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Abstract

The neonatal gut microbiome is now recognized as a crucial player in the development of the
infant’s immune, metabolic, and neurological systems. Its composition is influenced from birth
by various perinatal factors, including mode of delivery, antibiotic exposure, feeding practices,

and the surrounding environment.

This descriptive study aimed to investigate the associations between maternal and neonatal
factors and the early development of the gut microbiome. Data were collected through a
structured questionnaire completed by 60 mothers, covering clinical, obstetrical, and nutritional
aspects. The analysis identified correlations between these variables and certain health outcomes

in newborns, particularly allergic manifestations.

Findings revealed the significant impact of antibiotic use during pregnancy, breastfeeding
duration, and place of delivery on the establishment of a healthy gut microbiome. These results
emphasize the importance of maternal education and preventive strategies to support microbiome

balance during the critical neonatal period.
In conclusion, the study highlights the relevance of early microbiological monitoring and
increased awareness of perinatal health practices to promote optimal infant health outcomes in

both the short and long term.

Keywords: microbiome, newborn, delivery, breastfeeding, antibiotics, dysbiosis, infant health.



Résumé

Le microbiome intestinal du nouveau-né est aujourd’hui reconnu comme un acteur clé dans le
développement immunitaire, métabolique et neurologique de I’enfant. Dés la naissance, sa
composition est influencée par divers facteurs périnataux tels que le mode d’accouchement,
I’exposition aux antibiotiques, le type d’alimentation, ainsi que 1’environnement immédiat du

nourrisson.

Ce travail s’inscrit dans une approche descriptive visant a explorer 1’association entre certains
facteurs maternels et néonataux et le développement du microbiote intestinal chez le nouveau-né.
A travers un questionnaire structuré adressé a un échantillon de 60 méres, nous avons recueilli des
données cliniques, obstétricales et nutritionnelles, permettant d’identifier des éléments de
corrélation entre ces variables et certains troubles de santé observés chez les nourrissons,

notamment les manifestations allergiques.

Les résultats obtenus montrent I’impact notable de I’utilisation des antibiotiques pendant la
grossesse, de la durée de I’allaitement, et du lieu d’accouchement sur la mise en place du
microbiote intestinal. Ces observations soulignent I’importance de stratégies de prévention et
d’éducation maternelle pour préserver cet équilibre microbien essentiel dés les premiers jours de

vie.

En conclusion, cette étude met en évidence I’intérét d’un suivi microbiologique néonatal précoce
et d’une sensibilisation accrue aux bonnes pratiques périnatales, en vue d’optimiser la santé

infantile a court et a long terme.

Mots-clés : microbiome, nouveau-né, accouchement, allaitement, antibiotiques, dysbiose, santé

infantile.
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Introduction

Introduction

Au cours des derniéres décennies, 1’intérét scientifique pour I’étude des interactions complexes
entre 1’étre humain et les micro-organismes vivant dans son corps n’a cessé de croitre, en
particulier ceux qui colonisent le tractus digestif et que I’on désigne aujourd’hui sous le terme de
microbiome intestinal. Ces micro-organismes ne sont plus pergus comme de simples agents
opportunistes, mais comme un Véritable « organe invisible » jouant un réle central dans la
digestion, la régulation immunitaire, le développement neurologique, et pouvant étre impliqués

dans diverses pathologies comme le diabéte, I’obésité ou les allergies.

Parmi les axes de recherche récents, le microbiome du nouveau-né suscite un intérét croissant, car
de nombreuses études montrent que sa composition se forme dés les premiers jours, voire les
premicres heures de vie, et qu’elle est influencée par de multiples facteurs : mode d’accouchement,
type d’allaitement, environnement immédiat, utilisation d’antibiotiques, état de santé maternel,
etc. Comprendre I’influence de ces facteurs est essentiel pour anticiper certains déséquilibres

microbiens précoces aux conséquences potentiellement durables.

Dans ce contexte, notre étude vise a explorer cette thématique a travers une approche de terrain
basée sur un questionnaire adressé aux meres de nouveau-nés. Ce questionnaire nous a permis de
collecter des données relatives aux habitudes de vie, aux conditions de naissance, a 1’alimentation,
et a d’autres variables susceptibles d’impacter la composition du microbiome. L’analyse statistique
de ces données vise a dégager des tendances et des corrélations a la lumiére des connaissances

théoriques actuelles. Dés lors, notre problématique se formule comme suit :

Quels sont les facteurs susceptibles d’influencer le développement du microbiome intestinal chez

le nouveau-né, tels que révélés par les données d’un questionnaire de terrain ?
Pour y répondre, ce mémoire est structuré en deux grandes parties :

= Une partie théorique, qui présente les concepts clés liés au microbiome, ses fonctions, son
évolution chez le nourrisson, ainsi qu’un état des lieux des recherches les plus récentes dans ce

domaine.

= Une partie pratique, ou nous exposons notre méthodologie, I’outil de collecte (le questionnaire),

I’analyse des résultats obtenus.

Nous espérons que cette étude contribuera a enrichir la réflexion autour d’un sujet émergent en
microbiologie appliquée, et qu’elle servira de base a de futures recherches plus approfondies,

combinant données cliniques et analyses biologiques, au service de la santé néonatale.
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Partie bibliographique Chapitre | : Le microbiote intestinal — Généralités

Chapitre I. Le microbiote intestinal

I.1. Définition et composition du microbiote intestinal
1.1.1. Définition du microbiote

Le microbiote de I'homme, qui compte approximativement 10714 bactéries, doit étre complété par
la présence de virus et de champignons, le tout constituant une masse d'environ un kilogramme.
L'analyse et I'étude de ces bactéries intestinales montrent que seulement 20 % d'entre elles sont
cultivables en utilisant les méthodes bactériologiques traditionnelles. Les avancées en matiere
d'analyse et la réduction ont permis de surmonter ces obstacles et de lancer des recherches a large
échelle (Qin et al., 2010). La premiére métaséquence du microbiome intestinal humain a été
publiée, résultant de lI'analyse des échantillons fécaux de 124 participants européens et de la
caractérisation de plus de 3,3 millions de génes provenant d'environ 1 000 espéces distinctes. On
emploie les techniques suivantes : le processus d'amplification PCR des sections variables de
I'ADN qui codent pour les ARN ribosomiques 16S, ainsi que le séquencage a grande échelle des
ADN extraits d'échantillons fécaux (initiative METAHIT) (The Human Microbiome Project
Consortium). On a regroupé les genes identifiés en 741 unités métagénomiques (MGU), dont 85
% étaient auparavant inconnues. De plus, 257 génomes ont été reconstitués on a également
caractérisé 6 640 petites MGU, correspondant a des phages ou des plasmides (Blottiere et al.,
2013).

Le foetus humain se développe dans un liquide amniotique stérile ; la colonisation initiale de son
systeme digestif dépend du mode d'accouchement : par voie vaginale, le nourrisson est d'abord
Les nouveau-nés mis au monde par voie vaginale sont colonisés par des bactéries qui reflétent
principalement la flore vaginale maternelle, tandis que ceux nés par césarienne acquierent plutét
une flore d’origine cutanée. Cette différence dans le mode d'accouchement est associée a un
microbiote intestinal moins diversifié et moins mature chez les bébés nés par césarienne jusqu'a
un tiers de moins a 1’age d’un mois, avec notamment une diminution marquée des populations de

bifidobactéries, de Bacteroides fragilis (El Kaoutari et al., 2014).

Apreés six mois, les différences ne sont plus significatives. Ces disparités durant les six premiers
mois de l'existence peuvent avoir des répercussions sur le systeme immunitaire et augmenter le
risque d'apparition de diverses maladies (infections, allergies, diabéte de type 1, etc.).
La flore bactérienne chez le nouveau-né se developpe en fonction de divers facteurs tels que
I'environnement (Escherichia, streptocoques), I'alimentation lactée (si le lait maternel est donné,
on observe une augmentation des bifidobacteries et une réduction des bactéroides et coliformes,
alors que ces trois especes sont présentes en concentrations a peu pres équivalentes dans les laits

2
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industriels), le niveau d'hygiene de la meére, une éventuelle hospitalisation et les traitements
médicaux administrés. Le sevrage représente une phase cruciale dans le développement du
microbiote de I'enfant, car il marque I'introduction d'aliments variés (Iégumes, viandes, féculents)
dans son régime alimentaire. A cette période, on considére que le microbiote est stabilisé et en
équilibre entre la deuxiéme et la troisieme année. Par la suite, ce dernier évolue chez chaque
individu en fonction de divers éléments : patrimoine génétique de l'individu, alimentation,
environnement... (Lagier et al.,2012). Ainsi, les conditions de vie ont un impact significatif sur le
microbiote ; la densité de ce dernier est par conséquent beaucoup moins importante chez les enfants

nord-américains comparativement a celle des enfants africains (Yatsunenko et al., 2012).
1.1.2. Principales especes microbiennes

L'écosystéme intestinal est dynamique, et sa composition peut fluctuer considérablement au fil du
temps (Costello et al.,2013), en fonction des états physiopathologiques et/ou des modifications de
I'alimentation. La grande variation de sa composition observée entre les individus rend notre
compréhension de l'organisation et des rbles du microbiote particuliéerement complexe
(Koropatkin et al., 2014).

Cependant, lorsque I’analyse se fait a un niveau taxonomique plus large, tel que le genre ou surtout
le phylum (qui se situe entre le régne et la classe dans la classification biologique), la diversité du
microbiote intestinal entre les individus semble moins significative. Les diverses études indiquent
que parmi les 50 phylums bactériens identifiés, quatre se distinguent par leur prévalence et leur
présence commune dans le microbiote intestinal distal : (1) Firmicutes : principalement les genres
Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Butyrivibrio et Faecalibacterium ; (2) Bacteroidetes :
surtout Bacteroides, Prevotella et Porphyromonas ; (3) Actinobacteria (Bifidobacteria) ; et (4)
Proteobacteria (Escherichia). Bien que ces principaux phylums soient presque omniprésents dans
le microbiote, leurs proportions peuvent varier grandement d'un individu a l'autre. Une analyse
menée sur un groupe de 242 volontaires américains en bonne santé, dans le contexte du projet de
microbiome humain, révéle que la proportion des Firmicutes peut fluctuer de 90 % a moins de 10
% d'une personne a l'autre, tandis que celle des Bacteroidetes tend a varier dans le sens opposé (El
Kaoutar et al., 2014). Cela offre une perspective nuancée sur les conclusions de recherches qui
semblent établir un lien entre des maladies telles que I'obésité et une diminution du nombre de

Bacteroidetes dans le microbiote intestinal.

Finalement, compte tenu de la complexité et du caractére clos du microbiote en tant que systéme
écologique, il apparait que chaque interaction entre les microbes et I'n6te est marquée par une co-

évolution constante influencée par divers événements survenant au cours de la vie de I'hote (E.
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Ley et al.,2006). Chaque individu développe un microbiote unique en raison de ce processus de

co-évolution.

Contrairement a l'abondante diversité taxonomique, la diversité fonctionnelle du microbiote
intestinal est moins significative entre les individus. Cette ressemblance des profils fonctionnels
du microbiote a facilité l'introduction de I'idée d'un microbiome fonctionnel central ou core
microbiome au lieu d'un core microbiota (noyau phylogénétique) (kurokawa et al., 2007).
Ce noyau fonctionnel est composé de groupes de genes qui sont systématiquement présents en
quantité similaire dans le microbiote de différents individus, malgré des profils taxonomiques
distincts. L'existence d'un noyau fonctionnel s'accompagne d'une stabilité fonctionnelle
probablement attribuable & la redondance fonctionnelle, ou des dizaines, méme des centaines, de
geénes bactériens pourraient coder pour la méme fonction (Turnbaugh et Gordon, 2009).

1.1.3. Répartition du microbiote dans I’intestin

L'intestin gréle : La proportion de streptocoques augmente dans le duodénum mais le microbiote
reste rare (10*-10°) car le chyme gastrique est trés acide, la bile est toxique pour de nombreux
micro-organismes et le liquide pancréatique contient une série d'enzymes qui pourraient
littéralement digérer le micro-organisme essayant de s'établir a cet endroit. Dans le jéjunum, la
concentration bactérienne augmente et les lactobacilles et les streptocoques prédominent. Dans
I'iléon, la concentration et la diversité des micro-organismes résidents augmentent rapidement et

reflétent progressivement ce qui est présent dans le cblon (Margolles et Suarez, 2021).

Gros intestin : La densité et la diversité microbiennes sont énormes. L'acidité a pratiqguement
disparu, les composants toxiques de la bile ont été réabsorbés grace a la circulation entéro-
hépatique et surtout, le flux du contenu intestinal ralentit, ce qui favorise I'accumulation de micro-
organismes (Sommer et Backhed, 2013). Le microbiote est dominé par les bactéries, mais on y
trouve également des archées (responsables de la production de méthane), des levures du genre
Candida et divers micro-organismes et divers protozoaires (principalement des amibes et des
coccidies) (tableau 1). Parmi les embranchements bactériens, les plus abondants sont les
Firmicutes (principalement de l'ordre des Clostridiales comme Faecalibacterium prausnitzii) et
les Bacteroidetes (dont les principaux représentants sont Bacteroides et Prevotella comme
principaux représentants). Ces deux groupes constituent environ 80 % de la communauté
microbienne totale (40 % chacun). Les actinobactéries (représentées par Bifidobacterium spp.)
peuvent représenter 10 % supplémentaires. Les groupes bactériens moins abondants comprennent
les protéobactéries (principalement les Enterobacteriaceae) et les Verrucomicrobia (Akkermansia
muciniphila), avec des concentrations inférieures a 3 % dans chaque cas (Margolles et Suarez,
2021).
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Tableau 1.1.3.1. Diversité taxonomique des microorganismes représentatifs du microbiote
indigéene (Margolles et Suarez, 2021)

Domaine | Le Royaume | Phylum Classe Example

Archaea Archaea All Méthanobactéries Les méthanogénes intestinaux
Euryarcheota
B.XII. Gammaproteobacteria | gscherichia (colon)

Proteobacteria

Epsilonproteobacteria | Helicobacter (estomac)

Clostridia Lachnospira,Faecalibacterium,
B.XIL Roseburia (colon)
Firmicutes . . o .
Bacilles Lactobacillus(vagin,intestin
gréle), Staphylococcus (peau),
Streptococcus (bouche)
Bacteria Bacteria
B.XIV. Actinobactéries Bifidobacterium(colon),

Propionibacterium(peau,colon),
Corynebacterium(peau),
Gardnerella (vagin)

Actinobactéries

B. XX. Bacteroidetes Bacteroides, Prevotella (colon)

Bacteroidetes

B. XXIlI. Verrucomicrobiae Akkermansia (colon)

Verrucomicrobia

Rhizopode Amebas  comensales(bouche,

Protiste Protozoaires intestin)
Mastigophora Giardia (duodénum)

Eucaryote . .
Ascomycota Saccharomycetes Candida (vagin, bouche, colon)
Champignons
Pl Basidiomycot Exobasidiomycétes Malassezia (peau)
Animaux Arthropode Arachnida Demodex (acariens de la peau)

1.2. Historigue et évolution des connaissances

La premiére preuve scientifique que les microbes font partie du corps humain normal remonte au

milieu des années 1880 (figure 1).

Le pédiatre autrichien Theodor Escherich a identifié une bactérie dans les intestins d'enfants en
bonne santé et de ceux souffrant de diarrhée. Cette bactérie a ensuite été baptisée Escherichia coli
(Shulman et al., 2007). La découverte d'E. coli a jeté les bases de I'étude des micro-organismes

intestinaux.
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L’étude des micro-organismes intestinaux. Bientot, Veillonella parvula (1898) (Veillon et Zuber,
1898) et les bifidobactéries (1899) (Tissier, 1899) ont également été isolées.

Les nombreux autres microbes ont été isolés des voies nasales, buccales, cutanées, gastro-

intestinales et urogénitales et décrits comme faisant partie du microbiome humain.

En 1965, Dubos et al. Ont publié des images microscopiques de tissus congelés dans I'estomac de
rats, montrant de nombreuses bactéries en forme de batonnets ou de bulbes attachées a la muqueuse
gastrique. Suggere leur importance et leur caractere irremplacable. D'autres expériences sur des
rats et des jeunes porcs ont montré que ces animaux ont également des niveaux élevés de bactéries
lactiques dans leur tractus gastro-intestinal. Dubos pensait que certains composants de la flore
gastro-intestinale étaient parvenus a une symbiose avec I'héte au cours du processus d'évolution,
ce qui était le cas pour les bactéries lactiques. L’hote au cours de 1'évolution, ce qui constitue la
véritable flore endophyte. La découverte de Dubos a confirmé la présence de bactéries dans les

organismes vivants et a incité a poursuivre les recherches sur les bactéries vivantes.

En 1992, Bocci a proposé pour la premiere fois que la microflore intestinale ait la méme fonction
métabolique que des organes virtuels, et I'a considérée comme « I'organe humain négligé ». Les
chercheurs ont progressivement réalisé I'importance de la microflore intestinale dans son ensemble
pour héberger le tractus intestinal. Bocci a souligné que les traces de lipopolysaccharide sécrétées
par le microbiote pouvaient activer le systeme immunitaire et prévenir I'infection et le cancer des

hobtes.

Un projet international, le Human Microbiome Project (HMP) (Lu, 2020), a été lancé en 2007. Ce
projet visait a caractériser les micro-organismes et leur role dans le corps humain gréce a la récente
technologie de séquencage du génome entier. Ce projet a permis de faire progresser
considérablement la recherche sur le microbiote, puisque quelque 200 espéces bactériennes
membres du microbiote ont été nouvellement identifiées au cours des trois premieres années du
projet. A ce jour, de plus en plus d'espéces de microbiote et leurs rdles dans la santé humaine sont

découverts, et les connaissances sur le microbiote se développent rapidement.
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Figure 1.2.1.Histoire de I'étude du microbiote(Lu, 2020).

1.3. Physiologie du microbiote chez I’homme
1.3.1. Fonctions métaboliques

Le microbiote intestinal tire son alimentation de plusieurs sources (tableau 1). Il s'agit notamment
des composants alimentaires ingérés (glucides, protéines et lipides) et des composants dérives de
I'n6te, notamment les cellules épithéliales et le mucus. Le microbiote intestinal utilise ces substrats
pour générer I'énergie nécessaire aux processus cellulaires et a la croissance. Au cours du
processus d'utilisation de ces substrats, le microbiote produit plusieurs métabolites qui influencent
la santé humaine et le métabolisme. La fermentation des glucides entraine la production d'acides
gras a chaine courte (AGCC) qui sont utilisés par I'n6te (Ramakrishna et Roediger 1990). La
fermentation des protéines donne lieu a des métabolites phénoliques qui peuvent exercer des effets
délétéres sur I'h6te (Windey et al., 2012). L'intestin et le foie ont la capacité de détoxifier ces
métabolites (Ramakrishna et al 1989). Le microbiote intestinal synthétise également plusieurs
molécules telles que la vitamine K et les constituants de la vitamine B (LeBlanc et al., 2013).
Certains d'entre eux peuvent contribuer directement a la nutrition humaine grace a leur absorption

au niveau de l'intestin.

Dans I'étude (Arumugam et al., 2011) dans laquelle trois entérotypes du microbiote intestinal

humain ont été identifiés, I'analyse des voies métaboliques a abouti a des conclusions intéressantes.

Elle suggére que les microbes de I'entérotype 1 tirent principalement leur énergie de la
fermentation des hydrates de carbone et des protéines, car ils sont enrichis en génes représentant
les enzymes saccharolytiques, les galactosidases, les hexosaminidases, les protéases et les enzymes
des voies de la glycolyse et du pentose phosphate. Les entérotypes 2 et 3 ont eté considérés comme

tirant leur énergie principalement de la dégradation des mucines, bien que le dernier ait
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probablement aussi le potentiel d'utiliser des hydrates de carbone par fermentation en raison de la

présence d'un nombre important d'especes de Bacteroides.

L'entérotype 1 était enrichi en enzymes impliquées dans la biosynthése de la biotine, de la
riboflavine, du pantothénate et de I'ascorbate, tandis que I'entérotype 2 était enrichi en enzymes
impliquées dans la biosynthése de la thiamine et du folate. Les enzymes de dégradation de I'amidon

augmentent avec I'age, ce qui est cohérent avec I'évolution des habitudes alimentaires.

Tableau 1.3.1.1.Nutriments microbiens dans le colon humain(Ramakrishna, 2013)

Source Nature Composants Quantité par
jour (9)
Diététique Amidon résistant RS de type 1: granules d'amidon entourés d'une matrice végétale  8-40
(RS, résistant a la  indigeste.
digestion par Type 2 RS : sous forme naturelle d'amidon & haute teneur en
I'amylase) amylose dans le mais, le riz, etc.

Type 3 RS : amidons cristallisés obtenus par des procédés de
cuisson et de refroidissement uniques.
Type 4 RS : amidon modifié chimiquement par estérification,
réticulation ou transglycosylation.
Polysaccharides Celluloses 8-20
non amylacés Hémicelluloses
Gommes
Pectines
Xylanes
Mannanes
Glucanes
Mucilages
Sucres et alcools Lactose 2-10
de sucre non Fructose
absorbeés Sorbitol
Lactitol
Mannitol
Maltitol
Xylitol
Oligosaccharides ~ Fructooligosaccharides 2-8
Raffinose
Stachyose
Inuline
Polydextrose (utilisé dans I'industrie alimentaire)

Chitines et sucres aminés 1-2
Protéines Protéines alimentaires 3-9
Sécrétions gastro-  Protéines Enzymes et protéines et peptides sécrétés, y compris les 4-6
intestinales immunoglobulines, les peptides antimicrobiens, etc.
Glycoprotéines Mucus 2-3
Multiple Cellules épithéliales décollées 20-30

La quantité par jour indiquée dans la derniére colonne est la quantité totale approximative qui pénétre dans le célon par jour pour

chaque grande catégorie de nutriments spécifiée dans la colonne 2.
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1.3.2. Production de vitamines et digestion

Bien que le séquengage et I'assemblage de génomes entiers aient été historiquement utilisés pour
I'étude d'organismes uniques, des rapports recents ont montré la validité de cette approche pour
étudier des communautés microbiennes mixtes (Backhed et al., 2005). Dans ce contexte,
I'échantillonnage des informations génétiques du microbiote intestinal humain, également connu
sous le nom de microbiome intestinal humain, nous a permis de mieux comprendre les
caractéristiques genétiques des bactéries entériques (Gill et al., 2006). Afin de déterminer si et
dans quelle mesure le microbiome entérique présente des caractéristiques physiologiques qui n'ont
pas été développées par son hote humain, le potentiel métabolique des séquences microbiennes a
été analysé par la classification de tous les genes microbiens identifiés sur la base de I'encyclopédie

des génes et des génomes de Kyoto et des groupes orthologues groupés (COG).

Ces analyses ont montré que le microbiome intestinal distal de deux sujets est enrichi d'une variété
de COGs impliqués dans la synthése d'acides aminés essentiels et de vitamines, tels que ceux
nécessaires a la synthése du désoxyxylulose 5-phosphate (DXP), un précurseur des vitamines
thiamine et pyrodoxal (Gill et al., 2006). Récemment, la combinaison de 22 métagenomes fécaux
nouvellement séquencés provenant d'individus de quatre pays a permis d'identifier trois groupes
robustes, appelés entérotypes, qui ne sont pas spécifiques a une nation ou a un continent. En
particulier, les voies du métabolisme des vitamines sont fortement représentées dans tous les
entérotypes, tandis que deux entérotypes sont particulieérement riches en genes qui spécifient les
enzymes biosynthétiques de la biotine, de la riboflavine et de I'acide folique pour la production de
biotine, de riboflavine, de pantothénate, d'ascorbate, de thiamine et de folate. Ces différences
phylogénétiques et fonctionnelles entre les entérotypes reflétent donc différentes combinaisons de
chaines trophiques microbiennes avec un impact probable sur les interrelations synergiques avec

I'néte humain (Arumugam et al., 2011).

Récemment, des études transcriptomiques visant a explorer les génes régulés des bifidobactéries
résidant dans des échantillons fécaux de sujets adultes ont identifié la présence de génes
bifidobactériens censés étre impliqués dans la biosynthése de plusieurs vitamines B et du folate,
qui sont fortement exprimés lorsque les bifidobactéries se trouvent dans leur niche écologique
naturelle (Klaassens et al., 2011). Etant donné qu'il est pratiquement impossible de quantifier ou
de démontrer la production de vitamines par des organismes individuels du microbiome humain a
I'aide de méthodes traditionnelles (par exemple, HPLC, tests microbiologiques), ces approches et
peuvent fournir des preuves de cette production de vitamines in situ, tout en permettant le

développement de méthodologies visant a augmenter leur production (Gosalbes et al., 2011).
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1.4. Déséquilibres microbiens et implications physiopathologiques
1.4.1. Concept de dysbiose a travers le microbiote intestinal

Levy et al. (2017) ont distingué trois types de dysbiose définis comme la « prolifération de
pathobiontes, la perte de commensaux ou la perte de diversité », tandis que Vangay et al. (2015)
ont distingué quatre types de dysbiose, a savoir « la perte de taxons clés, la perte de diversité, les
changements dans la capacité métabolique ou la prolifération de pathogenes ». Les pathogenes
sont définis ici comme des membres du microbiote commensal qui ont le potentiel de causer des
pathologies (Chow et Mazmanian, 2010). De nombreuses définitions ont tenté d'établir un lien
entre la dysbiose et la maladie, par exemple « la dysbiose est un changement dans la composition
des communautés commensales résidentes par rapport a la communauté trouvée chez les individus

sains » (Petersen et Round, 2014).

Une critique fondamentale sur l'utilisation du terme dysbiose a été formulée par Levy et al. (2017),
qui ont observé qu'il ne suffit pas de comparer des individus malades avec une cohorte de contrdle
sans maladie ; il faut en particulier des comparaisons entre différentes manifestations d'une méme
maladie. Cette demande permettrait d'obtenir un niveau d'association plus étroit sans toutefois
résoudre entierement le probléme de la cause ou de la conséquence. Ces auteurs ont également
appelé a des interprétations fonctionnelles plutét que taxonomiques du microbiote dysbiotique et

ont soulevé le point d'une forte dépendance contextuelle des observations.

En étudiant le lien entre la dyshiose pédiatrique et la maladie, VVangay et al. (2015) ont mentionné
des facteurs de confusion importants qui doivent étre pris en compte dans de telles analyses
microbiote-maladie, comme la maturation temporelle du microbiote intestinal et la dépendance de
la composition du microbiote sur le type d'accouchement (césarienne vs. Vaginale) (Chu et al.,
2017), sur le régime alimentaire (allaitement maternel vs Allaitement au biberon) et sur l'utilisation
antérieure d'antibiotiques. Une description détaillée du microbiote intestinal des nourrissons tenant
compte de ces facteurs a été fournie pour des nourrissons en bonne santé (Backhed et al., 2015) et
des Etats-Unis (Baumann-Dudenhoeffer et al., 2018). Une seule étude cas-témoins a documenté
une association de maladie du microbiote, a savoir la malnutrition chez les enfants du Bangladesh,
avec le développement de I'dge du microbiote en utilisant lI'apprentissage automatique sur les
données de séquence d'ARN 16S qui ont abouti a un « indice de maturité relative du microbiote ».
Les auteurs ont constaté une immaturité relative du microbiote chez les enfants souffrant de

malnutrition (Subramanian et al., 2014).
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1.4.2. Pathologies associées

On a récemment attribué la maladie de Crohn, une affection inflammatoire intestinale, a une
modification du microbiote intestinal. On observe chez les patients une diminution significative
des représentants du phylum Firmicutes dans leur microbiote, notamment de Clostridium leptum
(Subramanian et al., 2014) et Faecalibacterium prausnitzii, tant en termes de diversité que de
densite (Sokol et al., 2008). Toutefois, d'autres recherches de cohortes de patients atteints de la
maladie de Crohn remettent en question cette association négative entre F. prausnitzii et la maladie
de Crohn, suggerant plutét une augmentation marquée de la présence de cette bactérie
comparativement aux individus en bonne santé (Mukhopadhya et al., 2015). En outre, on
observerait une diminution de la prévalence du F. prausnitzii concomitante a I'amélioration
clinique de ces patients (Jia et al., 2010). Ces conclusions divergentes indiquent que les relations
entre le microbiote et les maladies sont plus compliquées que la simple évaluation de la réduction
ou l'accroissement de la présence d'une espéce bactérienne spécifique ou d'un ensemble particulier

de bactéries.
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Chapitre 11. Le microbiome chez le nouveau-né

I1.1. Généralité

Pendant de nombreuses années, il a été admis que le microbiote du nouveau-né était stérile a la
naissance, et que la colonisation ne débutait qu’aprés 1’accouchement, via le microbiote
environnemental, alimentaire et maternel (Martin et al., 2016). Cependant, les avancées scientifiques
récentes suggérent que I’exposition microbienne pourrait commencer in utero, et que les premiéres

bactéries coloniseraient déja le foetus avant méme la naissance (Jiménez et al., 2008).

A la naissance, ce microbiote initial est considéré comme un écosystéme simple, qui évolue
progressivement pour atteindre une grande diversité a 1’age adulte Ce processus de maturation est
influencé par plusieurs facteurs, tels que le patrimoine génétique de 1’individu, I’age gestationnel a la
naissance, I'utilisation d’antibiotiques, le mode d’accouchement, le type d’alimentation, ainsi que les

conditions environnementales. (Azad et al., 2013).

Parmi les premiers déterminants, le mode d’accouchement joue un réle clé. Les bébés nés par voie
vaginale sont majoritairement colonisés par les bactéries vaginales et fécales de leur mere, tandis que
ceux nés par césarienne sont d’abord exposés aux bactéries de 1’environnement hospitalier et du
personnel soignant. D'autres éléments tels que la prématurité, le niveau d’hygiéne et le milieu de
naissance influencent également la composition du microbiote intestinal néonatal (Penders et al.,
2006).

12



Partie bibliographique Chapitre II : Le microbiome chez le nouveau-né

188 S Kim et ol / Allergology international 74 (2025) 187196
Delivery Feeding Weaning Pets Environment Siblings
modes methods age
Vaginal VS C-section | Breastmilk VS Formula (<12month VS >12month] Yes Vs No|Rual VS Urban | Yes vs No
t Bifidobacterium | t Biidobacterium Bfidobacterium { |4 Peptostreptococe- |t Bifidobacterium t Bifidobacterium
Clostndium difficdeq t  Lactobacillus ?  Roseburia ' 000 Enterobactenaceae t| Enerobacteriaceae §
! Bactecoides Bacteroides t | ¢ Clostridum ' OW' Clostridiom ¢ Clostridium 1
fEschenchia-Shigella Clostridium ¢ | ¢ Bacteroides e it Enterococcus §
t Lactobacillus Enterococcys | 1 m
t Prevotella Emterobacteriaceae ¢
t  Sneathia Potential pathogenst

s

>
2
o
=
o
g :
o >
©
c
LE Bifidobacterium |
o2 Staphylococcus |
2 Enterococcus ¢
]
—
Antibiotics
Age (months)
| | | | | |
0 2 4 6 8 10 12

Figure 11.1.1.Développement du microbiome au cours de la premiére année de vie. Les taxons et la
diversité) fonctionnelle sont significativement influencés par le mode de naissance, la méthode
d'alimentation, les types d'aliments de sevrage (Kim et al.,2025).

11.2. Modalités d’acquisition initiale du microbiome (in utero, accouchement)

L’intérét croissant porté au microbiote intestinal découle de son rdle central dans plusieurs fonctions
physiologiques essentielles, ainsi que de son implication dans diverses pathologies liées a un
déséquilibre microbien. Cette prise de conscience a orienté les recherches vers la période néonatale,

aujourd’hui reconnue comme déterminante dans 1’établissement du microbiote.

La colonisation bactérienne du feetus semble débuter au moment de la rupture des membranes, peu
avant la naissance, et s’amplifie lors de I’accouchement, notamment par 1’exposition aux microbiotes
vaginal, fécal et cutané maternels, en fonction du mode d’accouchement. Ces premiéres communautés

microbiennes pourraient jouer un role fondamental dans la santé¢ a long terme de I’enfant et de la
13
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meére. Les premieres bactéries acquises influenceraient potentiellement I’expression génétique via des
modifications épigénétiques, en lien avec le concept de DOHaD (Developmental Origins of Health
and Disease), et participeraient a I’élaboration de fonctions clés telles que la maturation du systeme

immunitaire et 1’intégrité des barriéres physiologiques.

Plusieurs recherches ont mis en évidence un lien entre certaines conditions perturbant 1’installation
précoce du microbiote comme la césarienne ou I’administration d’antibiotiques en période néonatale
et un risque accru de développer des troubles comme les allergies, 1’eczéma, 1’asthme ou les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin. A I’opposé, une exposition précoce a une diversité
microbienne, notamment dans des environnements ruraux ou au contact d’animaux, pourrait offrir un
effet protecteur. Alors que I’utérus était autrefois considéré comme un environnement stérile, des
données récentes suggerent la présence d’un microbiote in utero, notamment a travers la détection de
bactéries dans le méconium, premiére selle du nouveau-né. Ce microbiote feetal pourrait représenter

le premier inoculum microbien, influant sur le développement physiologique du feetus.

Enfin, 1’équilibre immunologique au niveau placentaire, impliquant I’'immunité maternelle et feetale
ainsi que la présence de bactéries commensales, contribuerait au bon déroulement de la grossesse.
Cette stabilité pourrait également favoriser la maturation immunitaire et jouer un réle clé dans la santé
future de I’enfant, intégrant ainsi le microbiote in utero dans le cadre conceptuel du DOHaD

(Gschwind et al.,2018).
11.3. Roéle de ’allaitement maternel

Le lait maternel est tres nutritif et posséde une composition unique, notamment par sa teneur élevée
en protéines, en lactose, ainsi qu’en facteurs de croissance spécifiques et en microbiome. Il est
considéré comme 1’aliment idéal pour la nutrition des nourrissons grace a la présence de certains
éléments nutritionnels tels que la lactoferrine, les immunoglobulines et les leucocytes, qui conférent
une immunité aux nourrissons. Divers micro-organismes présents dans les premiers jets de lait
maternel modulent la colonisation du microbiote dans I’intestin gréle des nourrissons, et il a été
reconnu que cela influence de maniére significative le développement et la maturation du systeme
immunitaire de I’enfant. Ainsi, 1’allaitement est considéré comme essentiel pour la croissance et le
développement global du nouveau-ne, car il établit une tolérance immunitaire locale et systémique
aux molécules étrangeres ingérées pendant I’allaitement. Bien que le lait maternel ait longtemps été
considéré comme stérile, des chercheurs ont récemment confirmé la présence de certains commensaux
et d’autres bactéries probiotiques, considérées comme bénéfiques pour I’intestin du nourrisson. Les

14



Partie bibliographique Chapitre II : Le microbiome chez le nouveau-né

staphylocoques, les bifidobactéries, les streptocoques et les bactéries lactiques sont certains des micro-
organismes identifiés dans le lait maternel. Parmi eux, les bifidobactéries sont reconnues pour stimuler
la croissance d’autres bactéries bénéfiques dans le systéme intestinal du nourrisson, bien que 1’origine
exacte de ces bactéries reste controversée. Le lait maternel consommé par les nourrissons (environ
800 mL/jour) contient environ 10° a 107 bactéries, ce qui prouve la proximité étroite entre le
microbiote intestinal du nourrisson et celui de sa mére. De plus, les oligosaccharides du lait maternel
(HMOs) jouent un role essentiel dans le développement des bactéries bénéfiques chez les nourrissons
allaités. La souche de Lactobacillus présente dans le lait maternel stimule la production de cytokines
et de mediateurs inflammatoires (CD4+, CD8+, cellules tueuses naturelles et cellules T régulatrices).
Les bactéries contenues dans le lait maternel exercent une fonction biothérapeutique importante, en
raison de leurs multiples propriétés bénéfiques. Elles posseédent un potentiel probiotique qui favorise
I’équilibre de la flore intestinale, des effets antiallergiques capables de moduler les réponses
immunitaires, ainsi que des propriétés antiarythmiques. De plus, ces micro-organismes ont démontré
leur capacité a inhiber la capacité infectieuse du virus VIH ainsi que d’autres agents pathogénes,

contribuant ainsi a la protection de la santé du nourrisson (Melekoglu et al., 2023).
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Figure 11.3.1.0rigine du microbiote du lait maternel. Le microbiote maternel ainsi que le microbiote
exogene jouent un rdle important dans I’origine du microbiote du lait maternel, lequel influence
ensuite le microbiote intestinal et la santé du nourrisson (Melekoglu et al.,2023).

Des échantillons de selles ont été collectés quotidiennement et analysés par sequencage de I'ADN.

Les nourrissons prématurés nourris avec le lait maternel de leur propre mére (MOM) présentaient des
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niveaux plus élevés de bactéries bénéfiques telles que Clostridiales, Lactobacillales et Bacillales,
tandis que ceux nourris avec du lait maternel donné (HDM) ou du lait infantile (F) présentaient des
niveaux plus élevés de bactéries potentiellement nocives comme les Enterobacteriales. Méme apres
avoir pris en compte des facteurs tels que le sexe, 1’age post-natal, le poids et I’age gestationnel a la
naissance, les nourrissons ayant recu le lait de leur propre mere ont montré une plus grande diversité
du microbiome intestinal au fil du temps par rapport aux autres types d'alimentation. Ceux nourris
avec au moins 70 % de MOM dans leur alimentation présentaient les plus grandes abondances de
Lactobacillales, Bacillales et Clostridiales, tandis que ceux nourris uniquement au HDM ou au lait

infantile avaient une abondance plus élevée d'Enterobacteriales.

MATERNAL MILK COMPONENTS

Q Entobacteriaceae
w Bacteroides/clostridia
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Enterobacteriaceae Bacteroides /clostridia
Bifidobacteria

Infant intestine Time: Birth One month Three months

Figure 11.3.2.Les composants du lait maternel peuvent faconner le développement du microbiome
des nourrissons (Inchingolo et al.,2024).

11.4. Influence du mode d’accouchement :

L’implantation de I’'immunité du feetus prépare le nouveau-né a vivre dans un monde microbiologique.
Aprés la naissance, I’enfant posséde une immunité qui lui permet de faire face a une variété de stimuli
(exposome), qu’ils soient des toxines environnementales, alimentaires, médicamenteuses ou
microbiennes. L’environnement intra-utérin (foetus, liquide amniotique et placenta) est considéré

comme stérile, ¢’est-a-dire dépourvu de micro-organismes. De rares études ont suggéré la présence
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d’un microbiote trés peu abondant (moins de 100 bactéries) dans I’environnement feetal, décrivant un
microbiote viable chez le feetus (contenant Staphylococcus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Flavobacterium, Afipia, et Brevundimonas) qui contribuerait a 1’établissement précoce de I’immunité.
Cependant, ces résultats ont été remis en question car ils seraient dus a des contaminations
microbiennes survenues tout au long de la procédure expérimentale, depuis la préparation des
échantillons jusqu’a I’analyse des données de séquengage. Par ailleurs, 1’absence de micro-organismes
dans le méconium collecté chez des enfants sains nés par césarienne corrobore 1’absence de microbiote
feetal. Ce constat est également conforté par 1’obtention d’animaux axéniques par césarienne. Il est
important de souligner que I’existence d’une communauté microbienne fonctionnelle se développant
au niveau des tissus feetaux n’est pas compatible avec les théories actuelles en immunologie,
microbiologie clinique et sur les fonctions des microbiotes. Ainsi, le développement du systeme
immunitaire feetal (migration des cellules dendritiques feetales vers les ganglions lymphatiques
mésentériques, hypermutation somatique des lymphocytes B feetaux et expansion de la diversité du
répertoire des récepteurs des lymphocytes T) est probablement guidé par des composants
immunitaires maternels (complexes antigéne-lIgG), ainsi que par des fragments microbiens, des
vésicules extracellulaires dérivees du microbiote maternel et des métabolites microbiens issus du
microbiote intestinal maternel capables de traverser le placenta. De nombreux mécanismes de défense
existent donc pour protéger le foetus. Ainsi, les dialogues entre le microbiote digestif de la mére et
celui du feetus sont essentiels car ils soutiennent le bon développement du feetus et le préparent a

I’exposition a divers stimuli a la naissance (Comtet-Marre et al., 2024).
11.4.1.1. Naissance césarienne:

La transmission naturelle du microbiote de la mére a I'enfant est perturbée par la naissance par
césarienne (CS), ce qui entraine une déviation du développement du microbiote, en particulier au
cours des 6 a 12 premiers mois de la vie. En fait, la césarienne est peut-étre le facteur qui a les effets
les plus uniformes sur le microbiote intestinal d'un individu a I'autre et d'une étude a l'autre. Une vaste
étude portant sur pres de 600 nourrissons a révélé que le mode d'accouchement était le principal
facteur influencant la composition du microbiote intestinal du nourrisson, avec un effet plus important
que les traitements antibiotiques postnatals .Une caractéristique particulierement importante et
omnipresente du microbiote intestinal du nourrisson né d'un accouchement par voie basse est la faible
abondance relative des bifidobactéries et I'absence quasi-totale de Bacteroides ;c'est-a-dire les taxons
qui devraient normalement provenir de la mére a la naissance et qui sont largement responsables de

la fermentation des oligosaccharides du lait maternel dans l'intestin de I'enfant. Ces tendances sont
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observées dans pratiquement toutes les études portant sur I'impact du lait maternel sur le microbiote
intestinal du nourrisson (tableau 1), y compris dans plusieurs grandes études de cohorte portant
chacune sur 600 a 1 000 nourrissons. En outre, I'abondance relative des bactéries pathogenes est
souvent accrue chez les nourrissons nés de CS. Ces taxons sont courants a I'nopital et se transmettent

aux nouveau-nés a partir des surfaces hospitaliéres

Il a été suggeré qu'en termes de contact microbien, lI'accouchement par CS aprées rupture des
membranes ressemblerait davantage a un accouchement par voie vaginale qu'a une CS élective dans
laquelle I'enfant n'a aucun contact avec le microbiote du canal de naissance de la mére. Si I'exposition
de la mére et de I'enfant au processus d'accouchement a sans aucun doute des effets physiologiques,
il n'y a aucune raison de s'attendre a ce que la colonisation microbienne résultant de I'accouchement,
méme en cas de rupture des membranes, soit trés bénéfique, car il est peu probable que des microbes
féecaux maternels soient présents dans la filiere pelvienne de meres en bonne santé. En effet,
I'nypothése n'a pas recu beaucoup de soutien dans la littérature scientifique. Seules quelques études
ont comparé l'effet de différents types de CS sur le microbiote intestinal du nourrisson. Les CS
d'urgence semblent entrainer des changements plus radicaux et plus durables dans le microbiote
intestinal des nourrissons, peut-étre en raison de différences au niveau de I'état de santé. En
conclusion, il n'existe actuellement aucune preuve suggérant un effet bénéfique de la rupture des
membranes ou de la césarienne pendant le travail par rapport a la césarienne avant le travail sur le
microbiote intestinal du nourrisson. Jusqu’a présent, seules quelques études ont examiné la
composante virale du microbiote intestinal, appelée virome intestinal, dans la petite enfance. Des
résultats récents montrent que la plupart des virus présents dans l'intestin des nouveau-nés sont des
phages, c'est-a-dire des bactéries infectant des virus. 1l est prouvé que les phages sont transmis par la
meére a la naissance en méme temps que leurs bactéries hotes. Par conséquent, la diversité totale des
virus et des phages (Korpela,2021).

Table 11.4.1.1-1.Différences cohérentes du microbiote entre nourrissons nés par césarienne et
par voie vaginale (Korpela,2021).

Increased in CS Decreased in CS Reference (large birth

cohort

studies meta-analyses)

Bacteroides + [12, 14, 16, 17]
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Bifidobacteria + [12, 14, 16]
Clostridia + [12]
Gram-negative + [14, 18]
pathogens

Gram-positive + [14, 16, 18]
pathogens

11.4.1.2. Naissance normale:

Deux des mesures préventives les plus anciennes et probablement les plus efficaces contre les
maladies de I'enfance et de I'dge adulte sont les accouchements naturels (CN) (l'accouchement par
voie basse (AVB) avec le moins possible de médicaments/antibiotiques) et I'allaitement du nourrisson
(Dietert,2013).

Des études ont montré que 1’accouchement par voie vaginale favorise le transfert de communautés
bactériennes de la mere au nouveau-né. Le microbiote intestinal du nourrisson présente ainsi une forte
similarité avec le microbiote vaginal maternel, ce qui contribue a I’établissement d’un microbiote

équilibré dés la naissance (Dominguez-Bello et al., 2013)."

11.5. Facteurs microbiens et environnementaux influencant la colonisation néonatale

Bien que la séquence d’établissement de la flore intestinale soit aujourd’hui relativement bien connue,
elle demeure un phénoméne complexe. Le nouveau-né, stérile dans 1’utérus, est brusquement exposé
a une flore bactérienne abondante dés la naissance. Il est alors rapidement colonisé par une flore
simple issue de celle de sa mére et de I’environnement immeédiat. Toutefois, ’enfant ne conserve pas
toutes les bactéries rencontrées : un processus de sélection naturelle semble opérer. Il a été démontré
que la colonisation initiale se fait essentiellement par les flores vaginale et fécale de la mere, mais
c’est la flore fécale qui joue un rdle primordial. Les nouveau-nés sont colonisés principalement par
des entérobactéries et des bifidobactéries (d’origine fécale), plutdt que par des lactobacilles (d’origine

vaginale).
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Par la suite, le nourrisson est continuellement exposé a de nouvelles bactéries venant de
I’environnement, de I’alimentation, ainsi que de la peau des adultes, a travers 1’allaitement, les
caresses ou les baisers. Une flore intestinale complexe et stable, proche de celle de 1’adulte, ne semble
s’établir qu’entre 2 et 4 ans. Les facteurs microbiens permettant a une souche donnée de s’implanter
restent encore mal connus. Une étude sur I’implantation d’Escherichia coli a révélé que les souches
résidentes possedent des caractéristiques genétiques particuliéres (comme des génes codant pour des

fimbriae ou des hémolysines) favorisant leur persistance, contrairement aux souches transitoires.

Des recherches chez 1’animal ont également montré que les premicres bactéries colonisant le tube
digestif peuvent induire des glycosylations spécifiques du glycocalyx et moduler I’expression des

genes des entérocytes, ce qui leur confére un avantage écologique.

Malgré les différences observées entre les études dues aux méthodes utilisées ou aux variations
individuelles et géographiques, un schéma général d’implantation peut étre identifi¢. Chez les
nouveau-nés a terme, les premiéres bactéries colonisatrices sont des aérobies et anaérobies facultatives
. principalement des entérobactéries (notamment E. coli), des entérocoques et des staphylocoques.
Celles-ci consomment rapidement 1’oxygéne, réduisant le potentiel redox de la lumiére intestinale, ce
qui permet ensuite l’'implantation de bactéries anaérobies strictes (comme Bifidobacterium,

Clostridium, Bacteroides) ainsi que des lactobacilles, microaérophiles.

Les méthodes moléculaires ont confirmé cette séquence d’implantation. Elles ont aussi permis
d’identifier des genres bactériens difficiles ou impossibles a cultiver auparavant. Par exemple,
Harmsen et ses collégues, grace a des sondes spécifiques, ont mis en évidence deux genres
supplémentaires : Coriobacterium (présent en plus grande quantité chez les nouveau-nés nourris au

lait artificiel) et le groupe Atopobium, dont la diversité augmente avec 1’age (Campeotto et al.,2007)

11.6. Importance précoce du microbiome pour la santé

Au cours des derniéres décennies, notre compréhension de la maniere dont les communautés
microbiennes influencent la santé et les maladies de leur hote s’est considérablement améliorée. Cette
avancée a éte facilitée par la disponibilité et I’accessibilité de techniques modernes telles que la
gnotobiologie, le séquencgage de nouvelle génération (NGS) et la métatranscriptomique. De plus en
plus de preuves éetablissent un lien entre le microbiote et la physiopathologie de maladies telles que

les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, le cancer, 1’obésité, le diabéte de type 2 ou
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encore certains troubles neurologiques. La colonisation microbienne commence dés la naissance, et
plusieurs facteurs influencent la composition du microbiote a ce stade, notamment le mode
d’accouchement, les traitements antibiotiques pendant la grossesse ou la petite enfance, I’alimentation
maternelle, le type d’allaitement (maternel ou artificiel), ainsi que I’introduction des aliments solides.
Le patrimoine génétique de 1’hote ne jouerait qu’un role limité, estimé a environ 9 %. Le microbiote
d’un nourrisson au cours de ses trois premieres années de vie se distingue de celui d’un adulte par une
diversité plus faible et une variabilité interindividuelle plus importante. Dans les premiéres semaines,
des familles bactériennes comme les Bifidobacteriaceae et Lactobacillaceae prédominent, car elles se
nourrissent d’oligosaccharides abondants dans le lait maternel. Lors de la diversification alimentaire,
ces bactéries diminuent au profit de genres tels que Bacteroides, Clostridium ou Ruminococcus.
L’impact du microbiote sur le développement du systéme immunitaire a été reconnu trés tot. Les
interactions précoces entre les microbes et le systeme immunitaire sont cruciales. Pendant la
grossesse, les métabolites microbiens d’origine maternelle et les composés alimentaires soutiennent
le développement immunitaire feetal. A la naissance, le nouveau-né est confronté a des bactéries
vivantes et reste dépendant de la protection maternelle, principalement via I’allaitement. En plus de
I’immunité passive conférée par le lait maternel, les cellules immunitaires innées et la barriere
intestinale participent a la défense contre les pathogenes et a I’établissement d’une relation bénéfique
avec le microbiote néonatal. Chez I’humain, une partie de I’'immunité adaptative est déja présente
avant la naissance, contrairement a la souris ou elle se développe surtout apres. La diversification
alimentaire entraine un changement important dans la composition du microbiote intestinal, qui
devient plus riche et plus proche de celui d’un adulte. Cette période critique est souvent qualifiée de
« fenétre d’opportunité », car les influences environnementales pendant cette phase peuvent avoir un
effet déterminant sur la santé a long terme, la maturation du microbiote et du systéme immunitaire

muqueux (Kalbermatter et al.,2021).
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Figure 11.6.1. Vue d'ensemble des facteurs environnementaux influengant le développement du
microbiote néonatal et du systeme immunitaire muqueux (Kalbermatter et al.,2021).

11.7. Perturbations précoces et conséquences possibles
11.7.1. Traitement antibiotique périnatal et microbiote intestinal néonatal

Le moment, la durée et le type d'exposition aux antibiotiques sont particuliérement importants si I'on
considere les principaux facteurs qui influencent la composition et la fonction du microbiote intestinal
du nouveau-né. L'impact du traitement antibiotique sur le microbiote du nouveau-né en
développement peut découler a la fois de I'absorption d'antibiotiques par la mere pendant la grossesse
et I'allaitement et de I'exposition directe des nourrissons, en raison de leur état de santé. Dans les
paragraphes suivants, nous examinons ces deux conditions, en distinguant les conséquences de

I'exposition directe et indirecte aux antibiotiques chez les nouveau-nés a terme et prématureés.
11.7.1.1. Exposition maternelle aux antibiotiques

L'antibiothérapie maternelle peut influencer la composition du microbiote de I'enfant en raison de

I'exposition prénatale du feetus ou des modifications du microbiote de la mére ou de I'allaitement.
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L'antibioprophylaxie intra-partum est utilisee chez 40 % des femmes ayant subi une césarienne
élective ou d'urgence et chez les femmes colonisées par un streptocoque du groupe B (SGB,
Streptococcus agalactiae). Les antibiotiques maternels peuvent affecter la colonisation microbienne

néonatale de deux maniéres :

-Par le cordon ombilical, les antibiotiques atteignent le sang du feetus et persistent jusqu'a au moins

dix heures apres I'administration (Dierikx et al., 2020).

- Les antibiotiques peuvent modifier le microbiome vaginal et intestinal de la mere, entrainant une

altération de la transmission microbienne verticale et de I'immunité post-natale (Dierikx et al., 2020).

Le traitement antibiotique pendant le travail modifie le développement du microbiote intestinal chez
les nouveau-nés prématurés, réduit les défenses de I'h6te intestinal, provoque certaines altérations du

microbiote vaginal avant I'accouchement et influence la composition du microbiote oral néonatal.

L'antibioprophylaxie périnatale est utile pour prévenir les infections a Strptocoque du groupe B chez
les nouveau-nés. La céphazoline et la benzylpénicilline sont les deux antibiotiques intrapartum les
plus fréquemment utilisés, qui réduisent les différentes souches de streptocoques oraux, ce qui pourrait
expliquer la diminution de la concentration de la famille des Streptococcaceae chez les nourrissons
nés de meres ayant recu des antibiotiques intrapartum. Les streptocoques oraux sont importants pour
I'établissement de colonisateurs ultérieurs en raison de la production de polysaccharides et d'adhésines
qui recrutent des bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Par conséquent, l'altération de la
concentration en streptocoques oraux. La PAI (prophylaxie antibiotique intrapartum) peut également
entrainer une diminution de la diversité et une plus faible concentration de Lactobacilles dans le
microbiote vaginal, ce qui peut étre associé a un risque élevé d'accouchement prématuré et a un risque
accru d'infection vaginale par le SGB. En particulier, la PAI est associée a une concentration relative
plus faible d'Actinobactéries, notamment de Bifidobacteriaceae, et a une abondance relative plus
importante de protéobactéries par rapport aux nourrissons non exposés. On sait que les bifidobactéries
peuvent stimuler les genes qui favorisent I'intégrité de la muqueuse et réduire I'expression des genes
inflammatoires, tandis que les protéobactéries sont associées aux maladies métaboliques et

inflammatoires.

Enfin, il existe peu de données concernant les effets de la PAI sur la composition du lait maternel. Il
a été rapporté que les meres souffrant de PAI ont une concentration plus faible ou I'absence de

Bifidobacterium spp. Dans leur lait (Morreale et al., 2023).
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11.7.1.2. Exposition néonatale aux antibiotiques : Conséquences pour les enfants nés a

terme

Le microbiote intestinal néonatal est influencé par le moment, la durée et le type d'exposition aux
antibiotiques. L'antibiothérapie empirique est associée a une diversité bactérienne intestinale plus
faible et a une concentration majeure d'Enterobacter chez les nourrissons nés a terme au cours du

premier mois.

Chez les enfants nés a terme, I'administration d'antibiotiques au cours des premiéeres heures de vie a
réduit le taux de Bifidobacterium dans les jours suivant immédiatement la naissance et a ensuite

augmenté le taux d’Enterobacteriaceae (figure 1).
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Figure 11.7.1.Effets de I'antibiothérapie sur le microbiote intestinal du nouveau-né en fonction de I'age
post-menstruel (PMA). Dans la boite bleue (conditions d'eubiose), les couleurs du graphique indiquent
I'expression des especes bactériennes concernées chez les enfants nés a terme et les prématurés en
fonction de I'age post-menstruel (Morreale et al., 2023).

Il est important de souligner que la dysbiose du microbiote intestinal est probablement un facteur de
risque important pour la septicémie précoce, comme l'ont montré Zhou et al. Car les patients atteints
de septicémie précoce, qui est l'une des principales causes de mortalité et de morbidité chez les

prématurés, et Staphylococcus spp.

Une étude transversale rétrospective menée par Rooney et al. A révélé que chez tous les nourrissons
dans la semaine suivant l'arrét du traitement, chaque jour supplémentaire d'antibiotiques était associé

a une plus faible concentration d'anaérobies obligatoires tels que Bifidobacteria, Lactobacilli,
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Bacteroides et de producteurs de butyrate tels que Bifidobacteriaceae, Bacteroidacece,
Eubacteriaceae, Fusobacteriaceae a la fin du traitement (Figure 1). Une faible concentration de
Bacteroidetes a été associée a un risque accru de développer un diabéte de type 1, de I'asthme et des

maladies allergiques.

Il a également été démontré que l'antibiothérapie néonatale peut étre associée a une diminution de la
croissance au cours de la premiére année de vie, tandis que pendant la petite enfance et I'enfance, elle
pourrait étre liée a un risque accru de surpoids et d’obésité. Cette diminution de la croissance est plus
grave chez les nouveau-nés qui recoivent un traitement antibiotique complet. La cause possible de ce
trouble de la croissance pourrait &tre une dysbiose médiée par les antibiotiques, telle que la réduction
de Bifidobacterium, qui joue un réle important dans la digestion des composés alimentaires et module
le métabolisme énergétique et la satiété de I'h6te. En outre, les troubles de la croissance pendant
I'enfance sont associés a de mauvais résultats en matiére de développement neurologique et a une

augmentation des facteurs de risque cardiométaboliques plus tard dans la vie.

La durée du traitement augmente egalement le risque de Clostridium difficile ou de résistance aux
antimicrobiens. Pour ces raisons, la co-administration ou la post-administration de probiotiques peut
représenter un traitement réalisable visant a réduire les effets des antibiotiques sur le microbiote
intestinal. En fait, les probiotiques peuvent restaurer I'équilibre micro-écologique intestinal ainsi que
la barriere intestinale et améliorer la colonisation intestinale en inhibant la croissance excessive des

pathogénes opportunistes (Morreale et al., 2023).
11.7.1.3. Exposition néonatale aux antibiotiques : Conséquences pour les prématurés

L'utilisation d'antibiotiques est une pratique néonatale courante pour la prévention et le traitement de

la septicémie, qui est I'une des principales causes de mortalité et de morbidité chez les prématurés.

Les nouveau-nés prématurés présentent une composition différente du microbiote intestinal, avec une
colonisation retardée des bactéries communes telles que les Bifidobacteria et les Bacteroides et une
concentration accrue d'agents pathogenes tels que les Clostridia (figure 1). Cette composition
différente du microbiote peut étre due a une naissance prématurée, a l'influence de I'environnement
hospitalier, aux interventions médicales aprées la naissance et a l'utilisation d'antibiotiques.
Malheureusement, pour diverses raisons, telles que la chorioamnionite ou la rupture prématurée des
membranes, une antibiothérapie prolongée est frequemment appliquée a ces bébes et I'exposition

périnatale aux antibiotiques peut augmenter le risque de septicémie tardive et de NEC. Cela est
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probablement dd a une diminution globale de la production d'IL-17A dans l'intestin et a une

augmentation de la translocation bactérienne.

Gibson et al. Ont montré que I'administration de méropéneme, de céfotaxime et de ticarcilline-
clavulanate a des enfants prématures entrainait une réduction significative de la diversité bactérienne
intestinale, tandis que I'ampicilline, la vancomycine et la gentamicine n'avaient pas d'effets uniformes

sur la richesse des especes.

Dans une étude d'observation menée par Zwittink et al, un traitement antibiotique intraveineux de
courte durée (<3 jours) et de longue durée (=5 jours) (amoxicilline/ceftazidime) au cours de la
premiere semaine postnatale chez 15 enfants peu prématurés (35 + 1 semaines de gestation) a
gravement affecté leur colonisation intestinale normale. Les deux traitements ont eu des effets négatifs
sur la famille des Enterobacteriaceae, ont réduit la concentration de Bifidobacterium et ont augmenté
la présence d'Enterococcus jusqu'a deux semaines apres l'arrét du traitement, ce qui représentait un
risque pour la santé des nourrissons (Figure 1). Seul le traitement a court terme a permis de rétablir
les concentrations de Bifidobacterium au cours des six premieres semaines postnatales, ce qui pourrait
permettre de contrdler d'autres especes bactériennes et de jouer un réle important dans l'induction de
la tolérance et la maturation du systeme immunitaire au début de la vie. L'utilisation d'antibiotiques a
large spectre au cours de la premiére semaine de vie serait associée a différents niveaux de marqueurs
inflammatoires tels que sVCAM-1, sCD14, sCD19, sCD27, IL-1RIl, sSVEGF-R1 et HSP70 (une
protéine répondant au stress) a lI'age d'un an. En outre, les coliques infantiles au cours des trois
premiers mois de la vie sont associées a une augmentation des marqueurs inflammatoires tels que I'lL-
33, tandis que les enfants atteints d'eczéma ont une capacité réduite a induire des cytokines Thl (telles
que I'IFN-y et le CXCL9).

D'autres études ont confirmé qu'un traitement antibiotique de courte durée (moins de trois jours) chez
les nourrissons peut n'avoir que des effets légers et temporaires sur la composition du microbiote

intestinal et de ses métabolites.

Zhu et al. Ont analysé le microbiote des selles et les métabolites de 36 nouveau-nés prématurés répartis
en trois groupes. Deux d'entre eux ont été traités avec de la pénicilline et du moxalactam ou du
pipéracillintazobactam pendant 7 jours, tandis que le troisieme n'a pas recu d'antibiotiques. Les deux
groupes traités présentaient une réduction de la diversité bactérienne intestinale et une augmentation
des bactéries dangereuses telles que les streptocoques, qui peuvent provoquer des infections graves
comme la septicémie néonatale, et les Pseudomonas. Le groupe traité a la pipéracilline-tazobactam a
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également présenté une prolifération d'Enterococcus, qui est intrinséquement résistant a différents

antibiotiques et peut provoquer des infections nosocomiales.

Enfin, dans une revue systématique qui a identifié 129 études, des altérations du microbiote intestinal
humain dues a I'exposition aux antibiotiques ont été rapportées. En particulier, I'amoxicilline,
I'amoxicilline/clavulanate, les céphalosporines, les macrolides, la clindamycine, la tigécycline, les
quinolones et la fosfomycine ont augmenté lI'abondance des Entérobactéries autres qu'E. coli (en
particulier Citrobacter spp., Enterobacter spp. Et Klebsiella spp.). L'amoxicilline, les
céphalosporines, les macrolides, la clindamycine, les quinolones et les sulfamides ont réduit la
concentration d'E. coli, tandis que I'amoxicilline/clavulanate, contrairement aux autres pénicillines, a
augmenté I'abondance d'E. coli. La pipéracilline et la ticarcilline, les carbapénémes, les macrolides,
la clindamycine et les quinolones diminuent fortement I'abondance des bactéries anaérobies

(Zimmermann et Curtis, 2019).
11.7.2. Age gestationnel

L'age gestationnel influence fortement le développement du microbiome intestinal dans la petite
enfance. Comparé au microbiome des enfants nés a terme, le microbiome des enfants prématurés se
caractérise par une faible diversité bactérienne, une abondance relative accrue des entérobactéries (par
exemple, Klebsiella, Enterobacter), une rareté de Bifidobacterium et un enrichissement des genes de
résistance aux antibiotiques. Le microbiome intestinal des prématurés est souvent dominé par
quelques espéces bactériennes seulement. Le développement altéré du microbiome des prématurés
par rapport aux enfants nés a terme est probablement dd a un certain nombre de facteurs, notamment
I'exposition fréquente aux antibiotiques, I'environnement des unités de soins intensifs néonatals, les
retards et les interruptions dans la mise en place de I'alimentation entérale, et I'immaturité de I'intestin
et du systéeme immunitaire. Contrairement aux enfants nés a terme, le mode de naissance ne semble
pas avoir une forte influence sur le microbiome des enfants prématurés. La composition du
microbiome des prématurés varie eégalement en fonction de I'dge post-menstruel (PMA ; age

gestationnel a la naissance plus age chronologique).

Au début de ’'PMA, le microbiome des prématurés est dominé par Staphylococcus et Enterococcus,
suivi d'une transition vers la domination des Enterobactericeae (par exemple, Klebsiella, Escherichia),
puis d'une augmentation de I'abondance de Clostridium, Veillonella et d'autres anaérobies et d'une
émergence tardive de Bifidobacterium. Cette progression prévisible suggére que les processus de

développement de I'néte influencent I'assemblage des communautés microbiennes intestinales.
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Par exemple, la maturation postnatale de la synthése des acides biliaires et du cycle entérohépatique
contribue au développement du microbiome intestinal chez les souris néonatales. Les interactions
entre les microbes contribuent également au développement du microbiome chez les prématurés. Par
exemple, les interactions inhibitrices entre Klebsiella, Enterococcus, Staphylococcus et Candida
peuvent conduire a la succession ordonnée de ces organismes dans l'intestin des prématurés (Younge,
2023).

11.8. Lien possible avec les maladies ultérieures
11.8.1. Asthme et respiration sifflante atopique

Parmi les sept études ayant exploré I'association directe entre la diversité alpha (a-diversity) du
microbiote intestinal et I’asthme ou la respiration sifflante atopique, deux ont rapporté qu'une diversité
alpha plus élevée durant la premiere année de vie, comparée a une diversité faible, était
significativement associée a I'absence de respiration sifflante atopique a I'age d'un an et a I'absence
d'asthme a 5 et 6 ans. Les cing autres études n'ont observé aucune association significative. Trois
études ont utilisé une mesure alternative pour décrire la composition globale du microbiote intestinal,
en évaluant la maturité microbienne basée sur les changements dans les taxons bactériens au fil du
temps chez des participants sains, comparée a celle d’enfants ayant développé des maladies
respiratoires infantiles. Une étude a utilisé cette approche comme indicateur indirect de la diversite,
en raison de leur corrélation positive. Une étude a rapporté qu'une maturité microbienne accrue a lI'age
de 5 semaines était associée a un risque plus élevé d'asthme entre 6 et 11 ans, tandis que deux autres
ont trouvé qu’une immaturité microbienne a 12 mois était associée a un risque accru d’asthme a 5 et
6 ans. Bien que les résultats different entre les études, dans I'ensemble, une faible abondance relative
des genres Bifidobacterium (dans les selles a 1 et 3 mois), Faecalibacterium, Roseburia, et
Ruminococcus (a 3 mois et a 1 an), a été associée a un risque accru d’asthme et de respiration sifflante
atopique entre 1 et 6 ans. Une faible abondance de Lachnospira a 3 mois, mais une abondance plus
élevée a 1 an, a également eté liée a ces affections. Une étude a montré que la faible présence de
Veillonella a 3 mois était associée a la respiration sifflante atopique a 1 an, tandis que deux autres ont
observé qu’une forte abondance de Veillonella a 3 mois et a 1 an était liée a I’asthme et a la respiration
sifflante atopique a 5 ans. Trois études ont également examiné I’association entre les champignons
(mycobiote) et I’asthme. L'une a séquencé les genes fongiques conservés tels que 18S rRNA, et deux
autres ont utilisé les sequences des régions ITS1 et ITS2. Une abondance élevée de Candida et
Rhodotorula, ainsi qu'une faible abondance de Malassezia a 1 mois, et une augmentation de Pichia
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kudriavzevii a 3 mois, ont été associées a un risque accru d’asthme et de respiration sifflante atopique

(Alcazar et al.,2022).
11.8.2. Entérocolite nécrosante

Méme aprés que le microbiome soit bien établi chez les nourrissons en bonne santé, une dysbiose, ou
des changements dans la composition ou la diversité microbienne, peut se produire en cas de
changements alimentaires, d'exposition aux antibiotiques ou d'infection. Ces conditions dysbiotiques
peuvent favoriser lI'invasion et la croissance d'especes pathogenes et perturber les circuits régulateurs
du systeme immunitaire qui maintiennent un équilibre entre les mécanismes pro- et anti-
inflammatoires. Le microbiome intestinal chez les nouveau-nés, en particulier chez les prématurés,
étant donné sa nature dynamique, est fragile et impressionnable. En conséquence, le microbiome est
extrémement sensible aux influences extérieures pouvant affecter de maniere significative la santé a
court et a long terme de I'néte. Le développement de NEC (entérocolite nécrosante) dans la population
des prématurés est une maladie multifactorielle, dévastatrice et encore mal comprise. Un lien entre
NEC et une étiologie microbienne est reconnu depuis des décennies, corroboré par des épidémies dans
les unités de soins intensifs néonatals (NICUSs), la présence de pneumatosis intestinalis comme sous-
produit probable de la fermentation bactérienne, et la présence souvent concomitante de bactériémie.
Ainsi, NEC est de plus en plus considéré, au moins en partie, comme lié a une perturbation de
'homéostasie immunitaire intestinale, ainsi qu’a une perturbation générale des schémas normaux de
colonisation dans I’intestin en développement, plutdt qu'a la croissance d’un seul pathogene.
L'avénement de diverses techniques d'analyse métagénomique du microbiome intestinal humain en
développement a ouvert la voie a des études cherchant a déterminer s'il existe un motif microbien
signature prédisposant ou annongant l'apparition de NEC. Comme 1I’a résumé Berrington et ses
collegues, les analyses récentes des données microbiomiques des nourrissons prématurés souffrant de
NEC montrent une grande variabilité dans les schemas de dysbhiose proposes. Certaines etudes
impliquent une augmentation des Proteobacteria et une diminution des Firmicutes dans le
développement de NEC, tandis que d'autres notent plus d'un schéma de dysbiose au sein d'un méme
groupe néonatal. Morrow et ses collegues ont observé des schémas dominants de Firmicutes et de
Proteobacteria dans leur cohorte de nourrissons prématurés, le premier étant associé a une apparition
plus précoce de NEC, tandis que le second était associé a une apparition plus tardive de la maladie
(Gritz, et Bhandari.,2015).
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Chapitre 111. Les techniques d’analyse du microbiote — des méthodes classiques

aux approches moléculaires avancées

I11.1. Les méthodes classiques
111.1.1. Culture bactérienne

La culture bactérienne est lI'une des techniques classiques qui ont largement contribué au
développement de la microbiologie, en permettant 1’étude des caractéristiques physiologiques et
fonctionnelles des micro-organismes. Toutefois, cette méthode présente des limites notables, en
particulier lorsqu’il s’agit d’analyser des communautés microbiennes complexes comme celles du
microbiote intestinal. En effet, de nombreux micro-organismes ne peuvent pas se développer dans
des conditions artificielles de laboratoire, car ils dépendent d’environnements spécifiques ou
d’interactions biologiques complexes avec d’autres espéces. De plus, cette technique demande un
temps considérable et n’offre qu’un apergu partiel de la diversité microbienne réelle, ce qui réduit

son efficacité dans certains contextes de recherche ou de diagnostic.

Le principe de cette méthode repose sur I’ensemencement d’un échantillon biologique sur un
milieu nutritif adapté (solide ou liquide), suivi d’une incubation dans des conditions de température
et d’humidité favorables a la croissance bactérienne. Si des micro-organismes compatibles sont
présents, ils formeront des colonies visibles qui peuvent ensuite étre isolées et analysées. Ces
colonies servent a identifier les espéces, étudier leur comportement, ou tester leur sensibilité aux
antibiotiques. Toutefois, cette approche ne permet d’explorer que les bactéries cultivables, ce qui

limite la portée et la précision de I’analyse.
111.1.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique fondamentale en microbiologie qui permet de classer les
bactéries en deux catégories principales : les Gram positives et les Gram négatives, en fonction
des différences structurales et chimiques de leur paroi cellulaire. Développée par Hans Christian
Gram en 1884, cette méthode utilise une série de colorants appliqués successivement : le violet de

gentiane, le lugol, un agent décolorant a base d’alcool, puis la safranine comme contre-colorant.

Les bactéries dites Gram positives retiennent le violet en raison de leur paroi épaisse composée
principalement de peptidoglycane. En revanche, les bactéries Gram négatives ne retiennent pas ce
colorant et apparaissent en rose apres la coloration avec la safranine, du fait de leur paroi plus fine

et de la présence d’'une membrane externe.
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Cette technique est largement appréciée pour sa simplicité, sa rapidité, et son utilité dans le
diagnostic initial des infections bactériennes. Elle offre aussi une indication précieuse pour orienter

les méthodes de culture et les traitements antibiotiques.

Cependant, la coloration de Gram comporte des limites importantes : elle ne permet pas d’identifier
précisément les espéces bactériennes et n’est pas adaptée a certaines bactéries atypiques, comme
les mycoplasmes, qui n’ont pas de paroi cellulaire, ou les bactéries intracellulaires. De plus, des
erreurs dans la procédure ou un mauvais état des échantillons peuvent entrainer des résultats
erronés (Beveridge, 2001 ; Madigan et al., 2015).

Pour une analyse compléte et fiable, cette méthode est souvent combinée avec des techniques
complémentaires telles que la culture microbiologique, les tests biochimiques ou les analyses

moléculaires avancées.
111.1.3. Tests biochimiques

L’analyse biochimique constitue 1’un des piliers traditionnels dans I’identification des bactéries.
Cette approche repose sur la capacité des micro-organismes a réaliser des réactions enzymatiques
ou métaboliques spécifiques lorsqu’ils sont mis en contact avec des substrats adaptés. Chaque
espece bactérienne posseéde un profil biochimique particulier, qui peut servir d’empreinte pour la

différencier des autres.
Parmi les tests les plus utilisés, on retrouve :

Le test de catalase, qui détecte la production d’oxygene a partir de la dégradation du peroxyde
d’hydrogéne ; Le test d’oxydase, qui identifie la présence d’enzymes intervenant dans la chaine
respiratoire ; Les tests de fermentation, qui mettent en évidence la production d’acides ou de gaz
a partir de sucres ; Le test d’utilisation du citrate, qui Vérifie si la bactérie peut utiliser le citrate

comme seule source de carbone.

Ces tests sont généralement regroupés dans des systemes standardisés (comme API, Enterotube,
etc.), qui permettent d’effectuer une batterie de réactions simultanément pour obtenir un profil

biochimique global de la souche testée (Simner et al., 2024).
Malgré leur utilité, ces techniques présentent plusieurs limites :

Elles nécessitent une culture pure, ce qui n’est pas toujours facile a obtenir a partir d’échantillons

complexes (Alavi et al., 2024).

Le temps d’incubation peut étre long (24—48 h), ce qui ralentit le diagnostic.
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Certains résultats peuvent étre ambigus ou peu reproductibles, surtout si les conditions de culture

ne sont pas bien contrélées.

Enfin, des espéces bactériennes proches peuvent avoir des profils similaires, rendant

I'identification incertaine sans techniques complémentaires.

Avec I’évolution des outils de diagnostic, ces tests sont souvent couplés a des technologies plus
performantes comme la spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) ou la biologie moléculaire
(PCR, séquencage 16S rRNA). Cela permet de confirmer les résultats biochimiques ou de

compléter les données dans les cas d’ambiguité (Simner et al., 2024).

Cependant, dans les laboratoires a ressources limitées, les tests biochimiques conservent leur
importance en raison de leur faible coft, facilité de mise en ceuvre, et leur accessibilité dans les

contextes de routine clinique.
111.2. Les méthodes immunologiques
111.2.1. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

La méthode ELISA est une technique immuno-enzymatique largement utilisée pour la détection
et la quantification d’antigeénes, d’anticorps ou d’autres protéines spécifiques dans des échantillons
biologiques. Elle repose sur une interaction spécifique entre un anticorps et un antigéne, suivie
d’une réaction enzymatique produisant un signal colorimétrique détectable. Cette méthode est
appréciée pour sa sensibilité, sa spécificité, ainsi que sa capacité a analyser simultanément de

nombreux échantillons (Li ; Zhang, 2023).

Dans le cadre de I’é¢tude du microbiote intestinal, ELISA permet la mesure de biomarqueurs
immunitaires tels que des cytokines inflammatoires (par exemple, IL-6, TNF-a) ou la calprotectine
fécale, qui sont des indicateurs importants de 1’état inflammatoire de 1’intestin. Elle est également
utilisée pour détecter des protéines spécifiques produites par certaines bactéries, offrant ainsi des
informations indirectes sur la composition microbienne et les interactions entre 1’hote et le
microbiote (Chen, Wang, Liu, 2022).

Malgré ses nombreux avantages, la méthode ELISA présente des limites, notamment sa
dépendance a la qualité des anticorps utilisés et la sensibilité aux interférences causées par la
complexité des matrices biologiques. De plus, ELISA ne permet pas une identification directe des
espeéces bactériennes, ce qui nécessite souvent un recours a d’autres techniques moléculaires

complémentaires pour une caractérisation plus approfondie du microbiote (Li ; Zhang, 2023).
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111.2.2. Immunofluorescence

L’immunofluorescence est une technique de laboratoire utilisée pour détecter et localiser des
protéines ou d’autres molécules spécifiques dans des cellules ou des tissus en utilisant des
anticorps marqués par des fluorochromes. Cette méthode repose sur la reconnaissance précise
entre ’anticorps et son antigéne, permettant une visualisation directe grace a la fluorescence émise

sous microscope a fluorescence.

Le principe de I’'immunofluorescence peut étre divisé en deux approches principales : la méthode
directe, ou un anticorps primaire est directement conjugué a un fluorochrome, et la méthode
indirecte, qui utilise un anticorps secondaire fluorescent pour amplifier le signal. Cette technique
permet une observation détaillée de la distribution et de la localisation des molécules ciblées,

offrant une résolution spatiale élevée (Smith et al., 2022).

Dans le domaine de la recherche sur le microbiote intestinal, I’immunofluorescence est trés utile
pour identifier des bactéries spécifiques et étudier leurs interactions avec les cellules hétes. Elle
nécessite toutefois un équipement spécialisé et une optimisation des protocoles afin d’éviter les

signaux parasites et d’assurer une bonne spécificité (Garceia et al., 2023).
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Figure 111.2.1.Direct immunofluorescence (Im et al.,2019).

111.2.3. Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique analytique qui permet d’examiner rapidement les
caractéristiques individuelles de milliers de cellules ou particules en suspension. Cette méthode
consiste a faire passer les éléments un par un devant un faisceau laser, qui évalue simultanément
plusieurs propriétés physiques et chimiques. Parmi celles-ci, on trouve la taille des cellules, leur
structure interne, ainsi que la présence de marqueurs spécifiques détectés grace a des anticorps

fluorescent.

Dans la recherche sur le microbiote intestinal, la cytométrie en flux est utilisée pour identifier avec
précision différentes populations microbiennes ainsi que les cellules immunitaires qui leur sont
associées. Cette approche offre aussi la possibilité d’isoler ces populations pour des analyses plus
approfondies. Cependant, la technigue exige une préparation rigoureuse des échantillons et une
sélection soigneuse des fluorochromes afin d’éviter les interférences entre signaux. L’analyse des
résultats requiert en outre des compétences techniques spécifiques pour interpréter correctement
les données (Durand, Martin, 2023).
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En intégrant la cytométrie en flux a d’autres méthodes biologiques, les chercheurs peuvent obtenir
une compréhension plus détaillée des interactions complexes entre le microbiote et I’organisme

hote, ce qui contribue a mieux appréhender son réle dans la physiologie humaine.
111.3. Les méthodes moléculaires avancées
111.3.1. PCR (Polymérase Chain Réaction)

La réaction en chaine par polymérase, communément appelée PCR, est une méthode puissante
utilisée pour multiplier rapidement des segments spécifiques d’ADN a partir d’une trés faible
quantité initiale. Ce procédé repose sur I’action d’une enzyme thermostable, I’ADN polymérase,
capable de synthétiser de nouveaux brins d’ADN en utilisant des amorces qui se fixent sur les
séquences cibles. Le protocole inclut une succession de cycles thermiques : d’abord la séparation
des brins d’ADN par chauffage, puis la fixation des amorces lors d’un refroidissement, et enfin la

synthése des nouveaux brins a une température adaptée a I’enzyme.

Grace a cette amplification répétée, la PCR permet d’obtenir une quantité d’ ADN suffisante pour
étre détectée et analysée, ce qui est particulierement utile pour identifier des microorganismes
présents en trés faible quantité dans des échantillons complexes comme ceux du microbiote
intestinal. Cette technique est devenue un outil incontournable pour caractériser la diversité
microbienne et détecter la présence de génes specifiques associés a certaines fonctions
biologiques. Toutefois, le succés de la PCR dépend fortement de la conception précise des
amorces, de la qualité des échantillons et de la rigueur appliquée pour éviter toute contamination,
qui pourrait compromettre les résultats. L’interprétation des données nécessite €également une

expertise technique afin d’assurer la fiabilité des analyses (Miller et al., 2021).

L’intégration de la PCR avec d’autres approches analytiques permet aujourd’hui d’approfondir la
connaissance des interactions complexes entre les microorganismes et leur environnement,

notamment dans le contexte du microbiote humain.
111.3.2. Séquengage du géne 16S rRNA

Le séquencage du gene 16S ribosomal ARN (16S rRNA) est une méthode largement utilisée en
microbiologie pour identifier et classifier les bactéries. Ce gene, présent chez toutes les bactéries,
possede des régions conservées qui permettent la conception d’amorces universelles, ainsi que des
régions variables qui fournissent des informations spécifiques a chaque espéce bactérienne. Grace
a cette particularité, le séquencage du 16S rRNA constitue un outil puissant pour étudier la

diversité microbienne dans des écosystemes complexes, notamment le microbiote intestinal.
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Le procédé commence par 1’extraction de I’ADN total de 1’échantillon, suivi de I’amplification
par PCR des régions ciblées du gene 16S rRNA. Les fragments amplifiés sont ensuite séquences,
généralement par des technologies de séquencage de nouvelle génération (NGS), permettant
d’obtenir des millions de lectures en parall¢le. Ces données sont analysées bioinformatiquement

pour identifier les taxons présents et évaluer leur abondance relative.

Cette approche offre une résolution fine pour différencier les communautés bactériennes et
comprendre leur composition fonctionnelle. Elle a révolutionné la microbiologie en permettant
d’accéder a la diversité microbienne non cultivable par les méthodes classiques. Toutefois, malgré
ses nombreux avantages, le séquencage du 16S rRNA présente certaines limites, notamment dans
la discrimination entre especes trés proches ou pour I’identification des microorganismes au niveau

de la souche (Jiang et al., 2023).

En combinant le séquencage du 16S rRNA avec d’autres techniques moléculaires et
métagénomiques, il est possible d’obtenir une vision plus compléte de la dynamique du microbiote

et de ses interactions avec 1’hote.
I11.4. Les avantages de chaque technique
111.4.1. Méthodes classiques

Les méthodes classiques d’analyse du microbiote, telles que la culture bactérienne, présentent
plusieurs avantages significatifs. Elles sont généralement simples a réaliser et peu codteuses, ce
qui les rend accessibles dans la plupart des laboratoires (Lagier et al., 2018). Ces méthodes
permettent d’isoler des microorganismes vivants, offrant ainsi la possibilité d’étudier leurs
caractéristiques physiologiques et biochimiques de maniére approfondie (Wang et al., 2021). Cette
capacité d’isolation est particulierement utile pour effectuer des tests fonctionnels, tels que
I’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques, cruciale dans le contexte clinique (Smith &
Johnson, 2023). De plus, la culture bactérienne offre des informations précises sur la morphologie
et le métabolisme des bactéries, données essentielles pour une identification fiable (Liu et al.,
2022). Enfin, malgré certaines limitations dans la diversité des espéces détectées, les méthodes
classiques constituent une base indispensable pour la microbiologie appliquée, notamment en
facilitant le développement de traitements comme les probiotiques et en complétant les analyses
moléculaires plus récentes (Lagier et al., 2018).

111.4.2. Méthodes immunologiques

Les méthodes immunologiques jouent un role crucial dans I’identification et 1’étude des

microorganismes, en particulier ceux difficiles a cultiver par les meéthodes classiques. Ces
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techniques reposent sur la reconnaissance spécifique d’antigénes bactériens par des anticorps, ce
qui garantit une haute spécificité et sensibilité dans la détection. Une des forces majeures des
méthodes immunologiques réside dans leur rapidité d’exécution, permettant des résultats en temps
réduit, ce qui est particulierement précieux en contexte clinique ou un diagnostic rapide est
essentiel (Khan et al., 2020). De plus, ces méthodes permettent la détection de bactéries vivantes
ou mortes, ainsi que des protéines et toxines spécifiques, offrant ainsi une compréhension
fonctionnelle et pathogénique approfondie (Garcia et al., 2021). Elles sont également adaptables a
divers formats, tels que les tests ELISA, 'immunofluorescence ou les tests de flux cytométrique,
rendant leur application flexible selon les besoins du laboratoire (Smith & Lee, 2022). En résumé,
les méthodes immunologiques constituent une alternative puissante aux techniques de culture, en
particulier pour la détection rapide et précise des agents pathogénes dans les échantillons

complexes.
111.4.3. Méthodes moléculaire

Les méthodes moléculaires représentent une avancée majeure dans I’étude du microbiote,
permettant d’identifier avec une grande précision des micro-organismes, y compris ceux qui ne
peuvent pas étre cultivés en laboratoire. Ces techniques reposent principalement sur 1’analyse des
séquences d’acides nucléiques, telles que le séquencage de ’ADN ou la PCR, ce qui offre une
sensibilité et une spécificité élevées (Janda & Abbott, 2023). L’un des principaux avantages est
leur capacité a révéler la diversité compléte des communautés microbiennes, y compris les especes
rares ou difficiles a détecter par des méthodes classiques (Kim et al., 2022). De plus, les méthodes
moléculaires permettent une analyse quantitative, ce qui facilite 1’étude des variations relatives des
populations bactériennes en fonction des conditions physiologiques ou pathologiques (Wang et
al., 2021). Elles offrent également la possibilité de détecter des génes spécifiques liés a des
fonctions métaboliques ou a la résistance aux antibiotiques, fournissant des informations
fonctionnelles précieuses (Zhao & Li, 2020). Enfin, I’intégration de ces techniques dans les études
du microbiote a ouvert la voie a de nouvelles perspectives en microbiologie, en médecine

personnalisée et en écologie microbienne (Janda & Abbott, 2023).
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Chapitre V. Etude du microbiome a travers une enquéte

1V.1. Objectif de I’enquéte

Cette étude a pour objectif d’explorer et d’analyser les facteurs périnataux susceptibles
d’influencer la constitution et le développement du microbiome chez le nouveau-né, a travers la
collecte de données terrain au moyen d’un questionnaire adressé aux meres. Elle vise a fournir une
analyse descriptive et analytique des variables les plus étroitement liées a la colonisation
microbienne initiale, notamment le type d’accouchement, le mode d’alimentation,
I’environnement immédiat du nourrisson, ainsi que les traitements administrés autour de la
naissance.

L’¢étude cherche également a dégager des premicres conclusions sur I’impact potentiel de ces
facteurs sur 1’équilibre microbien au cours des premiers jours de vie, a partir de données
empiriques. Ces résultats pourraient constituer une base de réflexion pour de futures recherches
expérimentales ou cliniques plus approfondies. Par ailleurs, cette enquéte vise a sensibiliser les
méres et les professionnels de santé a I’importance des facteurs environnementaux et
comportementaux dans la promotion d’un microbiome néonatal équilibré, favorable a la santé a

long terme de 1’enfant.
IV.2. Méthodologie de I’enquéte

Dans le cadre de cette étude, une enquéte descriptive a été menée afin de recueillir des données
sur les principaux facteurs susceptibles d’influencer le développement du microbiome chez le

nouveau-né. La méthodologie adoptée est détaillée comme suit:
IVV.2.1. Type d’enquéte

Une étude descriptive, transversale et basée sur un questionnaire a été adoptée, dans le but de
recueillir et d’analyser les données relatives aux facteurs associés a la colonisation microbienne

initiale chez le nouveau-né, a travers un questionnaire adressé aux meres.
IV.2.2. Population cible

L’enquéte a concerné un échantillon de meres ayant récemment accouché, choisies selon une
méthode d’échantillonnage raisonné (ou aléatoire) « et résidant dans la région de [Sidi aissa et
Bousaada]. Les critéres d’inclusion comprenaient des meéres de nouveau-nés en bonne santé, agés

de moins de trois mois.
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1V.2.3. Mode de collecte des données

Les données ont été recueillies a 1’aide d’un questionnaire structuré, congu spécifiquement pour

cette étude. Le questionnaire comprenait des questions fermées et semi-ouvertes portant sur :
-Les donneées sociodémographiques de la mere ;

-Les conditions de la grossesse et de I’accouchement (type d’accouchement, lieu, complications

éventuelles) ;

-Le mode d’alimentation du nourrisson ;

-L’environnement postnatal immédiat ;

-L’utilisation éventuelle d’antibiotiques ou d’autres traitements.

La distribution du questionnaire s’est faite [en personne a la maternité] < apres explication de

I’objectif de 1’étude et obtention du consentement éclairé des participantes.
IV.3. Analyse et interprétation des résultats
IV.3.1. Répartition des participantes selon I’age

Tableau 1V.3.1.1.Répartition des méres solon la tranche d'age.

Tranche d’age (ans) Fréquence (n) Pourcentage
Moins de 20 7 11,7%
20230 27 45%
30a40 18 30%

Plus de 40 8 13,3%
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Figure 1VV.3.1.Diagramme en barre de la répartition par age.

IV.3.1.1. Analyse et interprétation

Les résultats indiquent que la majorité des participantes a cette étude appartiennent a la tranche
d’age de 20 a 30 ans (45 %), suivie par celles agées de 30 a 40 ans (30 %). Ces données refletent
une forte représentation des femmes en age de procréer actif, ce qui constitue une variable
démographique importante dans 1’étude du microbiome néonatal. En effet, 1’dge maternel peut
influencer la diversité et la composition du microbiote du nouveau-né a travers divers facteurs tels
que I’état de santé de la mére, la maturité du systéme immunitaire, les pratiques de soins prénatals,
ainsi que le mode d’accouchement. Ces éléments jouent un role déterminant dans I’acquisition

initiale du microbiote chez le nourrisson.
IV.3.2. Répartition des participantes selon le lieu de résidence

Table IV.3.1.1-1.Répartition des partipantes selon le lieu de résidence.

Lieu de résidence Pourcentage (%)
Milieu urbain 50 %
Milieu rural 50 %
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Répartition des meres selon le lieu de résidence

Rural

Urbain

Figure 1V.3.1.11. Diagramma circulaire répartition des participantes selon le lieu de résidence.

1V.3.2.1. Analyse et interprétation

Une répartition parfaitement équilibrée entre les milieux de résidence : 30 meres (50 %) résident
en zone rurale et 30 autres (50 %) en zone urbaine. Cette répartition équitable garantit une
représentation homogene des deux environnements, ce qui permet une comparaison fiable de
I’impact des conditions de vie rurales et urbaines sur le microbiome néonatal. Elle réduit également
les biais potentiels liés a une surreprésentation géographique, et renforce ainsi la validité externe

des résultats obtenus.

Une étude menée par Backhed et al. (2015) publiée dans Cell Host & Microbe, a mis en évidence
que les conditions de vie (hygiéne, alimentation, exposition microbienne) influencent
significativement le développement du microbiote intestinal chez les nouveau-nés. Par conséquent,
tenir compte du lieu de résidence dans 1’analyse constitue un parameétre déterminant dans la

compréhension des variations du microbiome.
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1V.3.3. Répartition des participantes selon la présence des maladies chroniques

Tableau 1V.3.3.1. Répartition des participantes selon la présence des maladies chroniques.

Réponse Pourcentage (%)
Oui (présence de maladies chroniques) 21,7 %
Non (absence de maladies chroniques) 78,3 %

Répartition des maladies chroniques chez les familles

Oui

78.3%

Figure 1V.3.2.Diagramme circulaire de la répartition des participantes selon la présence des
maladies chroniques.

1VV.3.3.1. Analyse et interprétation des résultats

Les résultats de ce questionnaire montrent que 21,7 % des méres interrogées souffrent de maladies
chroniques, tandis que 78,3 % ne présentent aucune affection chronique déclarée. Cette répartition
met en évidence un élément important a considérer dans 1’étude du microbiome néonatal, a savoir
1’état de santé de la mere. D’un point de vue scientifique, la présence de maladies chroniques chez
la mére — telles que le diabéte, I’hypertension artérielle ou les maladies auto-immunes — est
associee a des modifications physiopathologiques susceptibles d’influencer la transmission
microbienne mére-enfant. Cette transmission peut se produire lors de 1’accouchement (par voie
basse ou cé€sarienne) ou par le biais de 1’allaitement maternel. Ces altérations peuvent modifier la
diversité et la composition du microbiome intestinal du nouveau-né, ce qui pourrait avoir des

répercussions sur le développement de son systéme immunitaire et sa santé a long terme. Par
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conséquent, I’analyse de la relation entre 1’état de santé maternel et la structure du microbiome

chez les nouveau-nés s’avére essentielle pour mieux comprendre les mécanismes biologiques

impliqués. Ces données offrent une base pour orienter de futures stratégies de prévention visant a

améliorer la santé des meres et, indirectement, celle de leurs enfants a travers un microbiome

néonatal équilibré et fonctionnel.

IV.3.4. Répartition des types de maladies chroniques dans les participantes

Tableau 1V.3.4.1. Répartition des types de maladies chroniques dans les participantes.

Types de maladies Fréquence (n) Pourcentage (%)
Aucune 47 78,33 %
Diabete 7 11,67 %
Asthme 4 6,67 %
Hypertension artérielle 2 3,33%

50

40}

301

10|

Type de maladie

Type de maladie

Figure IV.3.3.Diagramme en barre répartition des types de maladies chroniques dans les

participantes.
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IV.3.4.1. Analyse et interprétation des résultats

La repartition des types de maladies chroniques dans les familles interrogées montre une

prédominance du diabéte, suivi de ’asthme et de I’hypertension. Ces résultats s’inscrivent dans

les données épidémiologiques nationales ou ces pathologies demeurent les plus fréquentes au sein

des populations adultes.

Dans le cadre de 1I’étude du microbiome néonatal, ces antécédents familiaux présentent un intérét

particulier. Il a été demontré que:

e Le diabéte et 1’obésit¢ maternels peuvent influencer la composition microbienne du

nouveau-né via des modifications du microbiome vaginal, intestinal et mammaire.

o L’asthme est associé¢ a des altérations spécifiques du microbiote, pouvant se transmettre

verticalement a I’enfant.

e L’hypertension, bien que moins étudiée en ce sens, peut indirectement affecter la santé

microbienne néonatale par des complications de grossesse ou des interventions médicales

(antibiotiques, césarienne...).

Ainsi, I’identification des types de maladies chroniques familiales constitue un facteur explicatif

potentiel dans la variabilité du microbiome du nouveau-né, et mérite d’étre intégrée dans I’analyse

multivariée avec les autres variables de 1’étude.

IVV.3.5. Répartition des types d’accouchement

Tableau 1V.3.5.1. Répartition des types d’accouchement

Types d’accouchement

Pourcentage (%)

Voie hasse

63.3%

Césarienne

36.7%
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Type accouchement

Césarienne

63.3%
Voie basse

Figure IV.3.4.Diagramme circulaire répartition des Type d’accouchement
IV.3.5.1. Analyse et interprétation des résultats

La figure IV.4 montre que la majorité des nouveau-nés inclus dans 1’étude sont nés par voie basse
(63,3 %), tandis que 36,7 % sont nés par césarienne. Cette répartition est essentielle pour
comprendre la diversité du microbiome chez le nouveau-né, car plusieurs études indiquent que
I’accouchement par voie basse permet le transfert de bactéries bénéfiques de la mére a I’enfant, ce
qui joue un role clé dans I’établissement du microbiote intestinal dés les premiers jours de vie. En
revanche, les nouveau-nés par césarienne peuvent présenter un retard dans le développement de

ce microbiote, ce qui pourrait avoir un impact sur leur immunité a long terme
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IVV.3.6. Répartition des types la Dureée de la grossesse

Tableau 1V.3.6.1.Répartition des types de la durée de la grossesse

La durée Pourcentage (%)
Moins de 37 semaines 8.3%

37-40 semaines 76.7%

Plus de 40 semaines 15.0%

Durée grossesse

1

40

30

20

10

> ”
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Figure IV.3.5.Graphique a barres Répartition des types de la durée de la grossesse
IV.3.6.1. Analyse et interprétation des résultats

Ces données sont importantes pour comprendre les facteurs influencant le développement du

microbiome chez les nouveau-nes.
1. Grossesse a terme (37—40 semaines) :
Cette catégorie represente clairement la majorite, avec 76,7 % des cas de grossesse.

Cette periode correspond a une grossesse a terme (Full-term pregnancy). Les nouveau-nés issus
de grossesses a terme tendent a acquérir un microbiome intestinal plus mature et diversifié

comparé aux prématures. Ce groupe sert de référence ou de norme dans 1’étude du microbiome,
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ou l’influence principale sur le microbiome est liée au mode d’accouchement (vaginal ou

césarienne) et aux modes d’alimentation (allaitement maternel ou artificiel).
2. Naissance prématurée (moins de 37 semaines) :
Ce groupe représente 8,3 % des cas.

Cette proportion refléete les cas de naissance prématurée (Preterm birth). La prématurité est un
facteur important influencant le développement du microbiome intestinal. Les enfants nés
prématurément sont souvent exposes a des environnements spéecifiques (comme les unités de soins
intensifs néonataux — NICU) et peuvent recevoir des antibiotiques précocement, ce qui affecte
directement la colonisation intestinale, la diversité microbienne, et peut entrainer une dysbiose

(déséquilibre microbien).
3. Grossesse prolongée (plus de 40 semaines) :
Cette catégorie représente 15,0 %.

Elle concerne les cas de grossesse prolongée ou post-terme (Post-term pregnancy). Bien que
I’impact direct du post-terme sur le microbiome néonatal soit moins étudié que celui de la
prématurité, les complications associées (comme I’induction du travail ou un recours plus fréquent
a la césarienne) peuvent indirectement influencer la colonisation microbienne initiale du nouveau-
né.

Le tableau et les barres graphiques soulignent I’importance démographique des différentes durées
de grossesse au sein de I’échantillon étudi¢. La durée de gestation constitue un facteur déterminant
et influent sur le développement du microbiome du nouveau-né, en raison des différences

observées en termes de :

e Maturité physiologique : des systemes digestif et immunitaire.

e Modes d’accouchement : influengant 1I’exposition aux microbes maternels.

e Environnement postnatal : notamment I’exposition aux antibiotiques et a
I’environnement hospitalier chez les prématurés.

e Modes d’alimentation : qui varient selon la durée de la grossesse et 1’état de santé

de ’enfant.
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IVV.3.7. Utilisation des antibiotiques pendant la grossesse

Tableau 1V.3.7.1.Répartition des meres selon l'utilisation des antibioques pendant la grossesse.

Réponse Pourcentage
Oui (13) 21,7 %
Non (47) 78,3 %

Antibiotiques grossesse

Antibiotiques grossesse

Oui

78.3%

Non

Figure IV.3.6.Diagramme circulaire répartition des meres selon I'utilisation des antibiotiques au
cours de la grossesse.

IV.3.7.1. Analyse et interprétation des résultats

Selon les données recueillies, 21,7 % des meéres interrogées ont rapporté avoir utilisé des

antibiotiques pendant leur grossesse, contre 78,3 % qui n'en ont pas utilisé.

Sur le plan scientifique, ’exposition prénatale aux antibiotiques constitue un facteur critique
pouvant influencer la transmission et la composition du microbiote chez le nouveau-né. En
perturbant la flore intestinale maternelle, les antibiotiques peuvent indirectement altérer la qualité
du transfert microbien lors de I’accouchement ou de 1’allaitement, réduisant ainsi la diversité

microbienne initiale chez le nourrisson.
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Cette donnée est donc cruciale a intégrer dans ’interprétation globale des profils microbiens

observés chez les nouveau-nés, notamment dans le cadre de la prévention de certaines dysbioses

précoces.

IV.3.8. Répartition des meéres selon le trimestre d’exposition aux antibiotiques pendant

la grossesse

Tableau 1V.3.8.1.Répartition des meres selon le trimestre d'exposition aux antibiotiques pendant

la grossesse.

Trimestre d’exposition Pourcentage (%)
1 er trimestre (4) 30 %
2e trimestre (5) 40 %
3¢ trimestre (4) 30 %

Trimestre ATB

Trimestre ATB

40

30

10

Figure 1V.3.7.Graphique a barre répartition en pourcentage des trimestres d'exposition aux

antibiotiques pendant la grossesse
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IVV.3.8.1. Analyse et interprétation des résultats

L’analyse de la période d’exposition aux antibiotiques pendant la grossesse montre que 40 % des
meres traitées 1’ont été au cours du 2e trimestre, contre 30 % au ler trimestre et 30 % au 3e
trimestre. Cette répartition est cliniguement significative, car le moment de I’exposition peut
influencer différemment le développement du microbiote néonatal. Le ler trimestre est une phase
critique de ’embryogenése, ou toute perturbation microbienne ou immunitaire peut avoir des

répercussions sur la tolérance foetale.

Le 2e trimestre, quant a lui, marque une période de maturation immunitaire, et une antibiothérapie
a ce stade peut modifier le microbiote maternel, influencant indirectement le transfert microbien

vers le foetus.

Enfin, une exposition au 3e trimestre peut avoir un impact direct sur le microbiote périnatal

transmis lors de I’accouchement, en particulier si celui-ci se déroule par voie basse.

Ces données soulignent 1I’importance de considérer le timing de 1’exposition antibiotique dans

I’analyse de la colonisation microbienne néonatale.
IV.3.9. Répartition des accouchements selon le lieu

Tableau 1V.3.9.1.Répartition des accouchement selon le lieu.

Lieu d’accouchement Pourcentage (%)
Hopital 96,7 %
Domicile 3,3%
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Lieu accouchement

Lieu accouchement

A domicile

96.7%
A I'hbpital

Figure 1V.3.8.Diagramme circulaire répartition en pourcentage du lieu d'accouchement.

1V.3.9.1. Analyse et interprétation des résultates

La grande majorité des accouchements (96,7 %) ont eu lieu en milieu hospitalier, contre seulement
3,3 % a domicile. Ce facteur est déterminant dans 1’étude du microbiome néonatal, car le lieu

d’accouchement influence directement la premiére exposition microbienne du nouveau-né.

En milieu hospitalier, les nourrissons sont souvent exposés a une flore environnementale plus
médicalisée et moins diversifiée, notamment dominée par des bactéries comme Staphylococcus

spp., Enterococcus spp., ou encore Pseudomonas spp., souvent liées a I’environnement hospitalier.

A T’inverse, les accouchements a domicile permettent une exposition initiale plus naturelle et
proche du microbiote maternel, ce qui pourrait favoriser une colonisation intestinale plus

bénéfique a long terme.

Ce paramétre doit étre pris en compte dans 1’interprétation des profils microbiens observés chez

les nouveau-nés de la cohorte étudiée.
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1V.3.10. Répartition des méres selon la durée de I’allaitement maternel

Tableau 1V.3.10.1.Répartition des meéres selon la durée de I'allaitement maternel.

Durée de I’allaitement Pourcentage (%)
Moins d’un mois 1,7%

Entre 1 et 3 moins 15 %

Entre 3 et 6 moins 31,7 %

Plus de 6 mois 51,7 %

Durée allaitement

Durée allaitement

Moins d’'un mois
1-3 mois

1.8%
15.0%

Plus de 6 mois 51.7%

3-6 mois

Tableau 1V.3.10.2.Diagramme circulaire répartition des méres selon la durée de I'allaitement
maternel.

1VV.3.10.1.Analyse et interprétation

L’analyse de la durée de I’allaitement maternel montre que 51,7 % des meres ont allaité leur enfant
plus de 6 mois, ce qui constitue une proportion majoritaire et trés favorable au développement

d’un microbiome néonatal équilibré et protecteur.

A I’inverse, 1,7 % des nourrissons n’ont bénéficié d’un allaitement que pendant moins d’un mois,
et 15 % entre 1 et 3 mois, ce qui pourrait compromettre le transfert de bactéries bénéfiques via le

lait maternel, notamment les Bifidobacteria et Lactobacillus.
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La période de 3 a 6 mois représente 31,7 % des cas, traduisant un allaitement partiel ou transitoire.

Ces données confirment I’importance cruciale de la durée de 1’allaitement dans le fagonnement du
microbiote intestinal du nouveau-né, en particulier durant les 1000 premiers jours de vie, période

reconnue comme essentielle pour I’immunomodulation et la prévention des maladies chroniques.
IV.3.11. Répartition des méres selon la raison de I’introduction du lait infantile

Tableau 1V.3.11.1. Répartition des méres selon la raison de I’introduction du lait infantile.

Raison d’introduction du lait | Fréquence (n) Pourcentage (%)
infantile

Choix personnel 25 62,5 %
Probléme de santé 5 12,5%

Mangue de lait 5 12,5%

Autres raisons 5 12,5 %

Raison lait infantile

Raison lait infantile
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Figure 1V.3.9.Répartition en barres des méres selon la raison de l'introduction du lait infantile.
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IV.3.11.1.Analyse et interprétation des résultats

La raison principale de I’introduction du lait infantile chez les méres interrogées est le choix

personnel, représentant 62,5 % des cas. Ce taux élevé reflete des décisions individuelles

potentiellement influencées par des facteurs culturels, sociaux ou pratiques, indépendamment de

raisons médicales.

Les autres raisons sont réparties équitablement entre le manque de lait, les problemes de sante, et

des raisons diverses, chacune a 12,5 %.

Ce constat suggere que les stratégies de promotion de I’allaitement maternel devraient intégrer une

dimension éducative et motivationnelle, en sensibilisant les méres a I’importance du lait maternel

dans le développement du microbiome intestinal du nouveau-né, et dans la prévention des

infections et des pathologies inflammatoires précoces.

IV.3.12. Répartition des nourrissons selon la présence d’allergies chez les bébé

Tableau 1V.3.12.1. Répartition des nourrissons selon la présence d’allergies chez les bébé.

Allergies chez le bébé

Pourcentage (%)

Oui

30%

Non

70%
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Allergies bébé

Allergies bébé

70.0%

MNon

Figure 1V.3.10.Diagramme circulaire répartition des nourrissons selon la présence d’allergies
chez les bébé.

1VV.3.12.1.Analyse et interpreétation des résultats

Les résultats montrent que 30 % des nourrissons présentent des signes d’allergies, contre 70 % qui

n’en présentent pas.

Ce taux relativement élevé d’allergies pourrait étre 1ié a un déséquilibre du microbiote intestinal

néonatal, connu sous le nom de dysbiose.

Plusieurs études ont démontré que les enfants allergiques présentent souvent une diversité
microbienne réduite, avec une sous-représentation de Bifidobacterium et Lactobacillus, au profit

de bactéries potentiellement pro-inflammatoires.

Ces résultats soulignent 1’'importance de favoriser un microbiome équilibré dés la naissance,
notamment a travers 1’allaitement maternel prolongé et la limitation des interventions médicales

perturbatrices (comme les antibiotiques précoces).

55



Partie pratique Chapitre IV : Etude du microbiome a travers une enquéte

1V.3.13. Répartition des types d’allergies observées chez les bébé

Tableau 1V.3.13.1. Répartition des types d’allergies observées chez les bébe.

Types d’allergies Fréquence (n) Pourcentage (%)
Alimentaire 5 35,7 %
Respiratoire 4 28,6 %

Autre 4 28,6 %
Cutaneées 1 7,1%

Type allergie

Type allergie
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Figure 1VV.3.11.Diagramme en barres répartition des types d’allergies observées chez les bébé.

1VV.3.13.1.Analyse et interprétation des résultats

Le diagramme en barres illustre la distribution des types d’allergies observées chez les nourrissons

ayant présenté une réaction allergique.

La majorité des cas concernent des allergies alimentaires (35,7 %), suivies par des allergies
respiratoires (28,6 %) et des autres types (28,6 %), tandis que les manifestations cutanées restent

moins fréquentes (7,1 %).
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Cette prédominance des allergies alimentaires peut étre liée a un microbiote intestinal immature
ou désequilibré, caractérisé par une faible diversité bactérienne et une diminution des espéces
bénéfiques (telles que Bifidobacterium), ce qui favorise une réponse immunitaire exacerbée et une

perméabilité intestinale accrue.

De plus, la survenue d’allergies respiratoires pourrait €étre influencée par 1’axe intestin-poumon,
démontrant le réle clé du microbiote dans le développement immunitaire systémique du
nourrisson.
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En conclusion de cette étude, nous affirmons que le sujet du microbiome chez le nouveau-né
représente un domaine scientifique en pleine expansion, d’une importance capitale, en raison de
son impact profond sur le développement du systéme immunitaire et 1’équilibre de la santé

physique et mentale de 1’étre humain des les premiers instants de la vie.

Notre étude a constitué une tentative préliminaire de compréhension de certains facteurs
influencant la formation du microbiome intestinal chez le nouveau-né, en s’appuyant sur une
approche descriptive et analytique basée sur un questionnaire de terrain adressé aux meres de
nouveau-nés. Ce travail a permis de recueillir des données environnementales, comportementales

et médicales, directement ou indirectement liées a cette phase critique.

L’analyse des résultats a révélé un ensemble de facteurs récurrents potentiellement influents,
notamment : le mode d’accouchement (naturel ou césarien), le type d’allaitement (naturel ou
artificiel), I'utilisation d’antibiotiques, la santé¢ générale de la mére et I’environnement entourant
le nouveau-né. Ces données concordent largement avec les travaux scientifiques récents, conférant

a cette étude une crédibilité initiale malgré son caractere descriptif.

Cependant, certaines limites méthodologiques ne peuvent étre ignorées, en particulier 1’absence
d’analyses microbiologiques directes, qui auraient permis de confirmer les hypothéses de terrain,
ainsi que la subjectivité ou les oublis possibles dans les réponses au questionnaire, notamment

concernant les détails médicaux.

Par conséquent, nous recommandons la réalisation d’études complémentaires a [’avenir,
combinant analyses de laboratoire d’échantillons fécaux et questionnaires précis, avec un suivi
longitudinal des enfants sur le moyen et long terme. Nous insistons également sur la nécessité
d’intégrer ce sujet dans les programmes de sensibilisation des futures meres ainsi que dans la

formation médicale et paramédicale.

Nous espérons personnellement pouvoir poursuivre cette recherche au niveau doctoral ou par le
biais de futures études scientifiques, afin de développer une compréhension plus approfondie et
globale du microbiome chez le nouveau-né, contribuant ainsi a I’avancement scientifique et

pratique dans notre environnement local et au-dela.

En conclusion, nous esperons que cette étude aura, ne serait-ce qu’a un modeste niveau, contribué
a ouvrir le débat sur I’importance du microbiome en tant qu’élément clé de la santé publique et

comme un domaine fertile pour la recherche scientifigue en microbiologie appliquée,
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particulierement dans notre contexte local qui nécessite encore des études approfondies dans ce

domaine prometteur.
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