Trichuris trichiura au cours de leur petite enfance présentaient une
prévalence considérablement réduite de la réactivité au test cutané a 1’allergéne plus tard dans
I’enfance, méme en 1’absence d’infection a T. trichiura au moment des tests cutanés effectués.
Les infections lourdes précoces dues a T. trichiura peuvent protéger contre le développement
de la réactivit¢ aux tests cutanés allergenes plus tard dans D’enfance. Les infections
géohelminthiques chroniques chez les enfants sont associées a une accumulation accrue par
les leucocytes du sang périphérique non stimulés de la cytokine anti-inflammatoire IL-10
(283). Une ¢tude antérieure sur des enfants du Cameroun infectés par A. lumbricoides et T.
trichiura avait mis en évidence une association inverse entre l'intensité¢ de l'infection par la
géohélminthie et la réactivité immunitaire, associée a une production accrue in vitro d'IL-10 et
de TGF-B1 par des cellules du sang périphérique non stimulées. (284)

En outre, une étude sur les enfants des quartiers pauvres de Salvador, au Brésil, a montré que
la présence d’IL-10 spontanée décelable était associée a un acces insuffisant a
’assainissement et aux infections a géohelminthes dans la petite enfance. (285, 286)

Une production élevée d'IL-10 par les cellules immunitaires peut supprimer la réactivité

immunitaire. (287)
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CHAPITRE 4 : Exposition antigénique ciblée: la vaccination

Quarante-cinq pourcents des déces des enfants de moins de cing ans surviennent a la
période néonatale, celle-ci est donc considérée comme critique par 1’Organisation Mondiale
de la Sant¢ (OMS) (288). Plus précisément, les infections néonatales représentent
actuellement environ 7 millions de cas par an, pour 4,1 millions de déces durant la premiere
année de vie, la plus grande partie étant concentrée dans les régions a faible niveau de vie
(288, 289). Le nombre ¢élevé de maladies en période néonatale est en partie dii aux
particularités du systéme immunitaire néonatal décrites auparavant. Malgré cette capacité
limitée du systeme immunitaire néonatal a développer de puissantes réponses immunitaires
spécifiques et de mettre en place une mémoire de longue durée, le succes de trois vaccins
administrés au cours de la période néonatale immédiate, Bacillus Calmette — Guérin (BCG), le
vaccin anti-hépatite B (VHB) et le vaccin antipoliomyélite oral (VPO), confirme que la
vaccination néonatale peut €tre efficace pour prévenir trois maladies tres différentes. (290,

291)

1) Objectifs de la vaccination

La vaccination est une démarche d’exposition antigénique pro-active qui consiste en la
mise en place d’une mémoire immunitaire ayant un rdle prophylactique a long terme et
spécifique pour un agent pathogene (292). Il est prouvé que I’exposition antigénique précoce
par les vaccins est efficace contre des maladies potentiellement mortelles telles que la
tuberculose, la rougeole et le tétanos chez les enfants. (293, 294, 295, 296) (Figure 25)

Les augmentations de la couverture vaccinale réduisent de fagon factuelles les taux de

mortalité infantile et juvénile. (297)
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Evolution de la mortalité infantile en France
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Figure 25: Efficacité des vaccins en France.

Figure A: Infovac, montre la baisse de la mortalité infantile en France, notamment grage a
["utilisation des campagnes de vaccination.

Figure B: Infovac, montre le taux d’efficacité individuelle des principaux vaccins administrés

en france. Figure adaptée de https://www.infovac.fr/l-hesitation-vaccinale

L’OMS estime que deux a trois de millions de vie sont sauvées chaque année par des
campagnes de vaccination. Elle avance aussi qu’en Afrique, la méningite a presque été
¢liminée par le biais des vaccins, que les cas de rougeole dans le monde ont diminué de
84 %(298). La Haute autorité de Santé dans son rapport de 2017 relatif aux rappels et aux
recommandations vaccinales stipule :

« Les données d'immunisation et de protection disponibles pour l'ensemble des valences
concernées (diphtérie, tétanos et poliomyélite, coqueluche, hépatite B, rougeole, oreillons,
rubéole, méningocoque C, Haemophilius influenzae B et pneumocoques) ont été¢ analysées
dans le cadre de l'autorisation de mise sur le marché des vaccins contenant ces valences et ont
conduit a recommander leur utilisation en France pour vacciner l'ensemble des nourrissons au
cours de leurs premicres années de vie. Les données épidémiologiques disponibles confirment
l'efficacité de ces vaccinations et I'importance de vacciner 1'ensemble de la population contre

les maladies concernées. » (299)
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2) Réponse physiologique a la vaccination

2.1) Réponse B et production d’anticorps

L’un des objectifs du systétme immunitaire adaptatif aprés chaque vaccination est de
mettre en place une mémoire immunitaire vis-a-vis de I’agent pathogéne et d’assurer une
protection adéquate et efficace en cas de confrontation ultérieure par le méme micro-
organisme ou une partie de celui-ci. Le principe de la vaccination repose sur ce mécanisme.
Un antigéne prédéfini permet d’induire et de faire produire une réponse spécifique de

I’antigéne par le systéme immunitaire (292).

La mémoire immunitaire et les plasmocytes sécréteurs d’anticorps se développent a
partir de cellules B naives dans le sang périphérique qui pénétrent par la suite dans les
ganglions lymphatiques. Apres avoir pénétré dans le ganglion lymphatique, ces lymphocytes
B ont la capacité de prélever et d’échantillonner I’antigéne présenté sur les macrophages sous-
capsulaires sous forme de complexes immuns, puis d’interagir avec des réseaux de cellules
dendritiques folliculaires lors d’une réaction dans le centre germinatif (300, 301, 302). Si un
lymphocyte B se lie a ’antigéne par son récepteur, le BCR, il intériorise le complexe et
présente 1’antigéne sur des molécules du CMH classe II aux cellules T CD4 +. (303, 304)
Plus tard dans la réponse, I’induction de la prolifération et de la différenciation des
lymphocytes B sera effectuée par une sous-population de cellules T localisées dans des
centres germinatifs, appelées cellules T folliculaires helpers (TFH) (303,305). Les cellules B
seront ensuite informées qu'elles se lient a un antigéne immunologiquement pertinent par le
biais d'interactions récepteur TCR — CMH classe II et CD40 — CD40L (306, 307). Cette
interaction informe la cellule B qu’elle peut entrer en réaction dans le centre germinatif. Les
lymphocytes B se divisent alors rapidement en centroblastes dans la zone sombre du centre
germinatif (308). (Figure 27) Cela découle sur une réponse immunitaire basée sur la
prolifération massive dont le déroulement a été proposé par Burnet (1957) et Talmage dans
leurs théories de la sélection clonale (309). Au moment de leur division et de leur
prolifération, les cellules engagent la mutation de leurs genes d'immunoglobuline (Ig) par le
biais du processus appelé hyper-mutation somatique (310). Le but de ce processus est de
permettre une sélection des LB qui auront une meilleure affinité pour 1’antigéne, afin

d’obtenir des anticorps plus efficaces et des cellules mémoires plus spécifiques. Cette hyper-
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mutation somatique est contrdlée par l'expression de I’enzyme AID (activation induced
cytidine desaminase). Il s’agit d’un processus par lequel des mutations ponctuelles sont
introduites dans les régions variables des chaines lourdes et légeres du BCR suite a
I’activation du BCR par liaison a un antigéne et grace a I’aide des LT (311, 312). Cette
enzyme permet également la commutation de classe (CSR: class switch recombination), qui
correspond a 1'échange des régions constantes de la chaine lourde des anticorps situées dans le
locus des Immunoglobulines (313). L'isotype produit dans la cellule B dépendra beaucoup du
milieu et des cytokines influengant la cellule B. (314)

La commutation de classe modifiera la fonction effectrice de l'anticorps mais pas sa
spécificité. Apres des cycles de division et de mutation rapides, les cellules B émergent du
centre germinatif pour tester la spécificit¢ de leur BCR modifiée par rapport a 1’antigene
présenté sur les cellules dendritiques folliculaires (315, 316). La encore, ils tentent d’obtenir
de I’aide de cellules T, apparaissant dans la zone claire du centre germinatif sous forme de
centrocytes; si la cellule B réussit a capter 1’antigéne, elle pourra @ nouveau obtenir de 1’aide
des cellules T grace aux interactions CMH classe I — TCR (316). Si cette interaction échoue,
la cellule B mourra par apoptose (317). En revanche si la cellule B peut obtenir de 1'aide, elle
augmentera sa capacité¢ de survie via les marqueurs tels que Bcl2, et passera ce cycle de
sélection dans le centre germinatif lui permettant d'entrer a nouveau dans un autre cycle (318).
Ce processus est appelé maturation par affinité. Finalement, 1'antigéne deviendra limitant a
mesure que la réponse immunitaire diminuera; conduisant les seuls BCR de plus haute affinité
a étre en compétition pour ’antigéne et a acquérir 1’aide des lymphocytes T (319). Ces
cellules peuvent quitter le centre germinatif en tant que cellules sécrétrices d'anticorps, telles
que les plasmablastes et les plasmocytes a vie longue, ou elles peuvent sortir comme cellules
B mémoires, qui s'installent ensuite dans les tissus et circulent dans le sang périphérique (320)
(Figure 26). Ces lymphocytes B mémoires peuvent étre stimulées ultérieurement par une
interaction spécifique avec leur antigéne aboutissant a la création de plasmablastes et de
plasmocytes pouvant produire une réponse antigene spécifique de haute affinité. (321) (Figure

26)
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Figure 26 : Schéma simplifié des réponses T-dépendantes et T-indépendantes.

La figure représente une réponse B globale aboutissant a la formation de lymphocytes B
mémoires et de plasmocytes sécréteurs d anticorps. CDF : cellules dendritiques folliculaires ;
Ig : immunoglobuline ; B CG : cellule B du centre germinatif ; B-ZM : cellules B de la zone
marginale ; TH : T helper;, TFH : T follicular helper. Figure provenant de Weller et

Descatoire, Médecine Sciences 201 5.

Il existe une organisation complexe de la réponse mémoire; démontrée récemment
dans des mod¢les de souris. Les réactions dans le centre germinatif peuvent produire a la fois
des IgM a longue durée de vie et mutées somatiquement, ainsi que des cellules B mémoires a
commutation d'isotype. Les lymphocytes B IgM+ mutés somatiquement semblent constituer
la population prédominante lors de réponses secondaires, tandis que les cellules B mémoires a
commutation d'isotype sont engagées dans des fonctions effectrices contre 1’antigéne. Cela
suppose que chaque isotype peut avoir un role spécifique lors d'une réponse de la mémoire a

un agent pathogene (322, 323). Ces propriétés du compartiment des cellules B de la mémoire
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permettent une réponse plus puissante apreés une exposition secondaire a I'antigéne apparenté.

(324)

La diversité et la spécificité des réponses humorales est établie a partir d’un pool de
progéniteurs naifs de cellules B recrutés au moment des réactions dans le centre germinatif
suite a la reconnaissance de 1’antigéne. Ces cellules fournissent le cadre initial pour des séries
successives de compétition inter et intra-clonale a la fois pour l'aide des lymphocytes T et
pour 'antigéne dans le tissu lymphoide secondaire. Le pool résultant de cellules B spécifiques
d’un antigéne sélectionné par le biais de processus de type darwinien peut fournir une
protection a la fois immédiate (par exemple, les plasmocytes) et a vie (par exemple, les
cellules B mémoires) contre I'exposition a des agents pathogénes. Si ces antigénes sont
thymo-indépendants ils induisent la prolifération des lymphocytes B de maniére polyclonale
et cette réponse T indépendante est moins efficace pour la mémoire a long terme. (Figure 26)

Les réponses anticorps spécifiques aux antigénes dépendants des cellules T sont
induites suivant deux voies distinctes sur le plan anatomique et fonctionnel. La premicre voit
la stimulation des cellules T helpers spécifiques de I'antigene dans les zones riches en cellules
T qui se fait par l'intermédiaire des cellules dendritiques. Dans la seconde voie, les cellules B
spécifiques de I'antigeéne elles, migrent vers l'interface entre le follicule de lymphocytes B et
la zone de cellules T. Il y a ensuite interaction avec les TFH, ce qui entraine 1’expansion
clonale des lymphocytes B qui migrent a la périphérie des zones lymphoides de la rate ou des
zones médullaires dans les ganglions lymphatiques et se différencient en plasmocytes de
courte durée de vie. D'autres cellules B vont migrer dans les follicules pour proliférer
rapidement et former des centres germinatifs. L'induction des cellules TFH est contrdlée par
les cellules dendritiques, des cytokines de I’immunité innée, des ligands de TLR, et des
molécules de co-stimulation. Au début de la phase de développement du centre germinatif, les
cellules B en division régulent négativement 1’expression de I’immunoglobuline a la surface
des cellules et subissent une hyper-mutation somatique de leurs genes d’immunoglobuline.
(325, 326, 327,328)

Les cellules en division cessent de se multiplier et ré-expriment leur récepteur
d'immunoglobuline muté, et il est supposé que les cellules ayant une affinité accrue pour
l'antigeéne sont sélectionnées pour leur affinité de liaison aux complexes antigéne-anticorps sur
les cellules dendritiques folliculaires, ainsi que par des cellules T helpers. (316)

Les centrocytes sélectionnés positivement se différencient en plasmocytes a vie longue qui

migrent vers la moelle osseuse ou se différencient en cellules B mémoires en recirculation.
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Les cellules T helpers folliculaires sont par conséquent des cellules régulatrices de la mémoire
des cellules B et des plasmocytes a vie longue. (329)

La survie des plasmocytes a vie longue ou des cellules B mémoires est aussi controlée par des
parametres innés tels que les ligands du TLR, les basophiles ou I'APRIL (A Proliferation-

inducing ligand, membre de la superfamille des Tumor Necrosis Factor) . (330)

2.2) Réponse B et vaccination

La plupart des vaccins sont congus pour protéger préventivement contre des agents
pathogénes en générant des anticorps qui empéchent l'infection au méme agent pathogeéne
ultérieurement. Comme vu dans le paragraphe précédent, cette protection nécessite donc une
induction de lymphocytes B mémoires pouvant produire une réponse spécifique de 1’antigéne
de haute affinité. Les plasmocytes sécrétant des anticorps sont produits a des niveaux
proportionnels a la fréquence des cellules B mémoires spécifiques, méme plusieurs années
aprés la stimulation antigénique. L'activation polyclonale des cellules B mémoires (par
exemple via les LT) permet de maintenir la mémoire sérologique pendant une longue durée,
voire méme toute la vie (321). L’intérét de faire produire ces lymphocytes B mémoires grace a
un vaccin est qu’elles sont capables de répondre a I’antigéne dont elles sont spécifiques avec
une plus grande rapidité que les cellules B naives; par conséquent, donner une premiére
stimulation sécurisée est une stratégie de choix pour se protéger contre des agents pathogenes.
Elles ne nécessitent pas 1’aide des cellules T apparentées pour 1’activation par le biais de la
co-stimulation (331, 332 ). Ces diverses propriétés du compartiment des lymphocytes B de la
mémoires permettent une réponse plus puissante et plus rapide aprés une premiere exposition

a l'antigéne.

Une autre propriét¢ importante des cellules mémoires est leur aptitude a vivre
longtemps qui différe cependant selon le type de vaccin, et 1’age de I’individu. La capacité de
survivre dans le sang périphérique apres activation permet a 1’individu infecté de réagir dans
un bref délai étant donné que ces cellules ont déja subi une maturation par affinité et sont
prétes pour une réponse rapide (332 ). Ces cellules B a mémoire de longue durée ont le
potentiel de se maintenir dans le sang périphérique pendant des décennies parfois apres la

premiére exposition a une agression immunologique.
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Cependant, il n’est pas rare que le niveau de protection par les anticorps s’amenuise au
fil du temps (333). Dans l'enfance, lorsque le risque d'infection est maximal, les anticorps
protecteurs tombent rapidement apreés la primo-vaccination, et il est devenu nécessaire de
mettre en place des programmes de vaccination de rappel pour maintenir les niveaux
d'anticorps (334, 335, 336, 337, 338). Un vaccin contre la diphtérie offre une protection a long
terme contre cette pathologie infectieuse, bien que les niveaux d'anticorps diminuent apres la
vaccination. Swart et al ont montré qu’en raison de I'immunité décroissante naturelle, une
proportion importante des personnes manque de taux adéquats d'anticorps antidiphtériques.
De méme des auteurs japonais ont montré que des rappels étaient nécessaires pour palier la
baisse in¢luctable de la protection immunitaire contre cette pathologie. (339)

Dans le cas de I’hépatite B, Van Damme en 2016 estime comme un marqueur fiable de
protection contre l'infection qu’une concentration d'anticorps contre l'antigene de surface de
I'hépatite B (anti-HBs) supérieure a 10 mUI / mL mesurée 1 a 3 mois apres 1'administration de
la derniére dose de la série de vaccins initiaux. (340)

Apreés une premiere dose de vaccin contre I'hépatite B, les concentrations en anti-HBs
diminuent rapidement au cours de la premiere année et plus lentement par la suite ce qui
nécessite la mise en place de rappels. Aprés une vaccination comprenant trois doses avec des
concentrations en anti-HBs > 10 mIU / mL, 15% a 50% des individus ont des concentrations
faibles ou indétectables d'anticorps anti-HBs 5 a 15 ans aprés la vaccination. Parmi les
vaccinés adultes, les concentrations en anticorps anti-HBs diminuent a moins de 10 mUI / mL
chez 7% a 50% des patients aprés 5 ans de vaccination et chez 30% a 60% des 9 a 11 ans
(341). La persistance des anticorps dans le temps est corrélée au niveau maximal de ces
anticorps immédiatement atteint apres la primo-immunisation dans la petite enfance. (342)

En d'autres termes, plus la concentration d’anticorps anti-HBs induite par le vaccin apres la
primo-vaccination est importante et a une vie longue, plus la mémoire de I’infection persistera
longtemps. La vaccination peut prévenir de ’infection pendant plusieurs décennies, et cela
malgré la diminution ou la perte des anticorps anti-HBs induits par la vaccination au fil du
temps (343, 344, 345, 346). Bruce et al. lors d'une étude de suivi sur 30 ans montrent qu’
aucune infection significative n'a été diagnostiquée chez les vaccinés au cours d’une période
de 30 ans et 51% des participants de leur ¢tude avaient toujours des niveaux d'anti-HBs > 10

mUI / mL 30 ans apres 1'administration initiale du vaccin. (347)
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Bien que certains vaccins induisent des titres d'anticorps qui restent pratiquement
constants pendant de nombreuses décennies, comme pour certains virus (VZV, rougeole,
oreillons); pour d'autres, comme le vaccin contre l'anatoxine tétanique (TT) ou la diphtérie,
les titres d'anticorps diminuent de fagon constante avec le temps, avec des demi-vies estimées
all anseta 19 ans. (348).

L'immunisation de rappel déclenche I'expansion et la différenciation rapides des
cellules B, générant des plasmablastes spécifiques de 'antigéne dont la concentration atteint
son maximum dans le sang périphérique apres 6—7 j, puis diminue rapidement a des niveaux
presque indétectables (349 , 350). Certains de ces plasmablastes migrent vers des niches
spécialisées dans la moelle osseuse et survivent sous forme de LLPC (long lived plasma

cells), qui constituent la principale source de toutes les classes d'Ig dans le sérum. (351,352)

2.3) Autres types de réponses a la vaccination

2.3.1) De ’importance de la réponse innée a un antigéne vaccinal

La mise en ceuvre d’une réponse innée efficace est primordiale dans le cadre d’une
vaccination. En effet, elle est préalable et complémentaire a la réponse adaptative recherchée
et nécessaire pour 1’établissement d’une mémoire efficace. Par exemple, des sous-ensembles
distincts de lymphocytes T helpers, tels que Thl, Th2 et Th17, sont nécessaires pour protéger
contre différents agents pathogénes y compris ceux contenus dans un vaccin (353, 354). Les
cellules T helpers folliculaires (cellules TFH) sont nécessaires car elles produisent
l'interleukine 21 (IL-21) et aident a la différenciation des cellules B et a la génération de
cellules B mémoires (329). Or, Janeway a montré qu’il existe une liaison étroite entre

immunité innée et adaptative, la premiére déterminant la nature de I’autre. (355)

Différentes études et travaux au cours de la derniére décennie ont mis en lumiére le
role du systéme immunitaire inné dans la détection des antigénes vaccinaux et des adjuvants
et dans la programmation des réponses immunitaires protectrices. Le systtme immunitaire
inné peut détecter un agent pathogene par l'intermédiaire de récepteurs a reconnaissance de
formes (PRR), tels que les récepteurs de type Toll (TLR), qui sont exprimés par diverses
cellules, y compris les cellules dendritiques (CD) (356, 357). Outre les TLR, d'autres types de
PRR, y compris les récepteurs de type lectine et les récepteurs cytosoliques de type NOD,
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détectent une large gamme de stimuli microbiens, comme les récepteurs cytosoliques de type
RIG-I qui détectent les acides nucléiques viraux (358, 359). Il existe de nombreux sous-
ensembles de cellules dendritiques fonctionnellement distincts, et il est maintenant clair que le
sous-ensemble de ces cellules, ainsi que la nature du PRR, jouent un rdle clé¢ dans la
détermination de I'ampleur et de la qualité des réponses immunitaires adaptatives. (360, 361)
Par exemple, Le BCG est considéré comme «auto-adjuvant» car les antigénes du vaccin
(mycobactérie) induisent des réponses immunitaires via TLR2, TLR4 et TLRS et par-la méme
une puissante réponse immunitaire Thl (362). Des études menées chez des nourrissons ont
mis en évidence une induction, aprés la vaccination au BCG, de lymphocytes T CD8 +,
d'TFNy, d'1L2, de TNFa et de lymphocytes T CD4 + polyfonctionnels. (363)

En revanche, les vaccins non-vivants ont une réponse innée insuffisante et ont besoin
d’adjuvants qui stimulent la réponse immunitaire innée nécessaire a 1’activation de la réponse
spécifique ce qui permet de limiter les doses d’antigénes a administrer, de réduire le nombre
d’injections nécessaires, et de renforcer la réponse immunitaire chez les faibles répondeurs

(personnes immunodéprimées, agées...) (364)

2.3.2) L’importance de 1a mémoire des cellules T

Malgré l'importance des lymphocytes B mémoires et des anticorps dans la réponse
vaccinale, les lymphocytes T jouent aussi un rdle clé. Les lymphocytes T persistants
spécifiques de la varicelle qui se développent aprés une vaccination contre le virus de la
varicelle participent activement a la protection contre une potentielle infection ou la
réactivation par un zona chez les enfants. (365)

L’objectif d’un vaccin au niveau des cellules T est de pouvoir développer des
lymphocytes mémoires spécifiques de I’antigéne qui persistent longtemps apres 1’élimination
de I’antigéne. Ainsi il s’agit d’assurer une protection contre une infection ultérieure, sur le
méme principe que les lymphocytes B. La différenciation des lymphocytes T CD4+ induite
par la vaccination peut donner lieu a des populations de cellules diversifiées sur le plan
phénotypique et fonctionnel. Les lymphocytes T naifs peuvent se différencier en cellules
effectrices de courte durée selon différentes voies telles que Thl, Th2, Th17, TFH ou Treg.
Chacune de ces voies est dotée de fonctions effectrices particulieres. Ainsi, les agents

pathogénes intracellulaires nécessitent 1’induction de Thl, alors que les infections a
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helminthes sont mieux contrdlées par les réponses Th2. Les LT peuvent également se
différencier en LT mémoires centraux, ou se loger ou non dans les tissus muqueux. (366)

Les cellules T CD8 + naives peuvent se différencier en cellules effectrices circulantes
ou résident dans les tissus et ainsi offrir une protection aux points d'entrée. Les lymphocytes T
mémoires centraux résident dans les zones riches en lymphocytes T des organes lymphoides
et constituent un pool de cellules précurseurs qui subissent une expansion clonale rapide en
réponse a une provocation antigénique et se différencient en cellules effectrices. (366)
L’expansion clonale des cellules T dépend de plusieurs parametres, notamment des cytokines
du systéme inné telles que IL-12 et IL-18, qui sont sécrétées par les cellules dendritiques et
induisent la production d’IFN-y par les cellules T. Il peut agir directement sur les cellules T
pour induire une expansion robuste de la population de cellules T CD8 + effectrices. (367)

Il y aussi mobilisation des cytokines pro-inflammatoires telles que 1'IL-6, qui peuvent vaincre
les effets suppresseurs des cellules T régulatrices. (368)

Au niveau cellulaire, le type cellules dendritique et la nature des PRR déclenchés par
le vaccin, ainsi que les signaux environnementaux locaux, donnent des indications qui guident
la différenciation des lymphocytes T. (369, 370) Une autre décision consiste a déterminer si
une cellule va rejoindre une mémoire centrale ou un pool de cellule de mémoire effectrice.

(371, 372, 373)

2.4) Des particularités selon le type de vaccin

Selon la nature du vaccin, 1’exposition antigénique et donc la réponse immune

mémoire différent. (333)
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Cible(s) du vaccin Caractéristique physico-chimique de I'antigéne

Vaccins inactivés + Diphtérie Protéine

+ Tétanos

* Coqueluche

* Poliomyélite

Haemaphilus influenzae type b (Hib) Polysaccharide conjugué

Pneumocoques Pneumovax 23 Polysaccharide pur
Prevenar Polysaccharide conjugué

Méningocoque C Polysaccharide conjugué

Méningocoques ACW 35 Mencevax ACWY Polysaccharide pur
Menveo Polysaccharide conjugué

* Hépatite A Protéine

* Hépatite B

= Encéphalite a tiques
+ Encéphalite japonaise

Fievre typhoide (injectable) Polysaccharide pur
Rage Protéine
Vaccins vivants atténués = + Rougeole-oreillons-rubéole (ROR) Antigéne vivant
+ Varicelle
+ Zona

+ Figvre jaune
+ Fiévre typhoide (oral)
+ Tuberculose (BCG)

Figure 27 : Catégories et caractéristiques physico-chimiques des vaccins.
Ce Tableau représente les différents types de vaccins pouvant étre rencontrés, leur cible ainsi

que la nature de [’antigene qu’ils contiennent. Figure adaptée de la revue médicale suisse,

2013 volume 9.

Les vaccins peuvent étre classés en deux grands groupes. (Figure 27) Le premier
groupe, les vaccins vivants atténués, comprend les versions affaiblies des agents pathogenes;
ceux-ci imitent le type d'immunité protectrice induite chez les personnes qui survivent a une
infection vivante. Des exemples de ce groupe comprennent les vaccins contre les infections
aigués causées par des agents pathogenes tels que ceux de la variole, la fievre jaune, la
rougeole, les oreillons, la rubéole et la varicelle. (374)

Prenons I’exemple d’un vaccin vivant atténué comme le vaccin contre la variole
utilisant le virus de la vaccine. Développé il y a plus de deux siécles, il a permis de par son
efficacit¢ d’éradiquer 1’agent pathogeéne de sorte que nos générations n’ont plus besoin de se
vacciner contre lui. Des dizaines d’années apres la vaccination, 90% des personnes vaccinées
contre la variole maintiennent des niveaux protecteurs d'anticorps spécifiques et des
lymphocytes B mémoires. Cette protection dure jusqu'a 50 ans apres la vaccination (348, 375,
376). 1l reste 1'un des meilleurs vaccins pour induire une immunité a vie (348). De méme, les
vaccins capables d'induire une immunité a vie, comme ceux contre la rougeole, les oreillons,

la rubéole, la poliomy¢lite et la fievre jaune, consistent également en virus vivants atténués.
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Au niveau physiologique il a été constaté que l'engagement de multiples PRR, récepteurs
innés de reconnaissance de pathogeénes, était essentiel pour générer des réponses
lymphocytaires T de différentes amplitudes et de différents profils fonctionnels, suggérant que
la fonctionnalité¢ et la durée des réponses immunitaires acquises étaient dictées par des
signaux innés précoces déclenchés par ces vaccins vivants atténués. (377, 378,

379, 380)

Dans un autre registre, les antigénes polysaccharidiques contenus dans un vaccin ne
sont pas immunogenes chez les enfants de moins de 2 ans ; méme chez l'adulte, ils ne
provoquent que des réponses d'anticorps de courte durée, sans induction de mémoire
efficiente (334, 381). Ils ne sont donc pas des antigénes optimaux pour 1’induction d’une
réponse immunitaire efficace et la mise en place d’une mémoire de long terme.

Pour pallier les problémes posés, notamment recruter des lymphocytes T helpers dans la
réponse aux polysaccharides, ces antigénes ont été conjugués de maniére covalente a des
protéines pour mettre a contribution ces lymphocytes T helpers, le développement de
lymphocytes B mémoires a une longue durée de vie nécessitant 1’aide des lymphocytes T
essentielle au maintien de la mémoire sérologique protectrice. On parle de vaccins conjugués.
Blanchard Rohner et al. ont réalisé une étude sur les réponses des cellules B aprés la premiére
dose du vaccin conjugué contre le méningocoque C. Leur travail a montré que les nouveau-
nés ayant développé un large répertoire de lymphocytes B mémoires apres la vaccination
initiale présentaient une plus grande persistance des anticorps a 1 an, ainsi qu'une réponse

optimale a la vaccination de rappel. (382)

3) Exposition spécifique aux antigénes vaccinaux dans le contexte

d’un systéme immunitaire immature

L’objectif primordial lors de la conception d’un vaccin en vue de son administration
est donc de déclencher une réponse immunitaire humorale protectrice contre des micro-
organismes pathogeénes mettant la vie en danger, tout en restant eux-mémes inoffensifs.

La vaccinologie néonatale et infantile est confrontée a un certain nombre de défis liés
aux particularités intrinseéques du systéme immunitaire inné et adaptatif dans les premicres
années de vie. Celles-ci comprennent les réponses anti-inflammatoires aux signaux innés

plutdt que les réactions pro-inflammatoires, la différenciation préférentielle des lymphocytes
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en Th2 limitant l'induction des réponses Thl et cytotoxiques, les tendances en matiere de
réponses immuno-régulatrices et les réponses faibles des cellules B plasmocytaires et

germinales. (383)

D’un point de vue général, la réponse immunitaire néonatale est orientée en terme de
réponses immunitaires vers les réponses de type Th2, avec une atténuation de lI'immunité de
type Thl et des voies de I'inflammasome ce qui complique la prise en charge d’un antigene
contenu dans un vaccin du fait d’une moindre stimulation du systéme immunitaire inn¢ (384,
385, 386). Ces adaptations empéchent les réactions allo-immunes entre la meére et le feetus,
permettent la colonisation microbienne a la naissance et évitent les réponses pro-
inflammatoires excessives (387 388, 389). A l'inverse, ils rendent le nouveau-né susceptible a
l'infection et empéchent une réponse vaccinale optimale puisque le milieu immuno-régulateur
empéche la production d’anticorps et le développement d’une mémoire immunitaire (390,
391). Par exemple, les nouveau-nés ont un plasma riche en facteurs de régulation immunitaire
tels que l'adénosine (392, 393). Des concentrations élevées d'adénosine dans le plasma
néonatal inhibent sélectivement la production de cytokines Thl-polarisantes via des
mécanismes intracellulaires impliquant 1'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (392,
394). Le nombre de cellules présentatrices d’antigéne étant moindre qu’a 1’age adulte, on
constate aussi de faibles taux de molécules co-stimulatrices, une expression de surface réduite
du CMH classe II et une faible capacité de produire des cytokines comme I’IL-12 aprés une
simple stimulation du TLR (388, 395). En outre, la limitation des fonctions des lymphocytes
T entraine des défauts dans la différenciation des LB en plasmocytes. (290)

D’un point de vue physiologique les lymphocytes T CD4 + néonataux sont
principalement des émigrants thymiques récents dont la fonction immunitaire est réduite, c’est
a dire qu’ils ont une capacité de prolifération réduite, et produisent peu d’IL-2 et d’IFNy. Les
cellules T quittent d'abord le thymus dans un état phénotypiquement et fonctionnellement
immature et nécessitent une période d'environ 3 semaines de maturation post-thymique avant
de passer dans le compartiment de cellules T matures, exprimant le TCR a leur surface (396,
397). Les cellules Thl néonatales expriment les récepteurs IL4Ra / IL13Ra, ce qui peut
déclencher I’apoptose ultérieurement lors de la ligature avec IL4, un produit des cellules Th2
(398). De plus, il existe apres la naissance une quantité de cellules régulatrices T suppressives
qui sécretent des molécules tolérogenes en quantité importante telles que I’'IL10 et le TGFp,

ce qui a pour conséquence de limiter les réponses des cellules T effectrices. (399, 400, 401)
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L'immunité humorale chez les nouveau-nés est altérée, par conséquent cela nécessite
de faire des rappels du vaccin par I’injection de plusieurs doses. Les titres d'anticorps sont
plus faibles et sécrétés avec un répertoire d'anticorps plus étroit, ainsi que des réponses
fonctionnelles sous-optimales a certains antigénes par rapport aux enfants plus agés (290, 388,
402). Cela refléte des défauts dans la différenciation des cellules B néonatales, avec une
prédominance des cellules B mémoires par rapport aux plasmocytes, ce qui refléte une
réponse extra-folliculaire et germinale limitée. Intrinséquement, la signalisation plus faible
médiée par le BCR (B-cell receptor) dans les cellules naives, I'expression plus faible des
molécules de co-stimulation pour les cellules T et la maturation lente de la zone marginale
conduisent a des défauts dans la différenciation des cellules B néonatales. De plus, les
lymphocytes T folliculaires helpers ont une fonction altérée avec notamment une baisse
d’expression de I’'IL-21, cytokine importante pour la différenciation des LB, et maturation
non optimale (23, 403). Le devenir de la cellule lymphocytaire B est aussi conditionné par
I’aide limitée fournie par les cellules dendritiques folliculaires qui sont encore immatures au
stade néonatal (404). Enfin, des facteurs de survie tels que APRIL (A Proliferation Inducing
Ligand) sont déficients. (291)

L'impact de I’'immunité néonatale sur la vaccination peut varier d'un type de vaccin a
l'autre. Les nouveau-nés vaccinés a la naissance avec le VHB (virus de I’hépatite B) ou le
VPO (vaccin oral contre la poliomyélite) mettent en ccuvre des réponses de type Thl
inférieures a celles des adultes mais ont des titres en anticorps plus élevées que chez les
adultes recevant des doses de rappel. (405, 406)

En revanche, il est maintenant bien établi que le BCG induit de puissantes réponses Thl
matures chez le nouveau-né ce qui a pour conséquence, via la sécrétion d’IFNy, de favoriser
un titre en anticorps élevé de type IgG, ainsi que la prolifération des LB par la production

d’IL-2. (407)
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4) Intérét de D’exposition antigénique par la vaccination:

diversification du répertoire d’anticorps

L'établissement d'un répertoire diversifi¢ de réponses en anticorps est essentiel pour
I'immunité humorale acquise, par l'intermédiaire d’infections naturelles et par la vaccination
(408, 409, 410). La plupart des vaccins conférent une protection contre les maladies
infectieuses par l'induction de plasmocytes a vie longue, qui sécrétent des anticorps servant a
neutraliser et a opsoniser l'agent pathogéne pendant de nombreuses années, voire des
décennies (411, 412, 413). De plus, la génération de cellules B mémoires fournit a la fois un
mécanisme de syntheése rapide d'anticorps matures en terme d'affinité, spécifiques a un
antigéne, apres rappel, et un moyen de diversifier la réponse immunitaire humorale pour
conférer une protection contre les virus ou bactéries en évolution rapide. Les cellules T et B
mémoires ainsi que les plasmocytes a longue durée de vie peuvent étre maintenus a des
nombres relativement constants en l'absence de l'antigéne provoquant pendant une longue

durée. (371)

Kuraoka M et al. ont étudié¢ la réponse des cellules B du centre germinatif a des
antigenes complexes (414). Plus précisément, ils ont montré que la maturation par affinité a
donné lieu a une réponse polyclonale trés diverse, composée de centaines a des milliers de
clonotypes de lymphocytes B distincts. Les réponses polyclonales contre des antigenes
complexes consistent en un grand nombre de clonotypes de fréquence relativement basse.
Pour les antigénes complexes, ces réponses hautement polyclonales entrainent un
déplacement systématique des propriétés a I'échelle du répertoire pour s'éloigner du répertoire
naif, de manicre spécifique a l'antigene. Ces propriétés a 1'échelle du répertoire incluent des
caractéristiques telles que l'utilisation de la famille V des segments VDI, le pourcentage
d’hyper-mutations somatiques ou les propriétés de la troisieme région déterminant la
complémentarité (CDR3) de la chaine d'lg lourde principalement responsable de la liaison a

l'antigene. (324)

Lavinder et al. ont défini les répertoires des lymphocytes B apres vaccination de rappel
a l'anatoxine tétanique et ont montré que le répertoire des IgG sériques comprenait environ
100 clonotypes d'anticorps. En revanche, seulement trois clonotypes représentaient plus de

40% de la réponse. Le pic de la réponse au septieéme jour voit une fraction encore plus petite
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des cellules B mémoires mettant en ceuvre des anticorps détectés dans la réponse mémoire
sérologique jusqu’a 9 mois apres la vaccination. Cela suggere que seule une petite fraction des
cellules B périphériques répondantes donne naissance aux plasmocytes a vie longue de la
moelle osseuse, responsables de la production de quantités biologiquement pertinentes

d'anticorps spécifiques de I’antigéne vaccinal. (415)

5) Effets non spécifiques de 1’exposition antigénique par la

vaccination

Un vaccin conférant une protection contre les agents pathogénes non apparentés, en

plus de l'agent pathogéne cible, est décrit comme ayant des effets hétérologues, ou non
spécifiques, différents d’une réaction croisée par mimétisme moléculaire. Il est a noter que les
effets hétérologues de la vaccination peuvent persister pendant de longues périodes. (416)
En effet, il est possible que les vaccins de routine administrés dans la petite enfance aient un
impact supérieur a l'association attendue avec la pathologie spécifique du vaccin. En effet,
I’introduction du vaccin anti-rougeoleux dans certaines communautés africaines dans les
années 1980 a entrainé une réduction de la mortalité globale des enfants bien plus importante
que ce a quoi on pourrait s’attendre si elle ne touchait que la mortalit¢ due a la rougeole.
(417).

Dans certains cas, les effets hétérologues peuvent étre attribués a une réactivité croisée
antigéne, les lymphocytes spécifiques de I'antigéne du vaccin reconnaissant également
d'autres antigénes en raison du mimétisme moléculaire. Cependant, la plupart des effets
hétérologues de la vaccination ne peuvent étre expliqués par le mimétisme moléculaire. Les
réductions observées de la mortalité toutes causes confondues semblent aller au-dela de la
protection directe induite par ces vaccins contre leurs agents pathogenes cibles et reflétent
probablement induction de la résistance a des agents pathogenes non liés via l'amélioration
des réponses immunitaires adaptatives hétérologues et / ou des mécanismes immunitaires
innés non spécifiques de l'antigéne. Ces effets hétérologues positifs de certains vaccins
vivants atténués peuvent ne pas €tre limités aux environnements pauvres en ressources. En
effet, certains vaccins vivants atténués, tels que les vaccins contre la rougeole, la variole et la
polio, peuvent également réduire 1'hospitalisation liée a l'infection dans les pays développés
en offrant une protection contre les agents pathogeénes non liés (419, 420, 421, 422). Le

Groupe consultatif stratégique d'experts sur la vaccination (SAGE) de 1'Organisation mondiale
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de la sant¢ (OMS) a récemment conclu que les données disponibles suggéraient un effet
bénéfique possible de la vaccination avec Bacille Calmette-Guérin (BCG; souche vivante
atténuée de Mycobacterium bovis) et de vaccin vivant atténué vaccin contre la mortalité
toutes causes confondues chez les populations a haut risque au cours des premiéres semaines
de vie. (423, 424, 425)

Les vaccins ont des effets autres que ceux induisant des réponses immunitaires
adaptatives a médiation cellulaire T et B classiques spécifiques de 1'antigeéne, ciblant un agent
pathogene spécifique (423). Des effets hétérologues protecteurs (c'est a dire «non
spécifiques») des vaccins ont été démontrés avec des vaccins vivants atténués tels que
Bacillus Calmette-Guérin (BCG), les vaccins antipoliomyélitiques oraux et anti-rougeoleux,
qui permettent tous de réduire la morbidité et la mortalité bien au-dela de celles imputables a
la prévention de la maladie (419, 420, 423, 426, 427). En plus de fournir une protection
immunitaire contre les cibles visées, les vaccins peuvent avoir d'autres effets bénéfiques, tels
que I'¢largissement de la diversité de la protection contre les taxons au sein d'une espéce
donnée. Par exemple, le vaccin anti-grippal avec adjuvant MF59 a élargi la couverture pour
inclure des souches du virus grippal apparentées mais distinctes sur le plan antigénique en
plus de la souche cible (428). Des diminutions importantes similaires de l'incidence de la
mortalité toutes causes confondues ont été constatées aprés l'introduction de la vaccination
anti-rougeoleuse a Matlab, au Bangladesh (429). Il existe également des preuves que le vaccin

contre le bacille Calmette-Guérin (BCG) protége de la mortalité néonatale (430).

Il est a noter que le BCG active les modifications épigénétiques des cellules innées dans le
cadre de I’immunité innée formée et favorise les réponses des cellules T et B a des antigenes
non apparentés (407, 431, 432, 433, 434). L'hypothese selon laquelle les vaccins ont des effets
non spécifiques sur la mortalité a été validée par des études sur des animaux dans lesquelles
un mécanisme d’action plausible a été proposé. L'administration du vaccin BCG a des souris a
entrainé une immunité efficace et une protection non spécifique contre les infections par
reprogrammation épigénétique de cellules de I’'immunité innée notamment des monocytes
(435). Chez la souris, le BCG néonatal augmente également le nombre de cellules sécrétrices
de Treg et d'IL-10, suggérant de puissants effets anti-inflammatoires (436). Les données
existantes suggerent une protection contre la pathologie immunitaire (437, 438). Cette activité
homéostatique immuno-modulatrice aussi étendue du BCG pourrait contribuer a ses effets
hétérologues, généralement protecteurs, contre les maladies a la fois infectieuses et a

médiation immunitaire.
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CHAPITRE 5 : Exposition antigénique dans la petite enfance :

intérét officinal

Comme vu dans le Chapitre 2, le microbiote désigne I’écosystéme constitué de micro-
organismes tels que les bactéries, les virus, les champignons qui vivent au niveau des
muqueuses internes (sphére ORL, tractus intestinal, urogénital) et a la surface de la peau.
Nous savons que ce microbiote se met en place au cours du temps par différentes étapes apres
la naissance sur les différents territoires de 1’organisme et qu’il influence en parallcle le
développement du systéme immunitaire au fil des premiers mois de vie. Les déséquilibres
provoqués dans la petite enfance comme [’usage d’antibiotiques, 1’accouchement par
césarienne et ’alimentation sont associées a des différences d’exposition antigénique au
microbiote intestinal. Ces perturbateurs sont également associés a un dysfonctionnement
immunitaire et a des maladies a médiation immunitaire qui se manifestent plus tard dans
I’enfance voire a 1’age adulte. La fenétre de susceptibilit¢ et d’opportunité représente la
période autour de la naissance lorsque les promoteurs de I’homéostasie microbienne peuvent
avoir le plus grand effet sur la correction des dysbioses microbiennes, avec une extension
inconnue dans la gestation et peut-étre méme avant la conception. (Figure 28). Les
probiotiques néonataux, l'accouchement par voie vaginale et 1'allaitement ont des liens étroits

avec une colonisation en bonne sant¢ et un risque réduit de maladie a médiation immunitaire.
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Figure 28 : Equilibre entre microbes et systéme immunitaire de la grossesse a la petite

enfance. Figure adaptée de Nelly Amenyogbe,2017.
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Comme vu précédemment, le systétme immunitaire est dot¢ d'une mémoire a long
terme des antigenes auxquels il a été exposé. Plus la perturbation du microbiote est précoce
dans la vie, plus I'impact est important en terme de fonction et de durée dans le temps (78,
131, 439, 440, 441, 442, 443). Ceci suggere que les interventions visant a réparer une
perturbation comme avec les probiotiques, par exemple, auraient une influence plus bénéfique
s’ils sont administrés le plus tot possible. (444, 445).

De par les différentes preuves accumulées et traitées précédemment concernant les
micro-organismes bénéfiques au développement du systéme immunitaire, on peut considérer
que les différentes perturbations, par exemple la césarienne (100, 446), l'alimentation au lait
maternisé (447, 448), I’utilisation d’antibiotiques (448, 449) ainsi que 1’hygiene (175, 193)
dans les premiers mois de vie peuvent aboutir a des conséquences sur le systéme immunitaire
a un age plus avancé. Ces facteurs peuvent en effet causer une dysbiose souvent considérée
comme un déséquilibre entre les microbes commensaux et potentiellement pathogénes lors de
la colonisation anormale des différents territoires de 1’organisme : intestin, peau,
muqueuses... Cela donne a penser que les interventions et corrections ciblant ces voies
d’exposition microbienne procurent probablement des avantages de grande portée et
largement bénéfiques.

Au cours de la vie prénatale et du début de la vie postnatale, il existe des « fenétres d’oppor-
tunités » pour augmenter la résistance de I'hote a des infections spécifiques via des réactions
« homologues » - c'est-a-dire des réponses « classiques » spécifiques des antigeénes patho-

genes - ainsi que des réactions hétérologues protectrices larges «non spécifiques» (Figure 29).
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Figure 29 : Interventions améliorant globalement la défense de I'hédte contre les maladies

infectieuses au début de la vie. Figure adaptée de Kollmann et al, 2017.

L'immunisation maternelle exploite le transfert passif d'anticorps IgG maternels a
travers le placenta afin de protéger le feetus et le nouveau-né. (Figure 29 encadré A)
La spécificité des IgG maternelles refléte les expositions antérieures de la meére, ciblant ainsi
des agents pathogenes spécifiques. Comme illustré dans I'encadré B 1'allaitement transmet des
IgA sécrétoires, avec des spécificités reflétant le microbiote maternel, transférées dans 1'intes-
tin avec des IgG maternelles. Le lait maternel contient également des facteurs solubles, no-
tamment des cytokines, des lipides et des acides gras, qui augmentent largement la résistance
des muqueuses a l'infection. L'immunisation précoce du nouveau-né ou du nouveau-né réduit
le risque d'infection par des agents pathogeénes spécifiquement ciblés (encadré C) (Clemens et
al., 2010, Levine, 2011). Enfin, les probiotiques peuvent réduire une infection (encadré D).
Les mécanismes sous-jacents aux effets probiotiques restent a déterminer et peuvent inclure,

par exemple, I'amélioration de la résistance a la colonisation. (289)
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1) Fenétre de susceptibilité et d’opportunité

Nous avons déja mentionné précédemment le concept d'une fenétre de susceptibilité
accrue en début de vie, au cours de laquelle des perturbations de I’interaction immunité-
microbiome causent les dommages les plus graves et les plus durables sur le systéme
immunitaire. (78, 439, 440, 441, 443, 450)

En d'autres termes, la perturbation de la mise en place de la relation hote-microbiome
au début de la vie peut étre considérée comme une pathologie de la petite enfance dont les
conséquences résonnent jusqu’a l'dge adulte. Une part importante de ces perturbations
provoquant des maladies au début de la vie sont du fait de I’intervention humaine, telles que
la césarienne, I’alimentation par lait non maternel, et traitement par antibiothérapie durant la
grossesse ou apres la naissance. Ces perturbations sont toutes en lien avec I’exposition
antigénique globale durant cette période, et les théories hygiénistes et des vieux amis
développées précédemment. Chez les modeles animaux il a été mis en évidence cette "fenétre
critique" ou « fenétre de susceptibilité » au début de la vie ou les modifications microbiennes
de l'intestin (dysbiose) ont le plus d'influence sur le développement de pathologies
inflammatoires. En effet, Bendtsen et al ont montré que la colonisation intestinale initie le
systéme immunitaire deés la naissance, favorisant la tolérance aux micro-organismes non
nuisibles et aux antigénes alimentaires, ainsi que les réactions appropriées aux agents
pathogeénes envahissants. Cette colonisation précoce est cruciale pour I'établissement d'un
individu en bonne santé et, tout au long de la vie, l'interaction équilibrée du microbiote et du
systéme immunitaire est un ¢lément clé du maintien de la santé, un déséquilibre du systeme
immunitaire au début de la vie augmentant le risque de maladies inflammatoires plus tard
dans la vie. (451, 452, 453)

Dans 1’é¢tude canadienne CHILD, les auteurs ont montré que les nourrissons présentant un
risque d'asthme présentaient une dysbiose microbienne intestinale transitoire au cours des 100
premiers jours de leur vie. (132)

Cette prise de conscience nous donne l'occasion non seulement de reprendre le
controle et de modifier certains comportements, mais ¢également de concevoir des
interventions pour contrer ces perturbations, qui sont souvent primordiales et ne peuvent étre
évitées. Ce faisant, nous pouvons transformer la fenétre de susceptibilité en une fenétre
d’opportunité via, par exemple, ’administration en temps opportun de probiotiques et de

facteurs correctifs, points qui seront développés dans la partie 6. (132, 133, 454, 455, 456).
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2) Influence du mode d’accouchement

2.1) Contexte

Actuellement dans la plupart des pays a revenu ¢élevé, plus d’une femme sur quatre
accouche par césarienne (457). Méme dans les pays a faible revenu, certaines femmes sont
sujettes a des taux tres €levés de césariennes. (458)

Les taux d'induction du travail augmentent considérablement et jusqu'a 50% des femmes et
des nouveau-nés en travail regoivent des antibiotiques (459). Il est de plus en plus évidents
que ces interventions ont des effets cliniques. (460)

Ces dernicres années des auteurs ont examiné 1'augmentation rapide des interventions
périnatales telles que les césariennes (461, 462), l'utilisation d'antibiotiques (459), les taux
d’alimentation du lait maternisé, et 1'association éventuelle & une augmentation similaire des

cas d’asthme et de troubles atopiques dans le monde (463).

2.2) Conséquences microbiennes de la césarienne

Lors de l'accouchement vaginal, le contact avec la flore vaginale et intestinale de la

mere est une source importante pour le début de la colonisation du nourrisson. Pendant la
césarienne, ce contact direct est absent et les bactéries environnementales d'origine non
maternelle jouent un réle important dans la colonisation intestinale du nourrisson. (464)
Une partie des microbes auxquels le nouveau-né est expos¢ lors de la naissance colonise les
niches de son organisme et contribuera au microbiote hébergé par les différents territoires de
I’organisme humain, cela permettant de stimuler son systéme immunitaire par une exposition
antigénique massive (465). De plus en plus d'accouchements évitent la voie basse, et de fait
ces nouveau-nés peuvent ne pas €tre exposés a ces micro-organismes a la naissance. Les
différences dans les modes d'accouchement ont été liées a des modifications dans le
microbiote intestinal au cours des premiers jours de vie, et le microbiote étant un partenaire
primordial de I’immunité au début de la vie, il est fort probable que le mode d’accouchement
ait des conséquences immunitaires et cliniques. (466, 467, 468, 469)

Les communautés bactériennes initialement présentes sur la mére servent de source
premiére et directe de bactéries protectrices bénéfiques (ou pathogenes) trés tot dans la vie.

Une étude récente de Dominguez-Bello MG et al montre précisément les premiers stades de la
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colonisation du corps par les microbes, que nous avons déja abordés dans la seconde partie.
Les bébés nés par voie vaginale étaient principalement colonisés par Lactobacillus, alors que
les bébés nés par césarienne €taient colonisés par un mélange de bactéries moins bénéfiques et
potentiellement pathogenes que 1'on trouve généralement sur la peau et dans I’environnement
du milieu hospitalier, comme entre autres Staphylococcus et Acinetobacter, ce qui peut
amener a penser que les bébés nés par césarienne ont été colonisés avec de la flore cutanée.
(100, 130)

La flore vaginale fournit aux nourrissons nés par cette voie leur premier inoculum
microbien ex utero. Le microbiote cutané et oral de nourrissons nés par voie basse quelques
instants aprés la naissance et du rectum 24 h aprés la naissance ressemble beaucoup au
microbiote vaginal de la mere (100). En revanche, le microbiote des bébés nés par césarienne
ressemble beaucoup aux microbes de la peau et ne ressemble pas davantage a celui de leur
mere qu’au microbiote de la peau d’une autre femme. Par exemple, dans une étude de
Béckhed F et al. portant sur des nourrissons suédois et leurs meres, 72% des espéces détectées
dans les selles des nourrissons nés par voie vaginale une semaine aprés leur naissance étaient
¢galement présentes dans les selles de la mere. En comparaison, les enfants nés de césarienne
ont vu cette proportion diminuer a 40%. (448)

Dans une autre étude, il a été constaté que le microbiote des enfants nés par césarienne
¢tait aussi moins diversifi¢é au cours de la premiere semaine de vie, abritait moins de
Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae, Bacteroides et Lactobacilli, et une plus grande
abondance relative d'Hemophilus, Veillonella, Clostridiaceae et Klebsiella que les enfants nés
par voie basse (470). En outre, I'abondance accrue de Clostridiaceae était détectable jusqu'a 2
mois, et la diversité et I'abondance relative de Bifidobacteria et de Bacteroides étaient toutes
deux détectables jusqu'a I'age de 3 mois. Cependant, le microbiote des nourrissons quel que
soit le mode de naissance est devenu de moins en moins identifiable au bout de trois a six
mois de vie, ce qui montre une influence de stabilisation et de convergence de
l'environnement. Cela a de nouveau été noté dans des études plus récentes, ou le microbiote
des nourrissons différait selon le mode d'accouchement a la naissance pour les narines, la
bouche et la peau, quelques différences étant encore observées a I'dge de 6 semaines mais pas
apres (471). Une autre enquéte de Bokulich NA et ses collaborateurs portant sur 24 nouveau-
nés nés selon les deux modes a montré que, méme si le microbiote des selles des deux
groupes convergeait vers 2 ans cette fois, les bébés nés par césarienne étaient moins colonisés
par le genre Bacteroidales au cours de la premiere année de vie, tandis que d'autres taxons tels

que les Clostridiales et Enterobacteriaceae étaient présents en quantité abondante.
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L’exposition antigénique dans les premiers mois de vie est donc modifiée (466, 472).
Gronlund et ses collaborateurs ont confirmé que la flore intestinale primaire chez les
nourrissons nés par césarienne pouvait étre perturbée jusqu'a 6 mois apres la naissance. (467)

Une autre étude utilisant des techniques basées sur la culture des bactéries du microbiote a
montré que le mode d’accouchement était associé a des différences de microbes intestinaux
jusqu’a 7 ans apres 1’accouchement (473). Les conclusions au sujet de la durée de la
perturbation different donc selon les études, il existe néanmoins un consensus quant a leur

influence.

2.3) Conséquences cliniques pour les enfants nés par césarienne

Une ¢étude trés récente, la plus grande sur le microbiome des nouveaux-nés, et dirigée

par Trevor Lawley a montré 1'importance du mode de naissance, et combien le microbiome
d'un enfant né par césarienne est différent de celui des enfants nés par voie vaginale, ceux nés
par césarienne ayant un microbiome constitu¢ de microbes présents dans les hodpitaux,
notamment d'agents considérés comme pathogenes et de moins de bactéries commensales
(474). 1l est de plus en plus évident que les bactéries intestinales jouent un role important dans
le développement postnatal du systéme immunitaire. Ainsi, si la flore intestinale évolue
différemment selon le mode d’accouchement, le développement postnatal du systéme
immunitaire pourrait également étre différent. Les données épidémiologiques disponibles
montrent que les maladies atopiques, c’est-a-dire impliquant une prédisposition génétique a
I’hypersensibilité a un antigéne, apparaissent plus souvent chez les nourrissons apres une
césarienne qu’apres un accouchement par voie vaginale. (475, 476, 477, 478)
Ainsi, Thavagnanam S et ses collaborateurs ont montré apres analyse de la littérature et des
¢tudes existantes que l'accouchement par césarienne a été associ¢ a l'asthme, avec une
augmentation de 20% du risque d’asthme chez les enfants nés par césarienne (479), d'allergies
(480), de diabete de type 1 (481), probablement en raison d'une exposition réduite aux
microbes de la mere lors de 1'accouchement.

La naissance par césarienne entraine donc un retard du développement du microbiote
intestinal, dont ’implantation et la nature des micro-organismes peuvent étre modifiés,
entrainant une évolution inhabituelle de celui-ci et nécessitant davantage de temps pour se

régulariser et atteindre la composition optimale d’un adulte (100). Cela est associ¢ a une
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augmentation du diabéte de type 1 (481, 482) et de l'asthme (479, 483) alors qu'une
augmentation du contact avec le microbiote maternel peut avoir un effet protecteur. (484)
L'ordre de naissance dans une fratrie module également le microbiote intestinal. En
effet, Penders et al ont montré qu’avec 1'augmentation du nombre de freres et sceurs plus agés,
les taux de colonisation a I'dge de 5 semaines de lactobacilles et de bactéroides augmentaient,
alors que les taux de Clostridia diminuaient. La colonisation par les clostridies, a I'dge de 5 et
13 semaines, €tait également associée a un risque accru de développer un trouble immunitaire
au cours des 6 mois suivants. Ceci explique probablement la protection contre les troubles
allergiques imputables au fait d'avoir des freres et sceurs plus agés, ce qui était la théorie de
Strachan (175, 485). 1l avait constaté que plus les enfants britanniques avaient de fréres et
sceurs, moins ils étaient susceptibles de développer un rhume des foins. Il expliquait alors que
les allergies pouvaient étre bloquées par de multiples infections contractées durant I’enfance,

par des contacts non hygiéniques entre fréres et sceurs.

Bien que les études épidémiologiques aient démontré que 1’accouchement par
césarienne entrainait un risque accru de maladies allergiques dans I’enfance, des facteurs
concomitants pouvaient également jouer un rdéle. Les données disponibles provenant de
plusieurs études indiquent un début d'allaitement retardé avec césarienne, 1’allaitement
conditionnant aussi le développement du microbiote (486, 487). Ainsi, de nombreux
nourrissons nés par césarienne n'avaient pas non plus le soutien précoce du lait maternel en
tant que stimulateur d'une flore intestinale physiologique. La mise en place désorganisée et
non physiologique de la colonisation ainsi que le manque de soutien alimentaire précoce di
au retard du début de la lactation pourraient avoir ces effets a long terme sur 1’exposition
antigénique et le développement du systéme immunitaire.

Une étude observationnelle sur des nourrissons atopiques et non atopiques a mesuré la
réponse immunitaire aux allergénes et montré comment une régulation immunitaire
defaillante au contact d’un microbiote modifié¢ par I’accouchement conduit a une allergie, par
la production supérieure de cytokines Th2 telles que I’IL-4, I'TL-6 et I’'IL-13 et une production
défectueuse d’IFNy (488). Les nourrissons non atopiques initialement (dans la période
néonatale) ont présenté une réponse Th2 aux allergénes plus grande que les nourrissons
atopiques, stimulant ainsi la production d’IgE impliquées dans les réactions allergiques. Chez
les nourrissons non atopiques, cette réponse Th2 a été progressivement supprimée au cours
des deux premieres années de la vie. Chez les nourrissons atopiques, cette réponse a

progressivement augmenté au cours de la méme période. Des données plus récentes ont
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démontré que les accouchements par césarienne provoquent une colonisation retardée et une
prédominance des réponses Th2 prolongées, ce qui pourrait expliquer un mécanisme par
lequel la sensibilisation aux allergénes entraine une réponse immunitaire croissante (plutot
que décroissante). (446)

L'accouchement par césarienne a été associé a plusieurs reprises a la rhinite allergique
et a l'asthme. Une caractéristique particulierement frappante de ces données est que les
accouchements par césarienne a répétition sont associés encore plus fortement aux maladies
allergiques (489). Les nourrissons nés par césarienne programmeée sont probablement les
moins exposés a la flore vaginale maternelle: ces accouchements sont programmés et ont
généralement lieu avant la rupture des membranes. En revanche, les nourrissons nés d'une
césarienne émergente ont probablement eu une rupture de la membrane pendant un temps

considérable et ont probablement été exposés a des sécrétions vaginales pendant le travail.

3) Nutrition : allaitement et lait maternisé

Dans la partie sur I’allaitement nous avons vu que le lait maternel contient des micro
et macro-nutriments, des oligosaccharides, des cytokines, des enzymes, des facteurs de
croissance, des cellules immunitaires ainsi que des microbes. Ces composants bio-actifs
influencent la maturation du microbiote intestinal et du systéme immunitaire du nourrisson.
(490, 491). De plus, I'allaitement a des propriétés anti-inflammatoires importantes, notamment
par le biais de concentrations ¢levées dans le lait de TGF- et d'IL-10, et d'autres propriétés
immuno-modulatrices grace a des molécules telles que le CD14 soluble, les défensines, la
lactoferrine et les lysozymes qui agissent ensemble pour maintenir 1’homéostasie dans
I’intestin colonisé (492, 493, 494, 495). En effet, une étude a révélé des concentrations plus
¢levées de TGFp anti-inflammatoire et des concentrations plus faibles de TNFa et IL-2 pro-
inflammatoires dans les sérums d’enfants allaités par rapport aux nourrissons nourris au lait
artificiel au cours de la premiére année de vie (496). L'alimentation artificielle par lait
industriel perturbe le microbiote intestinal et peut entraver le développement immunitaire
(448, 497, 498). De ce fait, cela peut par la suite influer sur le développement de pathologies
d’origine immunitaire telles que 1'asthme. (132)

La nutrition néonatale fait suite a l'inoculation initiale, par I’accouchement, de
l'intestin du nourrisson en tant que déterminant majeur du microbiote du nourrisson. (130)
Des différences dans le microbiote des nourrissons allaités et des nourrissons nourris au lait

maternisé ont été signalées pour la premiere fois il y a prés de 100 ans, des composés présents
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dans le lait maternel ayant été trouvés pour favoriser la croissance des bifidobactéries. (499)
En conséquence, les enfants nourris au sein hébergent plus de bifidobactéries et de
lactobacilles dans leur intestin que les enfants nourris au lait maternisé qui abritent des
quantités similaires de Bacteroides et de bifidobactéries (500, 501). Il est aujourd’hui admis
grace a un certain nombre d’étude que l'allaitement influence profondément le développement
du microbiote buccal et intestinal du nourrisson (502, 503, 504). Le microbiote intestinal joue
un role important dans la formation du systéme immunitaire du nourrisson naif comme vu
dans la seconde partie (505). En effet, le lait humain contient des microbes vivants qui
contribuent a ensemencer l'intestin du nourrisson, ainsi que des oligosaccharides qui
constituent un substrat pour les micro-organismes qui constituent le microbiote intestinal
(506). Le contact peau a peau direct pendant l'allaitement peut constituer une source
supplémentaire de microbes protecteurs de la mere pour le nourrisson allaité¢ (507). Les
préparations artificielles pour nourrissons ne contiennent pas les composants prébiotiques et
probiotiques divers et personnalisés présents dans le lait maternel et ne peuvent donc pas
soutenir de maniere optimale l'assemblage naturel et le développement du microbiote
intestinal humain, ce qui peut entrainer une altération de 1’exposition antigénique et du
développement immunitaire, ainsi qu’une susceptibilité accrue a l'asthme a un age plus
avancé chez les nourrissons nourris au lait maternisé. (508)

Dans leur étude de I’influence de I’exposition antigénique du microbiote, dans la petite
enfance, sur la santé a un age plus avancé, Abrahamsson TR et al. ont montré que le
microbiote des enfants asthmatiques a 7 ans était moins diversifié que celui des enfants non
asthmatiques a 1'dge d'une semaine et d'un mois. Les enfants souffrant d'eczéma associé aux
IgE dans la petite enfance et développant par la suite un asthme présentaient une diversité
microbienne inférieure a celle des autres (508, 509). Dogaru et ses collaborateurs ont examiné
plus d’une centaine d’études et en ont déduit que favoriser 1’allaitement a un autre type
d’alimentation était associé¢ a un risque d'asthme réduit de 22% (510). Sjogren YM et al ont
montré que les nourrissons colonisé€s avec un plus grand nombre d'especes de Bifidobactéries
a I'age d'un mois produisent des taux plus élevés d'IgA salivaire a 6 mois, ce qui est également

en corrélation avec une protection contre les symptomes allergiques. (511)

D'autres recherches soutiennent un mécanisme a médiation immunitaire de
I’allaitement. Par exemple, il est associée a un risque plus faible d'eczéma et de respiration
sifflante récurrente au cours de la premicre année de vie et un allaitement exclusif pendant

plus de 4 mois est associ¢ a un risque réduit d'asthme jusqu'a 8 ans (512, 513). Dans une
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cohorte de patients atteints de spondylarthrite ankylosante et de leurs familles, la prévalence
de la maladie était de 25% chez les enfants allaités et de 40% chez la population de
comparaison nourrie au lait artificiel (514). De plus, la prévalence de 1'eczéma, de la rhinite
allergique et de la respiration sifflante était significativement moins fréquente chez les
patients avec prolongement de [’allaitement jusqu’a 6 mois par rapport aux nourrissons
nourris a court terme. L'association entre allaitement et eczéma tendait a étre similaire chez
les enfants ayant des antécédents familiaux d'atopie et d'eczéma par rapport a ceux sans
antécédent. Chez les enfants des pays en développement, 1'allaitement au sein prolongé réduit
le risque de développer des maladies allergiques et 1'eczéma, méme en présence d'une allergie
maternelle. (515)

Cependant, l'impact de l'allaitement sur l'asthme reste en partie incompris. Cette
incertitude est reflétée dans les résultats parfois incohérents de nombreuses études antérieures
présentant d'importantes limites méthodologiques et est probablement également liée a la trés

grande variabilité biologique du lait maternel. (509)

4) L'environnement

4.1) Statut socio-économique

Le mode de vie dans les milieux a faibles revenus, comprenant notamment
I’alimentation industrielle standardisée et aseptisée, qu’il affecte directement ou indirectement
I’enfant, prédispose également a certains des troubles inflammatoires chroniques qui se
développent dans les pays a revenus €levés et qui sont associ€és de maniére plus traditionnelle
avec «l'hypothése d'hygiene» développée précédemment. Par exemple, la maladie auto-
immune du diabete de type 1 est augmentée chez les enfants a faible statut socio-économique
(516, 517, 518). Les enfants a faible statut socio-économique ont également tendance a
souffrir d'asthme plus grave, accompagné d'une expression accrue des voies et mécanismes
pro-inflammatoires (519). Dans certains contextes, les pathologies inflammatoires de
I’intestin sont également plus fréquentes chez les enfants a faible statut socio-économique
(520). Ces observations suggererent un probléme immuno-régulateur généralisé dans les
communautés a faible statut socio-économique de par la nature différente de I’exposition

antigénique durant la petite enfance.
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Sous I’angle du statut socio-économique, des disparités apparaissent selon la région du
monde dans laquelle un individu vient au monde. Le mécanisme des « vieux amis » implique
que l'inflammation est mieux régulée dans les pays a faible revenu qui les ont conservés que
dans les pays urbanisés & revenu élevé ou leur présence a diminué. A premiére vue, cela
semble paradoxal, car on pourrait s’attendre a ce que la prévalence élevée d’infections dans
les pays a faible revenu soit a I’origine d’une inflammation importante (521). Les travaux de
McDade et al.ont largement résolu ce paradoxe (522, 523). Leur étude révele que dans un
pays a faible revenu ou l'exposition aux « vieux amis » induisant l'immuno-régulation est
encore abondante, celle-ci est efficace et la réponse inflammatoire est vigoureuse lors d'une
infection, mais elle cesse quand elle n'est plus nécessaire. Il en résulte que la protéine C-
réactive (CRP) en dehors du contexte d’une stimulation est proche de zéro. McDade et ses
collaborateurs ont confirmé la précédente constatation selon laquelle des hauts niveaux
d’exposition microbienne pendant la période périnatale et pendant la petite enfance étaient
corrélés a des niveaux résiduels plus faible de CRP hors stimulation a 1’age adulte (524). A
I’inverse, aux Etats-Unis et dans les pays a revenus élevés, il existe souvent une inflammation
de bas grade constante qui tend a étre stable entre les individus, se manifestant par une
augmentation chronique de la CRP ou de l'interleukine 6, en l'absence de toute manifestation

inflammatoire cliniquement apparente.

4.2) Le contact avec la biodiversité

Environ un tiers des bactéries présentes dans le microbiote intestinal sont capables de
former des spores, et les spores sont facilement identifiables dans les selles humaines (195,
525). Les spores sont remarquablement résistantes et peuvent rester viables pendant des
milliers d'années (526). Le sol est considéré comme 1'habitat naturel des spores responsables
de la formation de nombreux micro-organismes beaucoup d'entre eux pouvant germer et se
reproduire dans le tractus intestinal des insectes et d'autres animaux. (526, 527, 528, 529)

De plus, apres la germination, ils se sont répliqués dans l'intestin gréle puis se sont resporulés
a mesure qu'ils entraient dans le colon. La méme chose se produit chez I'homme. (525)

La plupart de ces souches sont capables de former des biofilms, de sporuler de maniére
anaérobie et de sécréter des antimicrobiens, propriétés qui pourraient faciliter la survie dans
l'intestin (530). Il y a donc un constat croissant qui consiste a considérer que ces mircro-

organismes considérés comme extérieurs tels que B. subtilis et d'autres espéces de

111



I'environnement sont des commensaux intestinaux tout autant que des micro-organismes du
sol (531). Cela pourrait €tre tres pertinent pour le mécanisme des «vieux amis», en particulier
pour l'importance évidente de l'exposition aux animaux, aux terres agricoles et aux espaces
verts dans la petite enfance, jouant le role éducatif du systéme immunitaire par une exposition
antigénique massive et diverse. Par exemple, B. subtilis est un stimulus important pour le
développement du tissu lymphoide associé¢ a l'intestin (GALT) chez le lapin, et I’exposition
antigénique issue de la sporulation de bacilles vivants dans le GALT est considérée comme
essentielle a ce processus (529). B. subtilis est aussi capable de stimuler le GALT en synergie
avec B. fragilis, organisme qui favorise également la formation de GALT murin et sécréte un

antigene polysaccharidique qui favorise la prolifération de Treg. (231)
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Figure 30 : Facteurs d’altération de ’intéraction avec les organismes immunorégulateurs.

Figure adaptée de Rook et al, 2014.

La figure 30 représente la perte progressive, dans les pays a revenu élevé et urbanisés,
du contact avec les organismes immunorégulateurs avec lesquels les humains ont co-évolué et
qui se développent dans les environnements naturels ainsi que la perte en nombre et en qualité
de D’exposition antigénique précoce nécessaire au développement optimal du systeme
immunitaire. Le contact avec les animaux fournit une grande source de contact avec les
micro-organismes. (Figure 30)

L'effet protecteur de l'environnement agricole a été noté il y a déja longtemps au

19¢me siécle et a été associé aux étables. En effet, Riedler et ses collaborateurs ont montré
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qu’un environnement agricole protége contre le développement de l'asthme, du rhume des
foins et de la sensibilisation atopique chez les enfants. En outre, I'exposition des enfants agés
de moins de 1 an, comparativement a ceux agés de 1 a 5 ans, aux étables et la consommation
de lait de ferme était associée a des fréquences plus basses d'asthme, de rhume des foins et de
sensibilité¢ atopique. L'exposition continue a long terme aux écuries jusqu'a I'dge de 5 ans
présentait un effet encore plus bénéfique. (532)

Les contacts avec les chiens, avec lesquels les humains ont co-évolué¢ pendant des
millénaires, protégent également des maladies allergiques. Ownby DR est son équipe ont
constaté que 'exposition a 2 chiens ou plus au cours de la premiére année de vie était associé
a un risque significativement plus faible d'atopie, environ deux fois moins. La baisse de la
sensibilité allergique semble valable pour une multitude d’allergenes divers (177, 533). Ceci
peut étre di au fait que des personnes semblent partager leur microbiote via les chiens de par
les multiples contacts qu’ils ont avec 1’animal, ce qui augmente considérablement la
biodiversit¢ microbienne de I’environnement et la stimulation antigénique qui en découle.
(534, 535, 536)

Dans une étude américaine effectuée en Equateur et en Amazonie, ou le niveau des
maladies infectieuses est élevé, la présence de maticres fécales d'animaux domestiques a la
maison ¢€tait corrélée a une meilleure capacité a maitriser l'inflammation, avec un niveau de
CRP mieux contrdlé, a 1'age adulte (522). En Carélie russe ou la prévalence de l'atopie chez
l'enfant est quatre fois plus faible et le diabéte type 1 d’origine immunitaire six fois moins
qu’en Carélie finlandaise, la poussiére domestique contenait un nombre sept fois plus élevé de
clones d'espéces associées aux animaux que celle présente dans la poussiere domestique de
Carélie finlandaise. (537)

La vie et I’exposition microbienne durant la petite enfance, entre les milieux urbains et
ruraux, a une influence sur le développement de pathologie a un age plus avancé. (538)

Il a été prouvé que l'exposition a 'agriculture protégeait contre le risque allergique. Dans une
cohorte d'écoliers ruraux, les enfants dont les parents sont agriculteurs sont protégés contre les
symptomes allergiques tels que la respiration sifflante et le rhume des foins par rapport aux

aux autres enfants moins exposés. (539)

L'association entre la consommation de lait cru de ferme et la protection contre
l'asthme et I'atopie a également été prouvée dans une étude nommée GABRIELA: 1’étude de
la consommation de lait dans les familles rurales a montré que le lait cru de ferme, mais non

le lait de ferme bouilli, était inversement associ¢ a l'asthme, a l'atopie et au rhume des foins,
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méme apres ajustement pour les autres expositions agricoles. Cela tend a prouver que
I’exposition antigénique conférée dans le milieu rural protége de certaines pathologies
immunitaires (540). Chez les consommateurs consommant a la fois du lait de ferme et du lait
de consommation, une consommation plus fréquente (quotidienne) de lait cru de ferme, ainsi
qu'une exposition plus précoce au lait de ferme brut (4gé de moins d'un an) ont montré des
associations inverses plus fortes avec l'asthme, l'atopie et le rhume des foins.

Plus récemment, ont été identifiées et analysées les expositions microbiennes dans
deux ¢études de cohortes d'enfants européens. Dans les deux études de cohortes, les
chercheurs ont constaté que les enfants grandissant dans des exploitations d'Europe centrale
¢taient exposés a une gamme plus large d'expositions microbiennes et présentaient une
prévalence moins €levée d'asthme et d'atopie que le groupe de référence. (541)

Comme vu précédemment, en 1989, David Strachan, a noté que les nourrissons nés
dans un ménage comptant de nombreux fréres et sceurs étaient moins susceptibles de souffrir

d'eczéma dans la premiére année de vie et au rhume des foins plus tard dans la vie. (175)

5) Exposition aux antibiotiques

5.1) Contexte

L'exposition aux antibiotiques, tout comme l'alimentation au lait maternisé¢ et la
césarienne peuvent retarder et altérer le développement de la population microbienne
intestinale, suggérant un lien possible avec les risques pour la santé associés a ces procédures.

Au cours de la derniére décennie en particulier, I’impact d’une utilisation excessive
des antibiotiques a ¢été de plus en plus étudiée, notamment du fait de la découverte de
résistances bactériennes. En outre, il a été¢ de plus en plus reconnu que cette utilisation des
antibiotiques dans la petite enfance avait un lien avec des pathologies immunitaires étant en
grande partie dues a I’interaction du microbiome avec le systéme immunitaire humain (130,
505, 542, 543). Ainsi, les antibiotiques, en particulier leur utilisation excessive ou
inappropriée pendant la grossesse ou la période néonatale, induisent des modifications du
microbiote impliquées dans l'asthme, 1'allergie au lait de vache, ainsi que le syndrome du
coOlon irritable (544, 545, 546, 547). Au vu des liens que nous avons exposés précédemment
entre le microbiote et I'immunité de 1’hdte il n’est pas surprenant que les perturbations par les
antibiotiques de cette interaction bénéfique augmentent le risque de développer plusieurs

maladies immunitaires (131)
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5.2) Action sur le microbiome

Les antibiotiques perturbent directement et durablement la flore microbienne
intestinale, avec plus ou moins de conséquence selon la molécule utilisée, entrainant une
altération des états de composition du microbiote chez les enfants et les adultes (548, 549). Si
I’on sait que la molécule perturbe les micro-organismes présents, les conséquences de ces
changements sur la physiologie de I'hdte ne sont pas encore totalement comprises. Outre les
troubles immunitaires telles que 1’allergie et I’asthme. (132, 546), découlant d’une
perturbation précoce du microbiote, 1'exposition aux antibiotiques chez les enfants a ¢été
associée a des perturbations métaboliques avec notamment un risque accru d'obésité, de

diabeéte, de maladies inflammatoires de l'intestin. (550, 551, 552)

Bien que les effets des expositions aux antibiotiques sur la dysbiose intestinale chez
les adultes soient bien caractérisés, leurs effets sur le développement du microbiote pendant la
petite enfance ont ét¢ moins pris en compte méme si les recherches sur le sujet suscitent de
plus en plus d’intérét. (548). Il est cependant reconnu aujourd’hui que les antibiotiques ont
une influence considérable sur le microbiome pendant I’enfance, avec des effets durables. Les
travaux de Cox et ses collaborateurs ont démontré que méme de faibles doses sur de courtes
périodes de pénicilline entrainaient la formation de phénotypes durables d'expression altérée
des génes induite par la dysbiose. (453, 538). Dans les faits, Bokulich et al. ont montré que
l'utilisation d'antibiotiques diminuait significativement la diversité phylogénétique et la
diversit¢é microbienne qui s’installe immédiatement aprés la naissance, et par la méme
perturbait 1’exposition antigénique précoce. Cependant, cela accélérait le taux d'augmentation
des espéces qui restaient présentes au cours de la premiére année de vie. L'exposition aux
antibiotiques a modifié la trajectoire de la diversité microbienne au cours des deux premicres
années de la vie, bien que les effets soient restés transitoires. (449)

Ils ont de plus constaté que les nourrissons qui n'avaient pas été exposés a des antibiotiques et
ceux qui avaient été exposés a une ¢€poque antérieure présentaient des différences
significatives. Les enfants exposés aux antibiotiques présentaient un retard de maturation du
microbiote comparé a ceux non exposés aux antibiotiques. Ces effets auraient été les plus
prononcés au cours des six derniers mois de la premiére année de vie. Cette observation

pourrait fournir des preuves que les antibiotiques ont altéré le microbiote intestinal chez les
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nourrissons, méme s’ils soulignent que les conséquences étaient plus faibles que selon le
mode d'accouchement. La maturation retardée au cours de la petite enfance était due a
I’épuisement de certains taxons, notamment des constituants d’Enterobacteriaceae, de
Lachnospiraceae et d’Erysipelotrichaceae, retardant ainsi le développement de communautés
microbiennes dans l'intestin par rapport aux enfants non exposés. (449)

Certaines études épidémiologiques indiquent que I'utilisation d'antibiotiques dans la
petite enfance, au méme titre que la naissance par césarienne, pousse vers une diminution du
nombre d'especes bactériennes comme Bacteroides, ces deux facteurs étant associés a une
augmentation de I'asthme chez l'enfant. (469, 553, 554)

Les souris infantiles exposées aux antibiotiques hébergeaient également un microbiote riche
en Enterococcus faecalis (555), ce qui concorde avec les observations selon lesquelles les
nouveau-nés humains nés de meres sous antibiothérapie avaient un microbiote enrichi en

Enterococcaceae. (502, 556, 557, 558, 559)

5.3) Preuves expérimentales

Pour déterminer si des perturbations du microbiote intestinal causées par des
antibiotiques influent sur ’apparition de I'asthme, un asthme murin expérimental a été induit
grace a ’ovalbumine, protéine du blanc d’ceuf fortement immunogene et inducteur dans les
modeles expérimentaux d’asthme, chez des souris qui ont par la suite été exposées a la
vancomycine ou a la streptomycine, a deux moments de la vie, chez le nouveau-né¢ ou
uniquement a I'age adulte (560). Les souris soumises a I'ovalbumine et qui ont été traitées tot
dans la vie avec de la vancomycine, mais pas de la streptomycine, ont connu une
augmentation des infiltrats de cellules inflammatoires dans le lavage broncho-alvéolaire par
rapport aux témoins. Ils ont de plus constaté que le traitement des souris adultes avec les
mémes antibiotiques n'a eu aucun effet sur l'induction d'asthme. Le traitement néonatal a la
vancomycine a également augmenté les €osinophiles dans le lavage broncho-alvéolaire.
L'immunoglobuline E spécifique de I'antigéne était également significativement plus élevée
chez les animaux traités a la vancomycine. Enfin, les auteurs ont remarqué que les cellules T
CD4 + CD25 + Foxp3 + dans le colon, qui sont des cellules régulatrices de 1’inflammation,
¢taient en nombre moins important chez les souris traitées a la vancomycine, tandis que leur
fréquence chez les animaux traités a la streptomycine était comparable a celle des témoins

(561).
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Le moment de I’antibiothérapie, ainsi que la nature de la molécule employée ont donc une
influence sur le microbiote et sur les conséquences qui en découlent.

D’autres 'études exposant des souris a la vancomycine dans 1'eau de boisson pendant la
gestation et au sevrage exacerbait I'asthme chez les ratons apres le sevrage (545). 11 a aussi été
constaté un plus grand nombre d'éosinophiles et de neutrophiles dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire, une augmentation de 1'IgE sérique et une fréquence réduite des
lymphocytes T régulateurs du colon. La streptomycine administrée par voie intranasale a peu
d'effet sur l'asthme, mais elle exacerbe la pneumopathie d'hypersensibilité¢ et augmente
l'expression de I'[L-17 et de 'lFNy dans les poumons. (562)

Il faut cependant préciser qu’aucune de ces études ne rend compte de la dose, de la
fréquence ou de la voie d’exposition aux antibiotiques néonatals au-dela desquels des
conséquences néfastes seraient constatées. (130)

Atarashi et al ont cependant eux aussi observé que le traitement a la vancomycine
réduisait les cellules T CD4 + Foxp3 +au niveau intestinal. Ils suggérent que cette observation
est due a une réduction des especes de Clostridium qu'ils identifient comme de puissants
inducteurs de Treg (138). Le microbiote modifié par la vancomycine produit probablement un
ensemble de signaux microbiens totalement différent de celui des témoins sains, qui pourrait
altérer les cascades de signalisation des cellules épithéliales intestinales et dysréguler les
réponses immunitaires innées et adaptatives. On sait déja que les souris traitées a la
vancomycine ont moins de cellules Th17 dans l'intestin gréle et moins de cellules Treg CD4 +
dans le cblon (91, 138).

Des études sur des animaux sans germes montrent que la régulation des sous-
ensembles de cellules immunitaires par les microbes intestinaux ne se limite pas au
compartiment intestinal (563). Des informations tirées de l'utilisation d'antibiotiques dans
d'autres modeles de maladies suggerent des mécanismes induits par des réponses
immunitaires Th2 asymétriques et des taux sériques élevés d'IgE. Les résultats d’Oyama et al
suggerent que l'utilisation d'antibiotiques, ici la kanamycine, pendant la petite enfance peut
perturber quantitativement, qualitativement la microflore intestinale et ainsi empécher la
maturation des cellules Thl apres la naissance, entrainant ainsi une déviation immunitaire
polarisée vers Th2 (564, 565). Par ailleurs, I'administration d'antibiotiques spécifiquement
pendant la période néonatale a été associée a un risque accru de respiration sifflante au cours

de la premicre année de vie et de rhinite allergique chez les enfants d'age scolaire (566 , 567).
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Nous avons cité la vancomycine précédemment dont les effets ont été observés dans
plusieurs études mais d’autres molécules sont susceptibles de conduire aux méme résultat. Le
risque de 1'asthme est directement proportionnel au nombre de prescriptions d'antibiotiques au
cours des deux premiéres années de la vie. Les macrolides et les céphalosporines ont
démontré des associations particulierement significatives avec le développement de I'asthme.

(568)

6) I’hvgiéne

Le concept d'hygiene repose sur la corrélation entre la propreté individuelle et
collective et le maintien d'une bonne santé. Depuis la théorie des germes sur les maladies,
I’hygiéne est devenue de plus en plus assimilée a la neutralisation et a 1’absence de micro-
organismes. En effet, presque toutes les études sur 1'hygiene utilisent la réduction du nombre
de micro-organismes comme indicateur de la réduction de la transmission d'organismes
pathogenes. Or, et nous I’avons vu précédemment, les humains particulierement en début de
vie, ont des relations intimes et évolutives significatives avec un ensemble diversifié de
micro-organismes. La raison d’étre de 1'hygiéne en tant que simple destruction des microbes
n’est pas pertinente. En conséquence il est plus intéressant de considérer a présent 1'hygiene
comme un ensemble de pratiques qui visent a contrer la propagation ou la transmission de

micro-organismes pathogenes, réduisant ainsi l'incidence des pathologies infectieuses.

6.1) Contexte actuel

Aujourd'hui, les études épidémiologiques et expérimentales tendent a confirmer la
théorie de G.Rook selon laquelle l'exposition précoce a une gamme variée de microbes
considérés comme «vieux amis» - et non d'agents pathogénes infectieux dans leur ensemble
comme le pensait Strachan - est nécessaire pour que le systéme immunitaire humain puisse
réagir correctement aux stimuli de I’environnement. Cependant, la réduction de I'hygi¢ne
personnelle et les régles prophylactiques anti-infectieuses n'auront pas d'incidence sur les taux
de troubles inflammatoires et allergiques chroniques, et cela ne ferait qu’augmenter le taux
des infections transmissibles.

Le terme d’hygiéne dans la plupart des articles de la littérature scientifique actuelle

désigne le plus souvent l'hygiéne des mains, en particulier dans le domaine médical et
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hospitalier, que I'Organisation mondiale de la santé définit comme «un terme général
désignant toute action de nettoyage des mains» (569). L’hygiéne peut aussi faire référence a
I’hygiene de D’environnement, qui peut signifier soit le nettoyage des surfaces dans
I’environnement de la personne (généralement le patient), soit, plus généralement, les
modifications d’infrastructures qui modifient I’environnement de maniere telle qu’elle est
considérée comme étant bénéfique pour la santé humaine telles que l'installation de traitement
de l'eau et des eaux usées (570, 571). Lorsque le travail sur I'hygiéne des mains a été effectué
en dehors du cadre hospitalier, il s'est concentré sur d'autres domaines a risque ¢élevé de
transmission d'agents pathogenes, tels que les structures de garde d'enfants dans lesquels les
maladies transmissibles virales ou bactériennes sont récurrentes et dans lesquels les mesures
préventives peuvent étre efficace pour réduire 1’incidence de cas pathologiques (572, 573,
574). Les mesures d’hygiéne personnelle s’accompagnent généralement d’efforts visant a
améliorer l'hygiéne environnementale des communautés, par diverses infrastructures
d'assainissement. (575)

Dans une revue de la littérature scientifique existante, Aiello et Larson n'ont trouvé

qu’une cinquantaine d’études établissant un lien explicite entre I'hygiéne et les conséquences
sanitaires en dehors des établissements de santé. (575)
Les études liant les interventions en matiére d'hygiéne a la santé démontrent l'efficacité de
I’hygiene individuelle notamment du lavage des mains pour réduire le risque de maladie
diarrhéique, et globalement les risques de propagation des maladies transmissibles, telles que
les infections des voies respiratoires supérieures. (576, 577, 578)

En somme, 1’augmentation des niveaux de vie dans les pays développés s’est
accompagnée d’un accroissement des mesures d’hygiéne individuelle et collective bien qu’il

soit encore aujourd’hui difficile d’en évaluer toutes les conséquences.

6.2) De quelle hygiéne s’agit-il ?

Ce que I’on entend par «hygi¢ne» dans une étude donnée n’est toutefois souvent pas
précisé et reste généralement incohérent entre les études de groupes de recherche différents,
mais est généralement mesuré par la seule évolution au cours du temps de la charge
microbienne ou de la dispersion des microbes a partir des mains. (579, 580, 581)

Les recherches existantes et les connaissances actuelles en mati¢re d'hygiene en

général sont basées sur des études qui utilisent la culture, et qui impliquent la croissance et le
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dénombrement de bactéries en laboratoire. Elles sont pour la plupart basées uniquement sur
le nombre d'unités formant des colonies mais sont étudiées sans analyse approfondie des
taxons qui les composent. Ces techniques ne tiennent pas compte de la diversité de nature ou
de fonction et de l'omniprésence de bactéries non nuisibles et méme utiles, comme nous
I’avons vu précédemment, sur la peau humaine et dans les différents microbiotes de
I’organisme (582, 583). Des techniques plus spécifiques comme la technologie de séquencage
d’ADN a haut débit, ont permis une exploration plus approfondie de la diversité microbienne,
vivant sur le corps humain sain (584, 585, 586). Les études axées sur I'hygiéne et ses liens sur
la santé doivent tenir compte de cette diversité et reconnaitre que tous les microbes ne sont
pas nocifs et qu'il existe un continuum entre microbes pathogénes et mutualistes et leur

influence notamment, sur I’immunité de leur hote.

Les recherches scientifiques sur les micro-organismes qui colonisent la peau utilisent
deux ensembles de vocabulaire différents pour les caractériser: les microbes résidents et
transitoires par rapport aux microbes commensaux et pathogénes (587, 588). Les microbes
résidents étaient qualifiés de stables sur la peau humaine, leur élimination s’avérant difficile,
alors que les microbes transitoires colonisaient la peau par contact et pouvaient étre éliminés
avec moins de difficulté (589). L’opposition entre des microbes résidents et transitoires est
devenue I'hypothése selon laquelle les microbes résidents sont ceux qui résident
habituellement sur la peau, tandis que les microbes transitoires sont considérés comme des
contaminants (590). La peau humaine peut avoir des microbes mutualistes, commensaux et
pathogeénes dans le cadre de son microbiote «de base» résident. Une seule espéce microbienne
peut appartenir a ces trois catégories a la fois. Par exemple, la bactérie S. epidermidis vue
précédemment est retrouvée presque systématiquement sur la peau humaine et est
généralement considérée comme commensale,bien qu’elle puisse parfois jouer le role de
pathogéne opportuniste, ou de mutualiste protecteur. (591, 592, 593, 594)

La propreté personnelle est inversement liée aux composés bactériens présents sur les
sols et les matelas, tandis que la propret¢ domestique réduit efficacement la quantité de
poussiere mais pas les marqueurs microbiens. Or on sait que l'exposition a des antigeénes
bactériens tels que l'acide muramique est associée a une prévalence plus basse d'asthme a
I’age scolaire (595, 596). Les endotoxines de matelas au cours de la premicre année de vie
¢taient inversement associées a la sensibilisation atopique et a l'asthme a 1'dge scolaire.

Cependant, ni la propreté personnelle ni celle de la maison n’était associée a un risque

120



d’asthme et d’allergies. D'autres composants microbiens de la poussiére domestique non
affectés par I'hygie¢ne personnelle sont susceptibles de jouer un réle. (595)

Des travaux plus anciens ont montré que le lavage des mains a 1’eau et au savon est efficace
pour €éliminer les microbes acquis par le patient, et des études plus récentes ont montré que les
désinfectants a base d’alcool étaient aussi efficaces, voire supérieurs a I’eau et au savon.
(590, 597, 598, 599)

La compréhension de la dynamique au sein du microbiote offre la possibilité
d'améliorer les stratégies de gestion des microbiotes. Puisque [’objectif des mesures
prophylactiques d'hygiéne est d'améliorer la santé mais que la santé est améliorée grace a une
gestion microbienne optimale au sein de 1'hote, il serait alors bénéfique de disposer de

directives d'hygiene tenant compte de cela. (600)

La preuve que les microbes sont essentiels au maintien de la santé conforte donc 1’idée
que des pratiques d’hygiéne visant a éliminer simplement les microbes ne sont peut-étre pas la
meilleure approche. Il est clair que la colonisation microbienne de la peau ou d’autres
territoires de ’organisme n’est pas délétére en soi. Les pratiques d'hygiéne devraient plutot
viser a réduire les micro-organismes pathogénes tout en augmentant et en maintenant
simultanément la présence de ceux qui sont mutualistes ou du moins commensaux, et qui sont
eux essentiels a la protection et au développement de I'hote dans la petite enfance. Il serait
plus convenu que l'hygiéne soit définie comme des actions et pratiques qui réduisent la
propagation ou la transmission de micro-organismes pathogenes et réduisent ainsi l'incidence
des maladies infectieuses (600). Cependant il existe une difficulté a identifier des pratiques
réduisant spécifiquement la propagation de micro-organismes pathogenes. (601, 602, 603,

604)

Pour la population, le terme «hygiéne» est interprété comme une propreté personnelle:
se laver les mains, garder les aliments propres et frais, assainir les habitations. La théorie
hygiéniste étant en grande partie dissociée des pathologies infectieuses, la solution selon
laquelle il faudrait aller vers moins d’hygi¢ne est fausse. Selon Bloomfield, le renoncement a
des normes d’hygiéne ne modifierait en rien I’incidence de pathologies immunitaires, et
n’aurait pour effet que d’augmenter les risques de transmission de maladies infectieuses
(605). De nombreux noms ont été propos€s en remplacement de I’hypothése d’hygiene
comme [’hypothése d'épuisement du microbiome, 1’hypothése de diversité microbienne et,

bien sir, I’hypothése des vieux amis (605, 606). Afin de tenter de modifier les comportements
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du public, certains parlent maintenant d’hygiéne ciblée, c'est-a-dire d'éliminer la propagation
d'agents pathogeénes tout en préconisant des mesures pour restaurer un microbiome diversifi€.
Par exemple, cela consiste a apprendre aux enfants a se laver les mains apres avoir manipulé

des aliments crus, mais aussi les encourager a jouer dehors dans la terre.

6.3) Hygiéne et infection

Durant plusieurs décennies, la communauté scientifique était optimiste quant a la
possibilité de vaincre la plupart des infections grace a la vaccination et aux antibiotiques
librement disponibles. Au cours des dernieres années, cette opinion s’est inversée. Les
maladies infectieuses continuent de peser lourdement sur la santé. Les différentes questions
relatives aux maladies infectieuses sont le plus souvent examinées isolément mais,
considérées dans leur ensemble, elles constituent un argument en faveur d'un regain d'intérét
pour I'hygiene, qui, a co6té des stratégies de vaccination, reste essentielle pour contenir les
maladies infectieuses (607). Les preuves montrent que 1'hygiéne des mains et des surfaces
peut limiter la propagation d'infections respiratoires, en particulier de rhumes et d'influenza.
Les infections virales respiratoires et intestinales ne pouvant étre traitées a Il'aide
d'antibiotiques, la prévention par l'hygiéne est essentielle (608, 609, 610). De plus, Les
changements sociétaux signifient que les personnes plus susceptibles aux maladies
infectieuses représentent une proportion croissante de la population, jusqu'a 20% ou plus, les
mesures prophylactiques ne peuvent donc pas étre mises de coté (611). La plus grande
proportion comprend les personnes agées qui ont une immunité réduite, souvent exacerbée par
d'autres maladies. Cela inclut également les trés jeunes enfants et les membres de la famille
porteurs de dispositifs invasifs tels que les cathéters et les personnes immunodéprimées en
raison de maladies chroniques ou de chimiothérapie anticancéreuse.

De plus les agents pathogeénes émergents et les nouvelles souches sont une
préoccupation importante. Il est remarquable que les norovirus, Campylobacter et Legionella
¢taient en grande partie inconnus en tant que pathogénes humains avant les années 1970,
tandis que d’autres, comme E. coli O157 et O104, ont émergé au cours des décennies
suivantes. Le dernier en date étant le virus Zika (612). Les agences du monde entier
reconnaissent que, pour les menaces telles que les nouvelles souches de grippe, le SRAS
(syndrome respiratoire aigu sévere) et le virus Ebola, I'hygiéne est une premiére ligne de

défense pendant la crise avant que des mesures de masse telles que la vaccination ne
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deviennent disponibles (613). Comme vu précédemment, il est a signaler que ces infections
qualifiées par Rook « de foule » ne sont en rien bénéfiques a la mise en place des fonctions
immunitaires dans la petite enfance. La faible dose infectieuse observée pour plusieurs agents
pathogenes émergents, tels que E. coli O157 et le norovirus, est une préoccupation

supplémentaire qui souligne le role que peut jouer I'hygi¢ne dans la prévention. (614, 615)

Auparavant nous avons signalé que 1’utilisation d’antibiotiques n’était pas souhaitable
dans les premiers mois de vie ou du moins qu’elle devait étre limitée au maximum au vu de
ses conséquences sur les flores microbiennes.

La résistance aux antibiotiques est un autre facteur allant dans ce sens et elle est une priorité
mondiale (616). L’hygiene répond a ce probléme en réduisant le besoin de prescrire des
antibiotiques et en limitant la propagation «silencieuse» des souches résistantes aux

antibiotiques dans la communauté et les hopitaux. (617)

7) Futures thérapies et probiotiques

Puisque le mode de naissance a un impact important, il est fort probable que des
interventions ciblées auront des avantages largement bénéfiques et durables. Par exemple,
l'inoculation de nourrissons nés de césariennes non urgentes avec les sécrétions vaginales de
leur mére leur laisse un microbiote plus semblable aux nourrissons nés par voie vaginale que
les nourrissons nés de césariennes sans avoir €té inoculés. (618)

Au cours des derniéres décennies, l'évitement des allergenes par des mesures
d’éviction a été considéré comme une mesure prophylactique basique pour prévenir
l'apparition de symptdmes allergiques. Récemment, le concept de "tolérance immunitaire" a
remplacé cette théorie ancienne et l'induction de la tolérance par exposition est la méthode
appropriée pour la prévention des maladies atopiques, par le biais de probiotiques tels que les
bifidobactéries, les helminthes et les mycobactéries saprophytes. (619, 620)

Il est évident que pour des raisons de santé publique, I'abandon des pratiques
médicales et hygiéniques notamment en maticre de protection personnelle ou collective
(assainissement de 1’eau par exemple) actuelles n'est pas souhaitable. En conséquence, des
alternatives n’impliquant pas un risque infectieux, telles que les probiotiques, sont de plus en
plus suggérées et étudiées pour fournir la stimulation microbienne nécessaire.

Nous avons vu précédemment que plusieurs types de microbes sont utiles au

développement du systéme immunitaire d’un enfant. Ce sont notamment les théories de
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I’hygicne, et des vieux amis qui permettent de comprendre quelles peuvent étre les pistes a
¢tudier pour élaborer des probiotiques. La littérature récente concentre son intérét sur les
propriétés immunologiques de micro-organismes relativement inoffensifs, notamment les
lactobacilles et les bifidobactéries, les helminthes et les mycobactéries saprophytes
susceptibles d’orienter les réponses immunitaires vers 1'immuno-régulation en induisant des
cellules Treg, plutdt que de provoquer une réponse immunitaire pro-inflammatoire. Pour cette
raison, de nombreuses recherches ont été effectuées avec plus ou moins de réussite sur
l'utilisation de probiotiques pour promouvoir I'immuno-régulation dans les maladies
atopiques, telles que la dermatite atopique, l'eczéma et l'allergie alimentaire, ainsi que dans les
maladies inflammatoires telles que les MICI, la polyarthrite rhumatoide, I’eczéma et 'asthme.
(172, 621, 622, 623, 624)

Les probiotiques sont des bactéries vivantes qui, lorsqu'elles sont administrées, sont
parfois bénéfiques pour la santé de 1'hote, bien que les résultats soient a nuancer. Cependant,
des recherches sur des modeles animaux utilisant des probiotiques ont montré leur capacité a
atténuer les symptomes de la maladie atopique, de la rhinite allergique, des MICI et du DT1
(625, 626, 627, 628, 629, 630, 631, 632, 633). En revanche, les recherches effectuées a ce jour
réveélent de nombreuses lacunes dans la thérapie probiotique, probablement en raison de
phénotypes de maladie individualisés qui peuvent ou non étre liés a I'espéce microbienne

spécifique testée. (634, 635, 636)

7.1) Utilisation de prébiotiques

Les prébiotiques sont des produits chimiques ou des composants alimentaires comme
par exemple l'inuline, la pectine, les GOS/FOS (galacto-oligosaccharide et fructo-
oligosaccharide) qui sont des oligosaccharides, et qui ne sont pas métabolisées par les
enzymes de l’organisme, mais qui jouent un role important dans la croissance et la
prolifération du microbiote intestinal (637). Ces molécules peuvent induire la production
d’acides gras tels que les SCFA par les microbes intestinaux, dont il a été prouvé qu'ils
favorisaient la différenciation des lymphocytes T FoxP3 + (638, 639). Il a ét¢ montré par
exemple, qu’une supplémentation avec des prébiotiques pouvait réduire 1’inflammation des

voies respiratoires et diminuer les phénomenes d’inflammations allergiques. (96, 640, 641)
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7.2) Traitements par probiotiques

Dans une ¢étude de Kalliomiki M et al, chez des enfants génétiquement a risque de
maladie atopique avec des antécédents familiaux, un probiotique, Lactobacillus GG, a été
inoculé aux femmes enceintes et aux enfants au cours des six premiers mois de leur vie.
L'administration du probiotique Lactobacillus GG a diminué de manieére conséquente la
dermatite atopique et les symptdmes cliniques jusqu’a quatre années apres. (642, 643)

La microflore intestinale pourrait alors constituer une source d’immunomodulateurs et de
probiotiques naturels. Kallioméki suggére en plus que I’effet préventif de Lactobacillus sur
I’eczéma atopique s’étend au-dela de la petite enfance.

Dans un essai effectué par Abrahamsson, 1'administration de Lactobacillus reuteri a
des femmes enceintes et a leurs nourrissons diminuait la sensibilisation atopique et I'eczéma a
I'age de 2 ans mais n'avait aucun effet sur les allergies respiratoires a I'dge de 7 ans. (634,
644). Dans une autre étude, un ensemble de plusieurs probiotiques a ét¢ administré a des
femmes enceintes et a leurs enfants a haut risque d'allergie. Les probiotiques ont réduit la
proportion d'enfants qui ont développé une maladie allergique associée aux IgE. (643)

Des modeles animaux et expériences sur I’homme dont celles citées ci-dessus appuient
le concept d'utilisation de probiotiques en fin de grossesse et en bas age pour modifier le
risque de développer une maladie allergique ou un asthme dans les familles & haut risque.
Cependant il est difficile encore de recommander une souche, un dosage ou une durée de

traitement spécifiques.

7.3) Thérapies symbiotiques

Les thérapies symbiotiques consistent en une combinaison prébiotiques et
probiotiques. Kivit est ses collaborateurs ont utilis¢ un modele murin d'allergie au lait de
vache, et ont montré que les souris auxquelles a ét¢ administrée une combinaison symbiotique
constituée d’oligosaccharides GOS et FOS (galacto-oligosaccharide et fructo-oligosaccharide)
ainsi que Bifidobacterium breve, ont présenté une atténuation de la réaction cutanée aigué et a
une baisse de la dégranulation des mastocytes. Des résultats similaires ont ét¢ mesurés chez
des humains nourris avec le mélange symbiotique, suggérant un mécanisme par lequel ce
traitement pourrait protéger efficacement I'homme de la dermatite atopique (645). A l'inverse,

un essai clinique utilisant un mélange similaire, Immunofortis®, n'a révélé aucune différence
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de sévérité de la dermatite atopique entre le groupe ayant regu le produit symbiotique et le
groupe placebo. (646)Cependant, ce groupe de recherche a découvert par la suite chez des
nourrissons atteints de dermatite que la supplémentation avec ce mélange pendant 12
semaines ¢€tait corrélée a la diminution de la prévalence de l'utilisation de médicaments pour
la respiration sifflante et I'asthme aprés un an (647). Les symbiotiques sont également des
traitements potentiels pour les pathologies inflammatoires de I’intestin. Dans le cadre d'une
¢tude impliquant 18 patients atteints de rectocolite hémorragique active, une thérapie
symbiotique a court terme associant Bifidobacterium longum et de l'inuline-oligofructose a
réduit de manicre significative les biomarqueurs inflammatoires chroniques de la maladie,

notamment les niveaux de TNFa et d'IL-1. (648)

7.4) L’utilisation des helminthes

A ce jour, les essais cliniques ont mis ’accent sur I’utilisation de I’infection par les
helminthes vivants comme stratégie améliorante plutdt que préventive.

Nous avions vu dans la partie traitant de la vaccination, que ces helminthes avaient un fort
potentiel de diminution de la réactivité au vaccin, en induisant un profil immunitaire de
tolérance immunitaire. Chez les souris et les humains infectés par les helminthes a un age
précoce, la mise en place d’une réaction immunitaire était entravée par I’influence de ces
helminthes qui induisait la différenciation de lymphocytes T en cellules Treg. (649, 650)

Des essais cliniques visant a déterminer I’action et l'efficacité d'infections a helminthes
vivants ont €ét¢ menés chez des patients atteints de maladie de Crohn, de rectocolite
hémorragique et de sclérose en plaque. Fleming et al en 2019 ont montré une amélioration des
symptomes, trés variable cependant selon les patients. (651, 652)

L'administration d'ovules de Trichuris suis semblait réduire 1'inflammation intestinale chez un
petit nombre de patients atteints de ces pathologies, et I'administration de larves de N.
americanus a des patients atteints de maladie de Crohn entrainait une amélioration. (653, 654,
655, 656)

Les helminthes vivants libérent une série de produits immunomodulateurs qui ont des
effets suppresseurs dans les modeles expérimentaux de maladie allergique et de colite
expérimentale (657). Chez les souris utilisées comme modeles expérimental d’asthme
provoqué par I’ovalbumine et un champignon allergéne : Alternaria alternata, 1’administration

d’un nématode intestinal, H. polygyrus, était suffisant pour supprimer la prolifération des
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¢osinophiles au niveau pulmonaire et modifier I'histopathologie en réponse a une provocation
par un antigéne. McSorley et al ont en effet montré que cet helminthe inhibait fortement
I’allergie médiée par la voie Th2, en inhibant la sécrétion d’IL-33, IL-4, IL-5 et IL-13, ainsi
que des cellules lymphoides innées. En outre, ’administration de I’helminthe était capable
d’inhiber la réponse allergique s’il était administré 6h avant 1’allergéne (658, 659). 1l a
¢galement été démontré que les produits solubles provenant de différents helminthes
réduisaient la sévérité de la maladie dans les modeles murins de rectocolite induite. (660, 661,
662, 663)

L'infection de souris par des helminthes vivants tels que H.polygyrus entraine une
perturbation marquée de la composition du microbiote intestinal, suggérant que les effets
immunosuppresseurs consécutifs a une infection par helminthes pourraient étre dus a une

modulation indirecte du microbiote. (627, 664, 665)

7.5) L’importance constante de I’age

Le contexte immunitaire inhérent au début de la vie évoqué dans cette these, et les
paramétres pouvant influer sur lui tels que le régime alimentaire et I'exposition aux
antibiotiques, suggerent que l'utilisation d’helminthes, de pro-, pré et symbiotiques avant 1'dge
d’ apparition de la maladie pourrait étre utile pour prévenir son développement. Il est fort
probable que les interventions survenant trop tard dans la vie ou apres l'apparition de la
maladie peuvent étre inefficaces aprés la fermeture de la fenétre d’opportunité, lors du
développement d’un syst¢tme immunitaire mature. Cette fenétre de développement pourrait
étre déterminé par des modifications épigénétiques de facteurs spécifiques, régulés par des
agents microbiens, tels que le géne CXCL16 décrit par Olszak et al (133). Comme vu
précédemment, cela suppose que les traitements a base de microbes visant a protéger contre
les maladies inflammatoires sont sensibles a 1'dge. (605, 666)

En raison de la multiplicité des facteurs en cause, les stratégies de préservation ou de
manipulation du microbiote qui est lui-méme spécifique de chaque individu, nécessiteront
probablement une approche personnalisée, adaptée aux facteurs génétiques et de style de vie

de chacun. (667)
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CONCLUSION

Compte tenu du nombre de pathologies inflammatoires d’origine immunitaire
rencontrées en pratique dans les pharmacies, il m’a paru important de faire une revue des
diverses théories pouvant les expliquer. Ces pathologies sont causées par des facteurs
génétiques et environnementaux, mais 1’on sait aujourd’hui que les comportements
individuels en début de vie peuvent avoir une influence considérable a 1’age adulte.

Cette theése avait donc pour objectif d’identifier les causes possibles de développement de ces
pathologies durant la petite enfance, par 1’é¢tude de I’exposition aux antigénes de
I’environnement qui contribuent a fagconner le systéme immunitaire d’un individu. Cette thése
constitue donc une revue des différentes hypotheses et nouvelles découvertes qui permettront
a ’avenir de mieux appréhender la santé¢ d’une population en fonction de son environnement
et de ses pratiques individuelles et collectives. En pratique, elle permet d’identifier certains
critéres tels que le mode de naissance, pour connaitre la susceptibilité d’un patient concernant
I’allergie ou la pathologie auto-immune, de conseiller sur les pratiques d’hygiéne pour les
enfants, leur alimentation et, a 1’avenir, conseiller des compléments alimentaires capables de

mieux prendre en charge les pathologies des patients.
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