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Résumé

Dans cette étude, nous avions cherché a évaluer I'effet anti-allergisant des bactéries probiotiques
d’origine lait humain si administrées en age précoce. La souche SL42 a été comparée a la bactérie
probiotique de référence Limosilactobacillus reuteri DSM 17938. Premiérement, I’isolat SL42 a été
identifié génétiqguement par analyse 16S rRNA et puis étudié in vitro afin de s’assurer qu’il remplisse
les principaux criteres du statut probiotique (résistance au pH acide et aux sels biliaires, assimilation du
cholestérol, activités antimicrobienne et anti-oxydante, susceptibilité aux antibiotiques). Des rattes
Wistar en &ge juvénile (3 semaines, n=8 dans chaque groupe) ont été ensuite sensibilisées séparément et
sans adjuvant avec deux protéines animales (l'ovalbumine « OVA » ou la caséine concentrée bovine
« CAS ») et recevant (gavage, 1/2 jours) ou non une des deux bactéries. Le schéma de sensibilisation a
été suivi pendant 59 et 50 jours, respectivement dans les groupes recevant par pénétration intra-gastrique
CAS et OVA. Les rattes recevant le PBS constituaient les groupes témoins. Le poids et la température
corporaux, l’incidence des diarrhées et leur score, les taux d’acide urique, d’éosinophiles, d’IgE
spécifiques, d’histamine, de SI00A8/A9 et de cytokines inflammatoires, ont été tous mesurées. Au terme
des deux études, les contenus des microbiotes intestinaux ont été analysés et les animaux sensibilisés
ont été sacrifiés. Des coupes histologiques ont été préparées par la suite. Les poids des rates ou des
thymus ont été déterminés. La translocation bactérienne a été vérifiées dans les rates et les tissus
mésentériques. Nos résultats indiquent que I’isolat SL42 est une Lacticaseibacillus rhamnosus et a
reflété un statut probiotique-like trés intéressant comparée a DSM 17938. Par ailleurs, les deux bactéries
ont atténué les réponses allergiques systémiques a la caséine et a ’ovalbumine en réduisant les taux
d'histamine, les niveaux d'lgE spécifiques, le nombre d'éosinophiles, le taux de S100A8/9 sériques et les
concentrations de cytokines inflammatoires. L'analyse du jéjunum a confirmé I'effet protecteur des
bactéries probiotiques dans les groupes recevant 1’une ou ’autre des protéines allergisantes. Les
bactéries lactiques et les espéces de Clostridium ont également augmenté dans les groupes traités aux
probiotiques. Ces résultats suggerent que les probiotiques originaire du lait humain pourraient étre
utilisés efficacement pour atténuer les allergies d’origine alimentaire. Des études plus approfondies sur

le mécanisme moléculaire impliqué dans cette protection, sont fortement souhaitées.

Mots clefs : Allergie alimentaire, probiotique, lait humain, protéine allergisante, inflammation,

protection.



Abstract

In this study, we aimed to evaluate the anti-allergic effect of probiotic bacteria of human
milk origin when administered at an early age. The SL42 strain was compared to the reference
probiotic bacterium Limosilactobacillus reuteri DSM 17938. First, the SL42 isolate was
genetically identified by 16S rRNA analysis and then studied in vitro to ensure that it meets the
main criteria of probiotic status (resistance to acid pH and bile salts, cholesterol assimilation,
antimicrobial and antioxidant activities, susceptibility to antibiotics). Juvenile Wistar rats (3
weeks, n=8 in each group) were then sensitized separately and without using an adjuvant with
two animal proteins (ovalbumin “OVA” or bovine casein concentrate “CAS”) and receiving
(gavage, every other day) or not either of the two bacteria. The sensitization schemes were
followed for 59 and 50 days, respectively in the CAS and OVA intra-gastric sensitized groups.
Rats receiving Phosphate Buffer Saline solution were taken as the control groups. Body weight
and temperature, incidence and score of diarrhoea, sera levels of uric acid, eosinophils, specific
IgE, histamine, SI00A8/A9 and inflammatory cytokines were all measured. At the end of both
studies, intestinal microbiote content was analyzed, and sensitized animals were sacrificed.
Histological sections were subsequently prepared. The weights of the spleen or thymus were
determined. Bacterial translocation was verified in spleen and mesenteric tissues. Our results
indicate that the SL42 isolate is a Lacticaseibacillus rhamnosus and reflected a very interesting
probiotic-like status compared to DSM 17938. In addition, both bacteria mitigated systemic
allergic responses to casein and ovalbumin by reducing histamine, specific IgE, eosinophil
count, serum S100A8/9 and inflammatory cytokine levels. The analysis of the jejunum
confirmed the protective effect of probiotic bacteria in the groups receiving either of the
allergenic proteins. Lactic acid bacteria and Clostridium species also increased in probiotic-
treated groups. These results suggest that probiotics from human milk could be used effectively
to alleviate food allergies. Further studies of the molecular mechanism involved behind this

protection are highly desirable.

Keywords: Food allergy, probiotic, human milk, allergenic protein, inflammation, protection.
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Liste des abréviations
DSM 17938 : Lactobacillus reuteri Protectis
SL42 : Lactobacillus rhamnosus
CAS : caséine de lait de vache
OVA : Ovalbumine de I’ceuf.
i.g : voie intra-gastrique.
MRS : Man, Rogosa, Sharpe. Milieu utilisée pour la culture des Lactobacillus.
MH : Mueller-Hinton. Un milieu standardisé pour I'étude de la sensibilité aux antibiotiques.
16S rRNA : ARN ribosomique constituant la petite sous-unité des ribosomes.

IFN-y :Interferon.
PBS: Tampon phosphate salin (phosphate-buffered saline).

UFC : Unité formant coloni
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Introduction générale

L'allergie alimentaire est définie comme "un effet indésirable sur la santé résultant d'une
réponse immunitaire spécifique et qui se produit de maniere reproductible lors de I'exposition
a un aliment donné™. Les allergénes alimentaires sont spécifiques de I'aliment reconnu par le
systéeme immunitaire de I'individu et qui est susceptible de provoquer chez lui des symptdmes
allergiques et caractéristiques. La réaction allergique est déclarée la plus grave et
potentiellement mortelle lorsqu’elle est anaphylaxique. Les autres réactions allergiques
comprennent des manifestations gastro-intestinales telles que : vomissements, troubles de
I'alimentation, reflux, douleurs abdominales, dysphagie, diarrhée, retard de croissance et selles
sanglantes ; des manifestations cutanées telles que : urticaire, cedéme de Quincke, bouffées
vasomotrices, prurit et eczéma ; et des manifestations respiratoires telles que : respiration

sifflante, dyspnée, congestion nasale, éternuements et rhinorrhée (Luyt et al., 2014).

La prévalence de l'allergie alimentaire est en augmentation dans le monde entier, avec
une prévalence mondiale approchant les 10 %. L'épidémiologie de l'allergie alimentaire varie
selon le groupe d'age et la situation géographique. Les enfants présentent les taux plus élevés
comparés aux adultes. L'allergie aux crustacés est plus fréquente dans les pays asiatiques, tandis
que l'allergie a I'arachide est plus fréquente dans les pays occidentaux. Cette prévalence accrue
de D’allergie alimentaire se produit principalement dans les pays occidentaux, tels que le
Royaume-Uni, les Etats-Unis et 1’ Australie. Dans les autres pays, les données sur la prévalence
des allergies alimentaires font défaut, en particulier dans les pays en développement, mais les
données existantes indiquent que ces pays ne sont pas a I’abri (Dos Santos et al., 2020).

L'allergie alimentaire pourrait étre une maladie potentiellement sérieuse. Cependant, il
n'en existe pas encore de thérapies efficaces. La principale est d'éviter de consommer les
aliments qui provoquent une réaction allergique. En cas de réaction allergique fulminante, un
médicament a base d'adrénaline appelé épinéphrine sera injecté pour contréler immédiatement
les symptdmes (Sicherer et Simons, 2017). Cette thérapie est censée a soulager complétement
les allergies alimentaires, mais elle comporte parfois, un risque important de provoquer des
réactions allergiques graves (Chu et al., 2019). Par conséquent, la mise en place d'un traitement

s(r et efficace de l'allergie alimentaire est attendue.

Le dysfonctionnement de la barriére épithéliale intestinale est I'une des causes des réponses
immunitaires excessives a des antigenes alimentaires inoffensifs. La barriere épithéliale

intestinale est responsable du maintien de I'nomeostasie intestinale en limitant la pénétration



des bacteéries et des allergénes alimentaires dans la partie luminale (Yu, 2012). En particulier,
les jonctions serrées jouent un rdle important dans la fonction de la barriére intestinale. Dans
I'allergie alimentaire, un défaut apparent de la barriere épithéliale a été constaté. Par exemple,
les premieres études cliniques chez les enfants allergiques au lait de vache ont montré une
perméabilité intestinale plus éleveée comparée a celle observée chez les enfants non allergiques
(Jalonen, 1991). En outre, Le maintien de la fonction de la barriére intestinale pour empécher
I'entrée excessive d'antigénes dans la lamina propria de l'intestin est considéré comme

important dans la protection contre l'allergie alimentaire.

La littérature souligne une relation entre le déréglement du microbiote intestinal et
I'incidence de I’allergie alimentaire. L'administration de probiotiques a été proposée comme
étant efficace pour le traitement et la prévention de l'allergie alimentaire. La consultation
d'experts conjointe de I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture, et
de I'Organisation mondiale de la santé ont défini les probiotiques comme "des micro-
organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conférent un
bénéfice pour la santé de I'h6te”. L'hypothése proposée semble un mécanisme faisant appel a
I'activation des macrophages locaux, la modulation de la production locale et systémique d'lgA
locale et systémique, ainsi qu'une modification du profil des cytokines pro- et anti-
inflammatoires, conduisant a une ameélioration de la santé de I'organisme. Les souches
probiotiques rapportées comme ayant un effet modulateur sont Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus reuteri, Bifidobacteria spp, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Bacillus coagulans, Escherichia coli souche Nissle 1917, Enterococcus faecium SF68, et
Saccharomyces boulardii (Dos Santos et al., 2020).

La diversité et I'abondance du microbiote intestinal et de ses métabolites jouent un réle
important dans I'immunomodulation. Il existe des différences significatives dans la composition
du microbiote intestinal entre les personnes allergiques et ceux en bonne santé (Bunyavanich
et Berin, 2019). Sharma et Im (2018) ont rapporté une abondance de Clostridia et de
Firmicutes chez les nourrissons allergiques au lait.

De méme et chez le modele animal, Abdel-Gadir et al. (2019) ont constaté que les souris
recevant le microbiote intestinal de nourrissons sains développaient une tolérance immunitaire
dont on a supposeé qu'elle fat associée aux Clostridiales. Les souris sans germe et les souris dont
le microbiote intestinal est peu diversifié produisent spontanément des niveaux élevés d'lgE au
début de leur vie, mais leurs réponses allergiques s'ameliorent si I'intestin est colonisé par divers
micro-organismes par la suite. La composition du lait humain est trés variable d'une mere a

l'autre, ce qui peut affecter le développement du systeme immunitaire de I'enfant. Le lait humain



affecte également lemicrobiome du nourrisson et est associé a une incidence faible de I’allergie
alimentaire. Des niveaux élevés de facteurs immunitaires du lait maternel (micro-organismes
bénéfiques, IgA, cytokines, oligosaccharides) sont associés a un risque réduit d'allergie
alimentaire chez le nourrisson. On ne sait toujours pas s'il s'agit d'une protection directe ou d'une
protection transférée de biomarqueurs. Les études chez les animaux sont tres bénéfiques dans
la mesure de mettre en évidence les mécanismes potentiels de protection fournis contre les
antigenes (Kirsi et al., 2019). Cependant, le mécanisme sous-jacent par lequel les probiotiques
modulentla composition du microbiote intestinal, qui a son tour régule la maladie allergique,

reste mal compris.

Récemment, il a été rapporté que les cellules dendritiques (CD) CD103" dans les tissus
lymphoides associés a l'intestin ont la capacité d'induire le développement des Tregs
périphériques et de jouer un role central dans le développement des réponses immunitaires (Tu
etal.,, 2017). Cependant, les fonctions des CD103" dans le traitement probiotique des allergies
alimentaires sont complexes, et la nature de la diaphonie entre les CD103" et le microbiote
intestinal reste incertaine. Il a été démontré que plusieurs bactéries intestinales ont des
propriétés favorisant la production d'lgA. Cet effet régulateur facilite réciproquement
I'noméostasie immunitaire intestinale de I'héte, formant un cercle vertueux (Kawamoto et al.,
2014). Des niveaux €levés d'lgA dans les muqueuses sont également associés a la suppression

du développement de l'allergie (Kukkonen et al., 2010).

Dans cette étude, nous avons développé un protocole pour réduire l'allergénicité de deux
protéines consommeées a 1’age juvénile de croissance, en utilisant des bactéries lactiques a statut
probiotique d’origine humaine. Ainsi, la présente thése est structurée en quatre chapitres et est

achevée par une discussion générale.

Le premier chapitre est une synthese théorique qui traite I’allergie alimentaire dans sa
globalit¢ comme étant un probléme de santé a I’échelle mondiale, les mécanismes qui la
déclenchent, ce qui la différencie de I’intolérance alimentaire et les données scientifiques
approuvées jusqu’a maintenant dans cette prévention utilisant les probiotiques. Le chapitre deux
s’étale sur les données connues jusqu’a présent dans I’attribution du statut probiotique etavec

un accent particulier sur les souches originaire du lait humain.

Le chapitre 111 traite la premiére partie expérimentale ou la caseine d’origine bovine a
été prise comme agent allergisant pour induire, sans adjuvant, I’allergie alimentaire chez le rat
Wistar en age juvénile. Ce chapitre a abouti a une publication internationale ayant fait le pivot

de soutenabilité de cette thése. Le chapitre IV résume nos expériences sur 1’efficacité des



probiotique dans leur action anti-allergisante et /ou tolérogene au blanc d’ceuf chez le méme

modele murin.

Dans toutes les expériences relatées dans la présente these, les souches probiotiques
étudiées sont une bactérie isolée du lait humain au niveau de notre laboratoire LMBAFS, la
SL42, et qui est comparée a la souche probiotique L. reuteri DSM 17938.



Chapitre |
Allergie alimentaire



Chapitre | : L’allergie alimentaire.

I.1. Maladies allergiques : Probleme de santé publique a I’échelle mondiale

Sous le terme de maladies allergiques sont désignés 1’asthme, la rhinite ou rhino-
conjonctivite allergique, la dermatite atopique et les allergies alimentaires. Ces maladies
constituent un probléme majeur de santé publique. En 2015, 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) les classe en effet en quatrieme position au regard du nombre de cas dans le
monde apres les cancers, les pathologies cardiovasculaires et le Sida. De plus, dans I'union
européen, avec environ un tiers de la population concernée, les allergies représentent les

maladies chroniques les plus fréquentes (Cezmi et loana Agache, 2014).

La sensibilisation allergénique est définie comme une réponse immunologique inadaptée de
I’organisme face a son environnement. Elle se traduit biologiquement par une production élevée
en IgE spécifiquement dirigées contre un allergéne, auquel le sujet a été exposé. La
sensibilisation allergénique est a distinguer de I’atopie, qui désigne une prédisposition
génétiquement déterminée a synthétiser des IgE, aptitude se manifestant le plus souvent, durant

I'enfance ou I'adolescence (Perezabad, 2017).

L’allergie alimentaire correspond a un ensemble de réactions IgE-dépendantes provoquées
par I’ingestion, I’inhalation ou au contact d’un aliment. La majorité des allergies alimentaires
survient au cours des premieres années de vie, principalement au lait de vache, au blanc d’ceuf,
a ’arachide et aux fruits a coque. Sur le plan clinique, les symptdmes différent en matiére de
localisation et de sévérité : picotements sur les levres, la langue ou le pharynx, troubles digestifs
(nausées, vomissements, douleurs abdominales, diarrhées, ...), démangeaisons et éruptions

cutanees, urticaire, géne respiratoire, cedéme de Quincke, choc anaphylactique (Patel, 2019).

Selon I’organisation mondial de la santé (2021), Le terme « allergéne » désigne une
substance genéralement inoffensive, mais capable de déclencher une réponse qui prend sa
source dans le systéme immunitaire et entraine une réaction allergique chez certains individus.
Dans le cas des aliments, il s’agit d’une protéine se trouvant dans 1’aliment concerné, capable
de déclencher une réponse chez les personnes qui y sont sensibles. Le terme « allergie
alimentaire » désigne les réactions immunitaires indésirables a certaines protéinesalimentaires,
qui peuvent étre a médiation IgE (immunoglobuline E), sans médiation IgE, ou mixtes. Le terme
« intolérance alimentaire » désigne des réactions indésirables a des composants alimentaires

qui résultent de mécanismes non immunologiques.



L’« hypersensibilité » désigne la réaction indesirable répétée a un allergene ou une autre
substance alimentaire en lien avec une allergie alimentaire a médiation IgE, des réactions

immunologiques sans médiation IgE1, u une intolérance alimentaire (p. ex., sulfites, lactose).

1.2. Aspects épidemiologiques

En Algérie, comme dans de nombreux pays sous-développés, les réseaux d'épidemio-
surveillance des allergies alimentaires n'ont pas encore été mis en place pour pouvoir juger
objectivement de l'augmentation de la prévalence ou évaluer l'incidence des incidents
allergiques. Le service de surveillance pediatrique en Europe a été créé en 1986 pour surveiller
I'évolution des maladies infantiles rares, mais a d'importantes implications en matiére de santé
publique. Au Canada, le programme canadien de surveillance pédiatrique comprenait la
surveillance de I'anaphylaxie entre janvier 2000 et décembre 2001, mais ne se limitait pas a
I'anaphylaxie d'origine alimentaire. En 2013, Ibsaine rapporte dans la ville d’ Alger que chez les
enfants moins de 12 mois I’incidence de ’APLV est de 1,8 % dont 1,1 % forme IgE-médiée
(Ibsaine et al., 2013). L’allergie aux protéines de lait de vache est méconnue et il existe peu
d'études avec une seule étude limitée démarrée en 2015 impliquant la wilaya de Constantine
une étude épidémiologique de 2020 sur I'APLYV dans neuf provinces du nord-est de I'Algérie
avec un échantillon de 9305 enfants agés de 0 a 3 ans. L'étude (tableau 1) a montré une
prévalence assez élevée de 3,17% des enfants de moins de trois ans. Le seul reméde a cette
pathologie est I'élimination compléte de toutes les protéines du lait sous leur forme intacte et
I'utilisation de substituts adapteés, le plus souvent des hydrolysats de protéines d'originesdiverses
(Boughellout et al., 2015).

Dans le contexte médical algérien et avec la pénurie des hydrolysats protéiques, 1’absence
totale de solutions d’acides aminés et I’impossibilité de se procurer des stylos auto-injecteurs
d’adrénaline, I’induction orale met 1’enfant allergique a 1’abri de 1’accident anaphylactique

sévere (Attia et al., 2020).

L'étude ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood) est une étude
internationale des maladies allergiques chez les enfants. Il s'agit d'un programme international
de recherche épidémiologique initié en 1991 en réponse a l'augmentation rapide de la
prévalence des maladies allergiques dans les pays occidentaux et en développement. Il vise de
mieux comprendre les facteurs de risque de ces maladies, tout en impliquant un grand nombre
de centres a travers le monde (ISAAC Handbook, 2016).



Tableau 1 : La prévalence de I’allergie aux protéines du lait de vache (APLV) en Algérie
ville de Constantine 2015 (Boughellout et al., 2015).

Tranche d’age Effectif total Effectif allergique | Effectif confirmé Effectif non
confirmé
0-3 mois 155 2.58 0.65 1.94
3-6 mois 171 2.34 1.75 0.58
6-9 mois 89 8.99 5.62 3.37
9-12 mois 172 1.74 1.16 0.58
12-18 mois 73 00 00 00
18-36 mois 110 8.18 4.55 3.64
HM%GD.?E% - Eﬂ:t;ues

B Enfants sains

32.08%
25.00%

17.86%

7.14%

Mixte Exclusif au sein Exclusif au biberon

Figure 1 : Type d’allaitement recu par les enfants allergiques et sains (Boughellout et al.,
2015).




Les centres ISAAC sont identifiés par les régions suivantes : Afrique, Asie, Méditerranée
orientale, Sub-Pacifique, Continent indien, Amérique latine, Amérique du Nord, Europe du
Nord et Europe de I'Est, Oceanie et Europe de I'Ouest (divisée en 3 phases, Figure 2). ISAAC
Research a récemment congu et développé une quatriéme phase pour développer et étendre la
portée du site Web ISAAC (Mallol et al.,2012).
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Figure 2 : Distribution géo-spatiale de la prévalence des symptomes actuels de l'allergie en
foction de l'altitude et I'age (13-14 ans). Chaque symbole représente un centre. Les quatre
symboles représentent différents niveaux de prévalence des symptomes combinés a leur
catégorisation en tant que basse ou haute altitude. Les étoiles rouges indiquent une prévalence
élevée des symptdmes actuels de I'allergie (>10%) et une altitude élevée (>300m) ; les diamants
jaunes indiquent une prévalence élevée des symptdmes actuels de I'allergie et une faible altitude
; les cercles verts indiquent une faible prévalence des symptémes actuels de l'allergie et une
altitude élevée ; et les carrés bleus indiquent une faible prévalence des symptdmes actuels de
I'allergie et une faible altitude (Mallol et al.,2012).

1.3. Aspects étiologique
1.3. 1. L’hypothése hygiéniste

La multiplication relative aux symptdmes des maladies allergiques a conduit a I'émergence
de plusieurs hypothéses dites hygiénistes, expliquant qu'une hygiene excessive dans la premiere
annee de vie et la petite enfance conduit a I'immaturité du systeme. Augmentant ainsi le risque

de maladie allergique (Castan et al., 2016). Diverses études soutiennent cette théorie. Par



exemple, I'exposition a des agents pathogenes tels que Helicobacter pylori ou Mycoplasma
tuberculosis reduit I'incidence des maladies allergiques (Ege et al 2011 ; Bach, 2002 ; Feary
et al ., 2011). Un autre facteur de protection est lié au fait de grandir dans un environnement
agricole, notamment la consommation de lait cru et le contact avec des animaux de ferme

comme les vaches (von Mutius et Vercelli 2010).

Ces habitudes hygiéniques sont la réduction de plusieurs maladies infectieuses majeures, et
contribuaient a la maturation du systeme immunitaire du nourrisson. Selon ce
Hypothétiquement, un environnement riche en microbes est essentiel & la maturation de la
réponse immunitaire normale, prévenant ainsi les allergies (Brunekreef et al., 2012 ; Solis et
al., 2014).

1.3.2. Facteur de risque majeurs liée aux allergies alimentaires

Les maladies allergiques peuvent s’aggravait par plusieurs facteurs socio-économiques et
génétiques ; tels qu’une perméabilité intestinale accrue facilitent le passage des allergenes. Une
exposition accrue a l'alcool, a I'aspirine ou anti-inflammatoire non-stéroidiennes, des infections
virales et parasitaires et mycoses intestinales, la présence d’antécédents personnels d'atopie,
reflux gastro-cesophagien (RGO), des otites récurrentes, les angines a répétition, et en dernier
le surpoids et obésité (Zhou, 2014 ; Dano et al., 2015 ; Hendaus et al., 2016 ; Singh et al.,
2018).

1.3.3. Antioxydants, vitamines et acide gras

Les antioxydants et les vitamines jouent un rdle important dans la maturation et le
développement du systeme immunitaire (Mazzocchi et al., 2017) et surtout pour I’enfant grace
a son effet protecteur contre les allergies alimentaires (Garcia-Larsen et al., 2016). Autrement
dit que les aliments (tableau 2) riches en oméga-6 peuvent étre un facteur de risque pour
I’enfant car ils détruisent les réactions immunitaires et par la suit méne au maladies atopiques
(Kim et al., 2016).

1.4. Signes cliniques

L'allergie alimentaire est une maladie atopique majeure qui est une réponse anormale a la
nourriture déclenchée par des antigénes protéiques alimentaires normalement inoffensifs
médiee par les immunoglobulines E (IgE) avec apparition rapide des symptomes soit non IgE
médiee avec apparition tardive des symptémes (Anagnostou et al., 2015 ; Yu et al., 2016).



Tableau 2: Revue des facteurs de risque avérés et potentiels de la sensibilisation allergéenique
(Garcia-Larsen et al., 2016).

Catégories de facteurs Facteur de risque

- Sexe masculin 1

paternels)
- Poids a la naissance (gros poids)

Facteur individuels - Poids (surcharge pondérale)

- Antécédents familiaux maladie allergique (maternels >

- Saison de naissance (en hiver par acariens/ en été par pollens)

- Environnement de vie (milieu urbain)

Facteurs en lien avec - Exportions aux microorganismes bactériens
I’hypothése hygiéniste - Accouchements par césarienne
- Mode de vie anthroposophie (agent protecteur)

- Une flore intestinal pauvre et non diversifiée
Microbiote intestinales - Dysbiose de la flore intestinales

protecteur)
- Apport alimentaire pauvre en antioxydants
Facteurs en lien avec la - Apport alimentaire pauvre en vitamine D et oméga 3
nutrition - Consommation élevée de 1’alcool

- Non consommation des pré- et probiotique

6 mois
- Exposition aux trophallergénes avant 1’age de 9 mois.

- Type d’allaitement (allaitement maternel est un facteur

- Introduction de toutes les catégories d’aliment avant I’age de

L'exposition aux allergénes alimentaires déclenche des symptdmes cliniques tels que la
dermatite (Bidat, 2006), les maladies gastro-intestinales et l'inflammation des voies
respiratoires et digestive c’est prédominentes chez les enfants s'aggravent avec I'age et peuvent
étre fatales (Yu et al., 2016). Les manifestations cliniques de 1’allergie alimentaire sont variées
(tableau 3). Elles peuvent étre généralisées (choc anaphylactique) ou avoir pour cible des
organes comme la peau (urticaire, angicedéme, dermatite atopique), les muqueuses (cedéme,
conjonctivite), I’arbre respiratoire (asthme, rhinite), le tube digestif (régurgitations,
vomissements, constipation, diarrhée, malabsorption, cesophagite a éosinophiles), le systéme
neurologique (asthénie, léthargie, hypotonie) ou de plusieurs organes simultanément. La
dermatite atopique est le symptdme le plus précoce d’allergie alimentaire, représentant 80% des

troubles cliniques chez le nourrisson (Skripak et al., 2007).
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Tableau 3 : Score de gravite de I’allergie alimentaire (Nonnotte, 2016).

Grade 0 Aucun symptome

Grade 1 Douleur abdominale isolée et résolutive, rhino-conjonctive,

urticaire modérée.

Grade 2 Un organe impliqué : douleur abdominale nécessitant un
traitement, urticaire généralisée, angio-cedéme, toux ou chute

du débit respiratoire

Grade 3 Deux organe impliqués

Grade 4 Trois organes impliqués ou asthme nécessitant un traitement
ou angio-oedéme laryngé ou chute tensionnelle

accompagnant d’autres symptomes

Grade 5 Symptbmes respiratoires ou/et cardiovasculaires nécessitant

une hospitalisation en soin intensifs

1.5. Allergénes alimentaires

Tous les aliments peuvent étre impliqués dans les allergies alimentaires, dont la susceptibilité
humaine et en fonction de I'dge. La connaissance des aliments en cause est importante pour

guider le bilan allergologique (Kirstin et al., 2023).

La variabilité de la prévalence des allergies dues aux aliments observés en termes
d'allergénes, révele en effet, des propriétés structurales et immunogénes propres a chaque
allergene. Un allergene est un antigéne environnemental qui est reconnu par le systeme
immunitaire et qui peut provoquer des allergies chez certaines personnes. Les allergenes
alimentaires (tableau 4), également appelés allergenes nourrissants, sont généralement des
molécules de nature protéique, glycoprotéique ou lipoprotéique, issues d'aliments (lait,
cacahuétes, etc.), d'une taille généralement comprise entre 5 et 50 kDa. Cependant, les
allergénes glucidiques pourraient également déclencher des allergies, comme Il'oligosaccharide
galactose alpha-1, 3-galactose (ou alpha-gal), qui provoque certaines allergies a la viande
(Woodfolk et al., 2015).
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Tableau 4 : Les allergenes alimentaires les plus fréquents chez I’enfants et 1’adulte
(Moneret-Vautrin, 2008).

Allergenes 0-lan 1-3 ans 3-15 (468 | Adultes 287%
(147enfants % | ( 359 enfants | enfants %)
) %)
- Euf 775 69.6 24.3 6.3
- Lait 29.2 25.6 7 3.5
- Arachide 19.7 37.6 49.3 10.1
- Fruitsacoque | 2.7 4.4 10.2 15.7
- Légumineuses | 0.6 4.4 13.4 5.9
- Poisson 0.6 5 10 3.1
- Prunoidées 0 0
- Banane, 0.6 0 0 313
avocat, Kiwi 1.3 5.3 22.6
- Apaisées 0
- BIé, céréales | 6.1 0 1.7 16.4
6.4 2.7 13.2

Les observations enregistrées dans la base des données du CICBAA correspondants aux critéres diagnostiques
établis par le groupe de travail de I'académie européenne d’allergologie et d’immunologie clinique sur 974
observations pédiatriques et sur 287 observations chez I'adulte.

De plus, il est important de noter que I'allergénicité des aliments et de leurs composants varie
selon la méthode de préparation (Liu et al., 2013 ; Zhang et al., 2019). Par exemple, les
arachides grillées contiennent plus d'allergénes d'arachide Ara h 1 et 3 que les arachides cuites.
De plus, les allergenes des cacahuetes grillées se lient plus fortement aux IgE dans le sérum des
patients allergiques (Beyer et al., 2001) et sont plus rapidement internalisés par les cellules
dendritiques dérivées des monocytes (Cabanillas et al., 2001, 2018). De méme, chauffer du

lait ou faire bouillir des ceufs réduit leur allergénicité (Leonard et al., 2015).
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En réalité, un allergene est défini comme une substance, généralement une protéine, qui est
reconnue par les anticorps IgE présents dans le serum des personnes allergiques. Toutefois, un
allergéne qui peut a la fois sensibiliser et provoquer une réaction allergique est appelé allergene
" complet " ou allergene de classe | (Labrosse et al., 2020). D'autre part, certaines protéines
peuvent provoquer des symptémes allergiques sans pour autant étre capables de sensibiliser, on

les appelées allergenes incomplets ou allergenes de classe 1.

Selon les homologies de séquences en relation avec la préservation de leur structure et leurs
fonctions biologiques potentielles, environ 65% des allergénes d'origine végeétale se répartissent
en quatre superfamilles : la superfamille des prolamines, qui comprend notamment les protéines
de transfert des lipides, les albumines 2S, les inhibiteurs de trypsine et d'amylase, et la
superfamille des cupines, qui contient les protéines de réserve (Tableau 5). Des familles
d'allergenes d'origine végétale moins séveres ont également été décrites comme étant
composées de lectines ou de chitinases (Sampson et al., 2014). Des familles d'allergenes

d'origine végeétale moins séveres ont également été identifiées.

Tableau 5 : Principales familles et super familles d’allergénes d’origines végétales (Sampson

etal., 2014).
Super familles Familles Principales sources | Exemple
d’allergenes
Protéines de réserves Tri al9(w5b-gliadin,
des céréales blé), Tri a 26(LMW
gluiténines, blé)
LTP Céréales, arachides, | Tria 14 (blé), Ara
Prolamines fruits a coques h8 (cacahuéte), Cora
8 (noisette)
Albumines 2S Ara h2 (cacahuete)
Inhibiteurs alpha- Tria 20, 28,29 (blé
amylase et trypsine
Cupines Globulines 11S, 12S | Légumineuse, Ara h3 (cacahuéte)
Globulines 7S oléagineuse Ara hl (cacahuete)
Profollines Fruits et légumes Api g 4 (céléri)
Betv 1 PR-10 Fruits et légumes Mal d 1(pomme)
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Environ 60 % des allergenes d'origine animale ont été regroupés en trois grandes familles : les
tropomyosines, les parvalbumines et les caséines ; d'autres familles d'allergenes plus mineures
ont également été identifiées, notamment les lipocalines, les lysozymes, les transferrines et les

serpines (Jenkins et al., 2007 ; Sampson et al., 2014) (Tableau 6).

Les produits animaux doivent étre suffisamment différents de leurs homologues humains pour

étre allergenes (Jenkins et al., 2007).

Tableau 6 : Principales familles d’allergénes d’origine animale (Jenkins et al., 2007 ;

Sampson et al., 2014).

Familles Principales sources Exemples d’allergenes
Tropomyosines Crustacés, mollusques Pen a1l (Crevette)
Parvalbumines Poissons, amphibiens Sal s 1 (Saumon)
Caseines Lait Bos d 8 (Vache)
Serpines Euf Gal d 2 (Poule)

Les allergenes ont certains sites spécifiques appelés épitopes de deux existe deux types
d'épitopes : Les épitopes de type B qui sont capables de produire une antigénicité, se lient aux
IgE produites par les lymphocytes B et les épitopes de type T, qui sont capables d'interagir avec

les lymphocytes T.

1.6. Diagnostique

Identifier le patient souffrant d'une allergie alimentaire peut s'avérer difficile, car les
symptomes peuvent étre non spécifiques a effectuer vue que difficile a établir. Une étude
approfondie est nécessaire pour orienter les tests ultérieurs et exclure d'autres diagnostics. Les
facteurs pertinents a évaluer sont les suivants : symptomes et allergéne suspecté, nombre
d'occurrences, quantité d'aliments ingéres, méthode de préparation des aliments, relation avec
I'exercice physique, relation avec l'ingestion d'alcool, durée des symptomes, présence de
symptdmes sans ingestion d'aliments et proximité des symptdmes avec l'exposition. Les
allergies alimentaires a médiation IgE se manifestent généralement dans les minutes qui suivent

I'ingestion, tandis que les intolérances alimentaires peuvent se manifester quelques heures plus
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tard. Une exacerbation de I'eczéma peut étre observée quelques heures apres l'ingestion d'un

allergéne alimentaire (Ogrodowczyk et al., 2020).

Si les symptdmes ne correspondent pas a une réaction mettant la vie en danger, un journal
alimentaire ou un regime d'élimination spécifique a un allergéne suivi d'une réintroduction ou
d'une provocation peut étre envisagé afin d'établir une relation corrélative (Hernandez et al.,
2018). Ceci est différent d'une provocation orale, qui est guidée par I'allergologue. L'allergie
alimentaire doit étre envisagee chez les patients présentant des symptdmes médiés par les IgE,
chez les adultes atteints d'cesophagite ¢osinophile (EOE) et chez certains enfants plus ages
atteints de dermatite atopique modérée a sévere, d'EOE ou d'entéropathie, car ils sont associés
a une allergie alimentaire et a une sensibilisation précoce (Green et al.,2017). De plus, des
études suggerent qu'une suspicion plus élevée d'allergie alimentaire peut étre justifiée chez les
patients atteints de troubles gastro-intestinaux éosinophiles ou de maladies intestinales

inflammatoires (Kotlyar et al., 2014).

De nombreux tests d'allergie alimentaire sont désormais disponibles par le biais de la
publicité directe aupres des consommateurs. Cependant, bon nombre de ces tests sont colteux
et ne reposent que sur des preuves limitées. Le test de provocation orale en double aveugle est
la référence en matiere de diagnostic. Il consiste a administrer au patient des doses croissantes
de l'allergéne alimentaire suspecté tout en surveillant les symptémes cliniques. Cependant, ce
test n'est pas facilement disponible, est souvent colteux et peut entrainer des réactions graves
(Fishbein et al., 2020).

Si le risque de réaction est modéré, un test buccal supervisé aura lieu pour établir un
diagnostic définitif. Si le risque est tres faible, il suffit de recommander au patient d'introduire
progressivement chez lui les aliments déclencheurs suspectés. D'autres tests disponibles ne sont
pas recommandés par les directives du National Institute of Allergy and Infectious Diseases en
raison de leur manque de normalisation ou de validation : tests intradermiques, IgE totaux, 19G
spécifique ou 1gG4, analyse minérale des cheveux, kinésiologie appliquée, électrodermotest,
thermographie faciale et provocation allergenique et endoscopique. Toutefois, une étuderécente
a montré que la provocation allergénique endoscopique est un test prometteur pour la
sensibilisation de I'cesophage chez les patients atteints d'EoE et qu'elle mérite d'étre explorée
plus (Warners, 2018). La sensibilisation aux allergénes est définie comme la présence d'IgE
sériques spécifiques aux allergenes (SIgE) (Boyce et al., 2010 ; Soares-Weiser et al., 2014).
L'augmentation de la taille de la roue ou des niveaux de sIgE peut étre corrélée a la probabilité
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d'allergie. Cependant, un résultat positif (figure 3) peut indiquer une sensibilisation aux
allergenes sans allergie alimentaire véritable. L'absence de symptémes corrélés rend le test non
diagnostique. De telles constatations disparates devraient conduire a des diagnostics alternatifs,
tels que l'intolérance alimentaire, les allergies non médiées par les IgE ou les allergénes

—
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alternatifs.

v

Figure 3 : L’arbre décisionnel pour le diagnostic d’une allergie alimentaire (Kose, 2019).
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1.7. Traitement

Le traitement des allergies alimentaires repose sur la maitrise de I'environnement
alimentaire. Apres une évaluation soigneuse des allergies, le régime d'éviction correspond a une
prescription médicale et n'inclut pas les allergenes identifieés. Lorsqu'il est bien fait, il est trés
efficace : 83 % des personnes atteintes de dermatite atopique liée aux allergies alimentaires se
sont ameliorées en deux mois et 33 % se sont rétablies en six mois. La collaboration avec un
nutritionniste professionnel est essentielle pour expliquer les régimes spécifiques, assurer
I'équilibre nutritionnel et faire des recommandations. En a la ligne alternative a I'expulsion, le
médecin peut compléter le régime en prescrivant des médecines douces (calcium, fer...), définir

les paramétres de suivi clinique et en fixant la durée du régime avant le prochain bilan.

La mise en place de mesures d'éviction doit étre globale, en prenant en considération
I'exposition aux allergénes des autres sources : peau (cosmétiques), médicaments, allergénes
dans les tétines ou les jouets, allergenes dans I'environnement, et risque de réactivité croisée
venant d’animaux d’élevage (oiseaux, chats, chiens, etc.). La mise en ceuvre d'un programme
d'éducation au traitement est essentielle pour permettre aux patients et a leurs familles de gérer
leur alimentation et leur environnement allergique (Kolopp-Sarda et al.,1998). Les médecins
éviteront de prescrire des médicaments qui favorisent ou aggravent la condition Manifestations
cliniques de l'allergie alimentaire : béta-bloquants, Les inhibiteurs de I'enzyme de conversion

(IEC), aspirine et anti-inflammatoires non stéroidiens (Sicherer et al., 2018).

1.8. Mécanisme de I’allergie alimentaire

Les maladies atopiques se manifestent souvent par une progression appelée marchl-3
atopique. Les premicres manifestations des maladies atopiques dans I’enfance sont souvent la
dermatite atopique, qui évolue progressivement vers une allergie alimentaire, une rhinite

allergique et un asthme allergique (Gargano et al., 2021).

1.8.1. Classification des allergies alimentaires

Classification des allergies alimentaires Les allergies alimentaires sont des troubles
atopiques qui peuvent étre classés en trois grandes catégories : celles qui sont médiées par les
IgE, celles qui sont médiées a la fois par des voies IgE-dépendantes et IgE-indépendantes
(mixtes) et celles qui ne sont pas médiées par les IgE (Tableau 7). Les allergies alimentaires

sont mécaniquement distinctes des troubles non atopiques, tels que la maladie cceliaque.
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Tableau 7 : Classification des allergies alimentaires (Eigenmann et al.,2000 ; Silverberg et

al., 2013 ; Hruz, 2014).

Sous-type Prévalence | Groupe affecté Allergenes Symptéme
communs
Allergie alimentaire a Enfants > adultes | Lait, ceuf, blé, Démangeaisons,
mediation 1gE 0,4-10% soja, urticaire,
arachide, noix, | (Edéme de Quincke,
crustaces et | douleurs abdominales,
poissons vomissements,
respiration sifflante
et hypotension
Allergie alimentaire
mixte a médiation
IgE et cellulaire
a- Associéaune | 27 a 37 % | Enfants > adultes | Lait, ceuf, blé, Aggravation de la
allergie des patients soja, dermatite allergene
alimentaire dermatite arachide, noix, | (en plus des l'allergie
atopique atopique crustaceés et alimentaire a
dermatite poissons mediation IgE d'une
atopique allergie alimentaire a
médiation IgE)

b- EoE Jusqu'a ~50 | Enfants et adultes | Lait, blé, ceuf, | Vomissements, retard
patients (ratio beeuf, de croissance,
pour hommes/femmes | soja et poulet | dysphagie, impaction
100000 de 3:1) alimentaire et brQlures

d'estomac

c- Autres Rare -EC:enfantsen |- EC: laitet

éosinophile bas age soja Les manifestations
gastro- -EG:adultes> |-EG: varient en fonction de
intestinaux enfants éventuellement la région et de la
(EC,EG ou - GEE : adultes lait, blé, soja, couche du tractus
EGE) ceuf, noix, gastro-intestinal

fruits de mer et | (muqueuse) touchées.

rouges

- EGE : peut

ne pas avoir

I'étiologie de

l'allergie

alimentaire
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Allergie alimentaire
non IgE-médiée

a- FPIES

b- FPIP

c- FPE

Peu de
données :
une étude
rapporte
que 0,34 %
des
nourrissons
atteints de
FPIES ont
été exposés
au lait de
vache.

0,16 % de
nourrissons
présentant
un FPIP
potentiel au
lait de
vache

Peu de
données

Nourrissons et
enfants

Enfant

Peu de données
Nourrissons et
enfants en bas
age

Lait, soja, riz,
avoine et ceuf

Lait, soja, blé
et ceuf

Lait, soja, blé
et ceuf

- Intermittent
exposition aux
allergenes :
vomissements séveres
- Exposition
chronique aux
allergenes chronique :
diarrhée et retard de
croissance

Hémorragie rectale

Stéatorrhée due a
malabsorption,
diarrhée et retard de
croissance

EC : colite a éosinophiles ; EG : gastrite a éosinophiles ; EGE : gastro-entérite a éosinophiles ; EoE :
oesophagite a éosinophiles ; EPIT : immunothérapie épicutanée ; FPE : entéropathie aux protéines
alimentaires ; FPIES : syndrome d'entérocolite induite par les protéines alimentaires ; FPIP :
proctocolite induite par les protéines alimentaires.

1.8.2. Les acteurs impliqués dans le mécanisme de la réaction allergique

1.8.1.1. Les immunoglobulines de type E et leurs récepteurs

Les immunoglobulines E (IgE) sont des anticorps naturellement présents dans I’organisme,

de forme de Y composee de deux chaines lourdes et de deux chaines légeres. Ces anticorps sont

produits par les plasmocytes dérivés des lymphocytes B, suite a un contact avec un allergene.

Ils sont des médiateurs de la réponse allergique : leur présence en grande gquantité témoigne
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donc d’une allergie ou d’un terrain allergique (on parle d’atopie), qui a été découverte et

caractérisée en 1966 par Kimishige Ishizaka.

Lors de réactions allergiques, les IgE spécifiques se fixent au récepteur de haute affinité, FcRl,
exprimé a la surface des mastocytes et des basophiles. La liaison de 1’allergéne aux IgE induit
une agregation des IgE et de leurs récepteurs ; ce qui provoque une activation cellulaire
conduisant a la libération de médiateurs inflammatoires (Galli et al., 2008). Il existe un autre
récepteur sur lequel les IgE peuvent également se fixer, a savoir le récepteur dit de faible affinité
FcRII, (CD23) (Acharya et al., 2010). CD23 (figure 4) est exprimé principalement a la surface
des lymphocytes B mais est également présent sur les monocytes, les macrophages, les cellules
dendritiques folliculaires, les éosinophiles et les plaquettes. Au niveau des lymphocytes B,
CD23 entraine généralement une régulation négative de la synthese des IgE.

Prolifération des lymphocytes T

Figure 4 : Modg¢les d’interaction de I’IgE avec les deux récepteurs, FcR et CD23. A) Les IgE
libres peuvent se lier au FcRI sur les mastocytes (M) et aprés 1’agrégation avec I’antigéne
induire une réaction inflammatoire conduisant a la libération des mediateurs. B) Les complexes
IgE-antigéne se fixent préférentiellement sur le CD23 présent a la surface des lymphocytes B.
Le transfert des complexes IgE-antigéne aux cellules dendritiques (CD) induit la présentation

de I’antigene et la prolifération des lymphocytes T (Stolk et al., 2020).
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Il a aussi ét¢ démontré que CD23 permet I’internalisation des complexes immuns a IgE
conduisant a une augmentation de la présentation de I’antigéne aux lymphocytes T (Stolk et
al., 2020). Ceci conduirait a une suppression de la synthése de I’IgE et a une augmentation de

la réponse IgG.

1.8.1.2. Cellules de la touffe (Tuft cells)

Ce sont des cellules constitutives de I'épithélium de I'intestin gréle qui sécretent
I'interleukine-25 (IL-25) pour maintenir I'homéostasie des cellules lymphoides innées de type
2 (ILC2s). Dans certaines conditions, les cellules de la touffe peuvent induire les ILC2 a sécréter
de I'lL-13, initiant ainsi une réponse médiée par les cellules T helper 2 (TH 2) & médiation
cellulaire (von Moltke et al., 2016).

1.8.1.4. Cellules T yo

Présentes dans I'épithélium intestinal et la lamina propria, ces cellules peuvent moduler et
contribuer a la dégradation de la tolérance orale chez la souris, et pourraient jouer un réle

similaire chez I'hnomme (von Moltke et al., 2016).

1.8.1.5. Cellule CD8+ T

Ces cellules peuvent influencer les manifestations gastro-intestinales de l'allergie
alimentaire. Une augmentation du nombre de cellules CD8+T a été observée pour la ler fois
dans un modele d'eesophagite €osinophile chez la souris, et il a été signalé que les cellules

CDB8+T suppriment la diarrhée déclenchée par les allergénes alimentaires (Haitao et al ., 2020).

1.8.1.6. Cellules épithéliales

Cellules des muqueuses intestinales et respiratoires et de la peau qui sécretent la
lymphopoiétine stromale et thymique (TSLP), IL-25 et IL-33, ces cytokines tendent a susciter
une réaction des cellules TH 2 par le biais de leurs actions sur les cellules dendritiques (DC) et
les ILC2157. Les mutations de la filaggrine altérent la fonction de barriere épithéliale et peuvent
étre associées a un risque accru de dermatite atopique et d'allergie alimentaire (Cecilia Berin
etal., 2021).

1.8.1.7. Cellules lymphoides innées de type 2
Les ILC2 peuvent étre influences par le TSLP, I'lL-25 ou I'lL-33 pour sécréter I'IL-5 et I'IL-

13, qui favorisent les réponses immunitaires médiées par les cellules TH2 (Lund et al., 2013).
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Les Mastocytes

Les mastocytes assurent la libération immédiate et différée de médiateurs inflammatoires et leur

activation est une caractéristique de la maladie atopique (Kim et al., 2016).
Monocytes CD14+

Ces cellules sont présentes dans une proportion plus élevée que les cellules T CD4+ (figure 5)
dans le sang du cordon des nourrissons qui développeront des allergies alimentaires. Les
monocytes CD14+ sont hyper-réactifs aux lipopolysaccharides (LPS), sécrétant des niveaux
élevés de cytokines inflammatoires IL-1p, IL-6 et de facteur de nécrose tumorale en réponse a

la stimulation du LPS (Zhang et al., 2016).
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Figure 5 : Régulation réciproque des cellules Treg et Thl7 ( Zhang et al., 2016).

A- Basophiles
Les basophiles constituent la plus petite fraction des globules blancs circulant dans le sang et
se différenciant sous I’influence de I’IL-3 (Arock, 2004). Leurs inclusions cytoplasmiques
contiennent de nombreuses molécules chimiques, en particulier 1’histamine, la sérotonine et

I’héparine (Malveaux et al., 1978).
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B- Eosinophiles

Les granulocytes éosinophiles ou polynucléaires eosinophiles sont des cellules sanguines de la
lignée blanche. Présentes chez les chordés, elles sont impliquées dans le systeme immunitaire
inné (figure 6), notamment dans les phénomenes d'allergie et de parasitisme. L’IL-5 et

I’éotaxine stimulent la différenciation et la migration de la lignée éosinophile.
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Eigure 6 : Cellules lymphoides innées (Zhang et al., 2016).

1.9. Description du mécanisme de I’allergie alimentaire

Pour la santé globale, il est essentiel que le systeme immunitaire distingue les antigénes
pathogenes des antigénes environnementaux innocents. En conséquence, un état de non-
réponse aux antigénes alimentaires est plus courant chez les individus non allergiques (en
d'autres termes, en bonne santé ou immunotolérants) (Berin, 2015). Chez les personnesatteintes
d'une allergie alimentaire, la sensibilisation aux allergenes alimentaires entraine des réponses
immunitaires inflammatoires et inappropriées aux aliments. De nombreux essais cliniques sur
I'allergie alimentaire visent a établir une tolérance immunitaire fonctionnelle a laplace de cette
sensibilisation. Cette sensibilisation se produit au niveau du tractus gastro- intestinal (Han et
al., 2012).

Les cellules CX3CR1+ (trés probablement des macrophages) étendent leurs dendrites entre
les cellules épithéliales intestinales, prélevent des antigenes dans la lumiére intestinale et
transférent les antigenes capturés via les jonctions gap aux cellules dendritiques (CD) CD103+.

(Sampson et al., 2018). Un sous-ensemble de ces DCs migre de la lamina propria vers les
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ganglions lymphatiques drainants ou les DCs expriment le facteur de croissance transformant-
B (TGFP) et l'acide rétinoique, induisant ainsi les cellules T naives (figure 7) a se différencier

en cellules T régulatrices (Treg) (Li et Zheng, 2015).

Les macrophages semblent également sécréter de I'interleukine-10 (IL-10), ce qui entraine la
prolifération des cellules Treg. Toutefois, ce point est contreversé (Liébana-Garcia et al.,
2023). Plusieurs types de cellules T régulatrices (au repos, effectrices et de mémoires) ont été
signalées comme étant associees a la tolérance muqueuse, notamment les cellules Treg induites
par la boite de forkhead P3 (FOXP3)+, les cellules Trl sécrétant de I'lL-10 et les cellules T
helper 3 (TH3) sécrétant du TGFp (Zhang et al., 2014). L'acide rétinoique induit également
I'expression de l'intégrine o4p7 par les cellules Treg, ce qui entraine une migration vers l'intestin
ou les cellules Treg peuvent amortir la réponse immunitaire (Paulo Czarnewski et al., 2017).
Les CD103+ échantillonnent également les antigénes qui traversent la barriere épithéliale par
transcytose médiée par les cellules M ou par translocation par les cellules a gobelet sécrétant de
la mucine. Dans certaines circonstances, les DCs CD103+ peuvent capturer les antigenes dela
lumiere directement par périscopie (extension d'un processus a travers une jonction serrée) ou

en étendant un processus a travers un pore transcellulaire dans une cellule M (Ali et al., 2020).

Les clones de cellules B exprimant des anticorps spécifiques des allergénes alimentaires
peuvent subir un changement d'isotype dans les organes lymphoides secondaires avec l'aide des
cellules T auxiliaires folliculaires (TFH). La tolérance alimentaire et la désensibilisation aux
allergénes sont associées aux IgA et aux 1gG4, respectivement (Frossard et al., 2004 ;
Sugimoto et al., 2016). En revanche, les IgE spécifiques des allergenes alimentaires seront liées
par le FceRI sur les mastocytes (qui se trouvent normalement dans les tissus formant des
barrieres environnementales (Abbas et al., 2021) et les basophiles, entrainant ainsi des
réactions d'hypersensibilité immédiates aux aliments. L'exposition a de fortes doses d'antigénes
oraux a été signalée comme conduisant a I'anergie ou a la suppression des cellules T spécifiques
de l'antigéne, probablement apres l'interaction des CD (Tanaka et al., 2019). Les cellules TrH
sécretant des differentes combinaisons de cytokines favorisent la recombinaison des cellules B
pour produire des isotypes d'anticorps particuliers, tandis que les cellules Treg folliculaires

suppriment la réaction du centre germinal (Gonzalez-Figueroa et al., 2021).

Les roles des cellules T résidant dans les tissus, des cellules T CD8+ et des cellules T

vo restent a déterminer. La relation entre les cellules TFH et les sous-ensembles conventionnels
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Figure 7 : Tolérance immunitaire aux antigenes oraux dans l'intestin (Yu et al., 2016).

de cellules TH n'est pas claire, et une conversion entre les deux a été signalée CTLA4, antigene

du lymphocyte T cytotoxique (Ballesteros-Tato et al., 2016).

Les Iésions épithéliales ou I'inflammation (par exemple, en raison d'une exposition a une toxine

ou d'un traumatisme) dans l'intestin, la peau ou les voies respiratoires permettent une entree

accrue d'antigenes et favorisent la sécrétion de cytokines dérivées de I'épithélium : interleukine-

25 (IL-25), 1L-33 et lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) (Borgia et al.,

médiateurs " orientent "

2021). Ces

le systeme immunitaire vers une réponse des cellules T helper 2 (TH

2) et on pense que la sensibilisation initiale aux allergénes alimentaires a souvent lieu au niveau
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de la peau (Kalb et al., 2022). En particulier, la TSLP peut favoriser la différenciation des
cellules dendritiques (CD) en un phénotype favorisant les cellules TH2 (Borgia et al., 2021).
Par exemple, OX40L peut étre régulé a la hausse dans les CD qui favorisent la différenciation
des cellules TH2 des cellules T CD4+ naives. La sécrétion d'IL-25 par les cellules de la touffe
épithéliale peut également favoriser I'expansion des populations de cellules lymphoides innées
de type 2 (ILC2) (Gurram et al., 2023), qui avec les cellules TH2, sécrétent des cytokines
favorisant la réponse immunitaire médiée par les cellules TH2 (Mirchandaniet et al., 2014).
Le résultat est I'accumulation d'éosinophiles dans les tissus et le changement de classe des IgE
par les cellules B (Kanagaratham et al. 2019). Les cellules TH9 contribuent également a la
réponse immunitaire et allergique en augmentant I'accumulation de mastocytes dans les tissus
tissulaire (Penagos et Durham, 2022) et la signalisation médiée par I'lL-4 peut convertir les
cellules T régulatrices en cellules TH2 (Noval Rivas et al., 2015).

1.10. Réactions d’allergie et d’intolérance aux aliments : quelles sont les différences entre-
elles ?

L'ingestion de certains aliments et produits alimentaires induit un large éventail de réactions
indésirables allant de I'anaphylaxie l1égére a I'anaphylaxie mortelle. En fonction de I'étiologie,
ces réactions indésirables sont classées en deux catégories : les réactions a méediation
immunitaire, appelées allergies alimentaires et les affections a médiation non immunitaire,
appelées intolérances ou sensibilités alimentaires (Turnbull et al., 2015). En raison de la
similitude des symptomes, I'allergie et I'intolérance alimentaire sont imprévisibles. Comme il
n'existe pas de traitement standard, le remede possible pour éviter de s'exposer a ces réactions
indésirables consiste au respect d'un régime alimentaire strict qui élimine les aliments
allergenes et intolérants. En plus, il existe divers aliments dont le mécanisme d’action dans le

déclenchement de I'allergie et de I'intolérance alimentaire reste a définir.

Les réactions non immuno-médiées sont des réactions indésirables a un composant
alimentaire dans lesquelles le systeme immunitaire humain ne joue pas un role direct, sont
souvent dose-dépendantes et ne sont pas systematiquement reproductibles. Elles peuvent étre
causées par plusieurs mécanismes, tels que : les propriétés particulieres d'un aliment ingéré
(c'est-a-dire un composant toxique ou pharmacologiquement actif : comme la caféine ou
I'alcool), I'absence d'une enzyme particuliére permettant de digérer les nutriments ou des
nutriments trop faibles pour étre complétement digérés (Brough et al., 2020). Néanmoins, il
est temps de reconnaitre les modifications du microbiote intestinal (c'est-a-dire la dysbiose)

comme l'un des principaux mécanismes contribuant au développement des intolérances
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alimentaires et comme un événement clef dans le passage d'une intolérance alimentaire
potentielle (par exemple: un manque génétique de lactase) d'une forme subclinique
/asymptomatique a une condition symptomatique manifestée.

D'autre part, une réaction immuno-médiée est un effet indésirable reproductible sur la santé
résultant d'une réponse spécifique du systeme immunitaire. Sur la base du mécanisme
immunologique impliqué, une réactions immuno-médiée peut étre classée comme suit : (a) IgE-
médiée, c'est-a-dire médiée par des anticorps appartenant a I'immunoglobuline E (IgE) ; (b)
non-IgE ; un groupe hétérogene d'allergies alimentaires dans lequel il existe une réaction
immunitaire contre les composants de l'aliment, mais dont la pathogénie primaire n'est pas un
produit des IgE mais impliquant un mécanismes a médiation cellulaire ; et (c) mixte, dans
laguelle des mécanismes immunologiques a médiation IgE et a mediation cellulaire sont

impliqués dans la réaction (Datema et al., 2019).

Les allergies alimentaires mixtes et non médiées par les IgE restent un défi difficile pour les
cliniciens. Le diagnostic des AG non IgE et mixtes reste un diagnostic d'exclusion (figure 8) et
est essentiellement clinique, a I'exception des entéropathies induites par les protéines
alimentaires (FPE) et des troubles gastro-intestinaux a éosinophiles (EGID), pour lesquels une
confirmation histologique est nécessaire. Malheureusement, les AG non IgE et mixtes sont
fréguemment impliqués dans I'apparition de symptdmes gastro-intestinaux chez les enfants et
les adultes, mais restent probablement sous-diagnostiqués et les protocoles fondés sur des
preuves pour diagnostiquer et traiter ces maladies, font défaut (Cianferoni et Spergel, 2016).

1.11. Immunothérapie

Les réactions indésirables aux aliments affectent de nombreux patients dans le monde, les
allergies alimentaires touchent un faible pourcentage de la population mais peuvent mettre la
vie en danger. Les cliniciens doivent maintenir un haut niveau de suspicion lorsqu'ils évaluent
un patient présentant des réactions indesirables possibles a un aliment, afin de déterminer si une
allergie alimentaire est en cause ou si la réaction est due a I'une des nombreuses autres ré-

actions a médiation non immunitaire.

Une anamnése détaillée et des tests d'allergie orientés vers les antécédents permettent
de distinguer I'allergie alimentaire des réactions alimentaires non immunitaires (Oriel et Wang,
2019). L'interdiction des allergenes reste le pilier du traitement. Cependant, des recherches

supplémentaires sont nécessaires en ce qui concerne les pharmacothérapies, telles que
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Figure 8 : Classification des effets indésirables des aliments (Baker et Sampson, 2018).
Entérocolite induite par les protéines alimentaires (EIPA) ; Allergies induites par les protéines
protocolaire (AIPP).

I'immuno-stimulation spécifique aux allergies, la thérapie anti-IgE et I'immunothérapie
peptidique. Le seul traitement préventif efficace, logique et peu colteux des allergies
alimentaires est I'expulsion stricte et ciblée de I'aliment en question. 1l s'agit en premier lieu
d'établir un diagnostic fiable pour éviter de prescrire une alimentation trop restrictive et
déséquilibrée chez des patients polysensibilité sans véritable allergie, a I'origine d'une carence
sévere (Oriel et Wang, 2019).
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Il est parfois difficile en pratique d'éliminer un certain nombre d'allergenes présents dans les
de nombreux aliments (ex : cacahuetes, lait, ceufs), alors les conseils d'un nutritionniste
professionnel peuvent aider a établir un régime d'élimination efficace tout en maintenant une
alimentation équilibrée. Le bannissement des aliments nécessite une identification précise des

allergenes problématiques dans les allergies multiples fréquentes.

Par conséquent, I'élimination doit d'abord prouver sa responsabilité. La proscription totale
d'un certain nombre d'allergenes (parfois sous forme d'aliments cachés) communs a de
nombreuses formulations s'avére parfois impossible et nécessite une attention particuliere du
patient a la lecture des étiquettes des produits. De plus, la réglementation n'oblige pas I'industrie
alimentaire a mentionner les aliments en trés petites quantités dans les produits finis, ce qui
signifie que les étiquettes ne garantissent pas nécessairement une information adéquate pour les
personnes allergiques. A I'exception de certains allergénes, comme les cacahuetes
chroniquement allergiques, le régime d'exclusion se poursuit pendant un an, aprés quoi un
nouveau bilan immuno-allergique peut étre envisagé avant de réavaler prudemment les aliments

exclus.

En plus du régime d'exclusion, les patients présentant des symptdmes d'allergies alimentaires
aigués et graves (c.-a-d. anaphylaxie, cedéme de Quincke ou bronchospasme) devraient se voir
offrir une trousse d'épinéphrine auto-injectable portative, sous-cutané (ANAHELP®,

ANAKIT®, ANAPEN®) conserver a température ambiante et une carte d'allergie.

Un traitement médical indispensable avec des antihistaminiques quotidiens : du kétotiféne
ou des stabilisateurs de la membrane mastocytaire (cromones : cromoglycate disodique), a été
proposé pour limiter les conséquences d'une exposition accidentelle a des allergenes apparentés

et y parvenir avec plus ou moins de succes (Scurlock et Jones, 2017 ; Oriel et Wang, 2019).
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Chapitre |1
Bactéries lactiques probiotiques



Chapitre 11 : Bactéries lactiques probiotiques.

I1.1. Généralité sur les probiotiques

La définition du terme « probiotique » a d'abord été proposée par Lilly et Stillwell en 1965
pour décrire les substances secrétées par un micro-organisme qui stimulent la croissance d'un

autre organisme et améliorent I'équilibre de la flore intestinale.

La définition a ensuite évolué et Roy Fuller a redéfini en 1989 les probiotiques « comme
des compléments alimentaires microbiens ayant des effets bénéfiques sur I'h6te par
I’amélioration de I'équilibre microbien intestinal » (Fuller, 1989). La définition actuelle repose
sur celle établie en juillet 2002 par un groupe d’experts réunis par la Food and Agriculture
Organisation (FAO) des Nations Unies et 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme
« des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont consommés en quantités adéquates,
produisent un bénéfice sur la santé de 1I’hote ». Depuis 2009, dans plusieurs rapports, I’EFSA a
estimé que les souches déja mise sur le marché n’étaient pas assez caractérisées et/ou que les
allégations santé utilisées pour les préparations probiotiques manguaient de preuves
scientifiques validées par des études cliniques. Certaines souches ont des applications
commerciales intestinales et vaginales avec, en guise d’exemple, Lactobacillus reuteri DSM
17938 (BioGaia) retrouvé dans plusieurs pharmacie agréé le groupe IPA (ingrédient

pharmaceutique actif) (Xu et al., 2015).

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, tolérantes aux acides, méso-
aérophiles, non sporulées, morphologiquement en forme de batonnets (bacilles) ou de sphéres
(cocci) qui produisent de I'acide lactique comme principal produit final de la fermentation des
hydrates de carbone. Cette propriété fondamentale a historiquement lié les bactéries lactiques
(LAB) a la conservation des aliments, car un pH faible permet d'inhiber la croissance et la

prolifération des micro-organismes contaminants (Matib et al., 2020).

En outre, l'acide lactique et d'autres métabolites produits par la fermentation contribuent
également a la saveur des produits alimentaires. En raison de leur longue histoire d'utilisation
dans les produits alimentaires a travers les cultures starters et leur présence dans la chaine
alimentaire, les LAB ont également obtenu le statut important dans les industries alimentaire et

neutraceutique (Huligere et al., 2023).

Au fil des années, la classification taxonomique des LAB a subi de nombreux changements.
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En 2020, une réorganisation taxonomique des bactéries lactiques a reclassifié plus de

300 especes de 7 genres et de 2 familles dans une seule famille, les Lactobacillaceae (figure 9),

avec 31 genres comprenant Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcus, Weissella,

Fructobacillus, Convivina, Oenococcus, Leuconostoc et 23 nouveaux genres qui comprennent

des organismes auparavant classés comme especes Lactobacillus (Zheng et al., 2020).
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Figure 9 : Distribution moyenne des genres Lactobacillaceae, par rapport a I'abondance totale

des Lactobacillacées, dans les échantillons de 30jours de fermentations de jus de carotte (a

gauche), dans les prélévements de kéfir (au milieu), et dans les sécrétions du vagin humain (a

droite) (Qiao et al., 2022).

11.2. Role des bactéries lactiques probiotiques

Les LAB pourraient produire une variété de métabolites bénéfiques, y compris des peptides

antimicrobiens, des acides gras a courtes chaines et I'acide lactique (Sanchez et al., 2017).

Ainsi, la fermentation pilotée par les LAB préserve I'activité biologique et a une multitude

d'effets bénefiques pour la santé, tels que: I'amélioration de la valeur nutritionnelle des
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aliments, prévention des infections intestinales, suppression des diarrhées associées aux
antibiotiques, traitement de l'intolérance au lactose, renforcement de I'immunomodulation,
traitement des aliments, le traitement des allergies alimentaires, effets anti-oxydants, effets anti-
anxiété, amélioration du métabolisme des lipides et suppression des tumeurs (Naumova et al.,
2018).

Depuis I’antiquité, les produits fermentés contenant des micro-organismes vivants sont
utiliseés pour rétablir ou maintenir la santé. Au début du dernier siecle, le lauréat du prix Nobel
et immunologiste russe « Elie Metchnikoff » a introduit I'idée de consommer des micro-
organismes vivants bénéfiques pour améliorer la santé et augmenter la longévité (Lortal et al.,
2020).

Les mécanismes d’actions des probiotiques sont généralement complexes et varient selon
les souches. Ils sont associés soit a la présence de ces microorganismes eux-mémes et a leurs
interactions avec la flore et/ou le microbiote (figure 10), soit aux substances qu’ils sécretent

(Bermudez-Brito et al., 2012)

Effets sur les jonctions serrées

- Modification de la composition protéique

- Augmentation/diminution de la phosphorylation
« Altération dans la localisation et/ou distribution
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Butyrate pathogénes
-
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a2 ‘ sécrétion de mucus

Modulations des voles
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MAPK et ERK
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- Augmentation de I'expression de TLR-2, COX2 et PGE 2

Figure 10 : Mécanisme d’action des probiotiques dans le renforcement de la barric¢re
épithéliale (Madsen, 2012).
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11.3. Microbiote

Le tractus gastro-intestinal représente I'une des plus grandes interfaces (250-400 m?) entre
I'hote et I'environnement et abrite 10 micro-organismes, collectivement appelés microbiote
(Thursby et al.,2017). 1l est proposé que le microbiote intestinal joue un rdle essentiel dans la
santé de I'ndte. D'une part, de nombreuses bactéries commensales telles que les Firmicutes et
les Lactobacillus sont considérées comme des probiotiques car leur présence dans l'intestin est
bénéfique pour I'n6te (Stojanov et al., 2020). D'autre part, certains microbiotes, comme les
gamma-protéobacteries et les entérobactéries, peuvent menacer l'intégrité de I'intestin ou méme
jouer un role pathogene dans les inflammations et les infections intestinales (Rizzatti et al.,
2017).

Le microbiote intestinal fournit des nutriments et de I'énergie a I'n6te par la fermentation des
aliments non digestes. Dans le gros intestin. Les principaux produits de la fermentation du
substrat sont les acides gras a courtes chaines (AGCC) qui interagissent avec le microbiote
intestinal et les cellules de I'ndte. Le microbiote régule, par le biais de différents mécanismes,
certaines fonctions physiologiques importantes de I'héte, telles que celles liées a I'alimentation
et a la santé (Frampton et al., 2020). Il peut également agir comme une barriere contre
I'établissement d'agents pathogénes d'origine alimentaire. De maniére remarquable, le
microbiote intestinal est également en contact avec le deuxiéme plus grand réservoir de cellules
neuronales (apres le cerveau) de cellules du corps, ainsi qu'avec le plus grand groupe de cellules

immunitaires de notre organisme (Flint et al., 2012).

Par conséquent, le microbiote conduit la maturation du systeme immunitaire dans la
petite enfance et contribue au maintien de son homéostasie au cours de la vie (Sjogren et al.,
2009). En outre, lI'influence possible du microbiote dans le développement du systéeme nerveux
et dans la fonction cognitive constitue actuellement une cible privilégiée de la recherche
biomédicale (Hsiao et al., 2013).

Dans un premier temps, les polyméres (figure 11) sont dégradés en monomeéres par des
hydrolases produites par des bactéries fibrolytiques (Bacteroides, Bifidobacterium). Dans un
deuxieme temps, ces monosaccharides sont utilisés dans des voies de glycolyse pour former
divers composés comme le pyruvate ou I’oxaloacétate. lls seront ensuite métabolisés en AGCC
(Frampton et al., 2020). L'acétate, le propionate et le butyrate sont les AGCC majeurs produits
par le microbiote, ils se trouvent dans un rapport molaire d’environ 3: 1: 1, respectivement

(Canforaet al., 2015).
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Eigure 11 : Voies métaboliques principales du microbiote bactérien impliquées dans la
génération des AGCC (Frampton et al., 2020).

Ils sont produits par différents types de bactéries récapitulées de maniére non exhaustive dans
le tableau 8 (Venegas et al., 2019). Ces AGCC bactériens ont de nombreux réles dans

I’homéostasie intestinale (Canfora et al., 2015).

2Tableau 8 : Bactéries productrices et fonctionnalités des principaux AGCC

(Venegas et al., 2019).

Bactéries productrices Fonctions
Bifidobacterium Régultion du pH
Lactobacillus Controle de I'appeétit
Acétate Akkermansia muciniphila Protége des bactéries
Prevotella spp. pathogénes
Ruminococcus spp. Activité anti-inflammatoire
" Contréle de I'appétit
AGCC Bactaroldetes Activité anti-inflammatoire
Propionate Firmicutes p T
: Protége des bactéries
Lachnospiraceae :
pathogénes
Faecalibacterium prausnitzii Source d'énergie pour les
cellules
Butyrate Eubacterium - 2 .
R Activité anti-inflammatoire
PP Activité cérébrale
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11.4. Effets des probiotiques sur les maladies intestinales

Un grand nombre d'états pathologiques et de troubles intestinaux ont été liés a un
déséquilibre du microbiote du tube digestif. Des preuves scientifiques confirment le role
important que les probiotiques peuvent jouer dans le systeme digestif qui ont des effets

significatifs sur I'atténuation des symptémes de plusieurs maladies (Delzenne et al., 2021).
1- Diarrhée infectieuse.

Parmi les différents micro-organismes qui provoquent des diarrhées infectieuses, le
rotavirus est le cas le plus fréquent chez les nourrissons. La diarrhée aigué est également
fréquente chez les voyageurs, dans qui Escherichia coli entérotoxinogéne est
particulierement fréquent. D'autres agents pathogeénes bactériens diarrhéiques importants
sont membres des genres Salmonella, Campylobacter et Shigella. Shigella. La justification
de l'utilisation des probiotiques dans la diarrhée infectieuse est qu'ils agissent contre les
pathogenes entériques en entrant en compétition pour les nutriments disponibles et les sites
de liaison (Fila et Jones, 2022). La Société européenne de gastroentérologie, d’hépatologie
et de nutrition pédiatrique (ESPGHAN) recommande d'envisager I'administration des
probiotiques suivants, en plus de la réhydratation, comme traitement de la gastro-entérite
aigué chez [I'enfant: Lactobacillus rhamnosus GG, Saccharomyces boulardii et
Lactobacillus reuteri DSM 17938, bien que ce dernier ait une qualité de preuve trés faible
selon le rapport de I'ESPGHAN (Turco et al ., 2021).

2- Diarrhée associée aux antibiotiques (DAA).

La thérapie antimicrobienne perturbe le microbiote endogéne du tube digestif, ce qui
entraine fréquemment une diarrhée. Dans la majorité des cas, cette diarrhée est liée a la
prolifération de Clostridioides difficile. Le nombre croissant d'études cliniques réalisées ces
derniéres années a fourni des données pour des méta-analyses testant I'efficacité des
probiotiques (principalement la souche Lactobacillus GG et I'espece de levure S. boulardii)

dans la protection et la rechute contre C. difficile (Manus, 2023).
3- Maladie inflammatoire chroniques de l'intestin (MICI).

Les MICI comprennent la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse (CU) et la pouchite qui
sont caractérisées par une deérégulation du systeme immunitaire conduisant a une

inflammation du tube digestif (Chevallier, 2021).
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4- Le syndrome du cblon irritable (SII).

Le SlI se caractérise par un inconfort ou des douleurs abdominales et une altération de
la fonction intestinale. Bien que les causes du SlI ne soient pas complétement comprises,
de plus en plus de preuves suggérent un role potentiel du microbiote intestinal dans sa
pathophysiologie et la génération de symptdmes. Pour cela, différentes études d'intervention
sur les probiotiques ont été réalisées ces derniéres années et les résultats suggérent que
I'utilisation de probiotiques est bénéfique pour le soulagement des symptomes du Sll
(Bruley des Varannes, 2021).

5- L'infection a Helicobacter pylori

Helicobacter pylori, un agent pathogene trés répandu, est une cause majeure de gastrite
chronique et d'ulceres gastroduodénaux et un facteur de risque de malignités gastriques. Les
études utilisant des probiotiques seuls n'ont pas permis d'éradiquer H. pylori. Cependant,
plusieurs essais ont montré que si les probiotiques sont utilisés en conjonction avec le

traitement médical standard, le taux d'éradication est amélioré (Abdelhamid et al., 2023)

6- Allergie et intolérance alimentaires

Une grande partie de la population mondiale présente de faibles niveaux de I'enzyme -
galactosidase (lactase) dans la muqueuse de l'intestin gréle et une sensibilité vis-a-vis les
protéines alimentaires. 1l existe de bonnes preuves scientifiques de l'atténuation des
symptomes de cette sensibilité alimentaire par la consommation de yaourts et de produits
laitiers fermentés contenant des bactéries lactiques classiques comme cultures de départ et
des bactéries probiotiques (El Mecherfi et al., 2021).

11.5. Le microbiome et la régulation de I'allergie alimentaire

Le microbiote possede un grand rdle dans 1’établissement et la maturation des réponses
immunitaires. Il peut agir de fagon directe via les Récepteurs de reconnaissance de formes
(Pattern Recognition Receptors PRR), ou indirecte via les AGCC. Récemment, le terme
immunobiotique a été créé pour les souches probiotiques ayant un effet sur le systéeme

immunitaire (Gao et al., 2021).

L'augmentation rapide de la prévalence des allergies alimentaires au cours des deux
derniéres decennies indique que les facteurs environnementaux modifient le risque d’incidence,
et comprennent : le mode d'accouchement (risque élevé associé a l'accouchement par

césarienne), I'exposition a des animaux domestiques ou a I'environnement agricole (protecteur),
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le fait d'avoir des fréres et des sceurs plus agés (protecteur) et I'exposition a une garderie au
début de la vie (protecteur). Ces facteurs sont associes a des modifications du microbiote
intestinal, et peuvent donc, exercer une influence microbienne sur le systéme immunitaire des
muqueuses. 1l existe de plus en plus de preuves d'une dysbiose chez les patients souffrant d'une
allergie alimentaire qui peut précéder l'apparition de la maladie (Azad et al., 2015). Des
différences dans la composition microbienne ont également été liées a la résolution de I'allergie
au lait (Bunyavanich et al., 2016). Les limites des études examinant l'association du
microbiome avec l'allergie alimentaire a ce jour incluent la petite taille de I'échantillon et/ou
I'utilisation de la sensibilisation ou de I'auto-évaluation comme mesure de I'allergie alimentaire
(Hirata et al., 2022).

Plusieurs études de cohortes infantiles recensent la présence d’une dysbiose du microbiote
intestinal chez les enfants allergiques alimentaires (Berni Canani et al., 2016; Bunyavanich
etal., 2016; Fazlollahi et al., 2018). En effet, les nourrissons allergiques au lait de vache et aux
ceufs présentent une composition microbienne intestinale enrichie en Lachnospiraceae et les
Ruminococcaceae, et diminuée en Bifidobacteriaceae, Streptococcaceae, Enterobacteriaceae
et Enterococcaceae (Berni Canani et al., 2016; Fazlollahi et al., 2018). Bao et ses collégues
identifient une différence de 64 unités taxonomiques opérationnelles (OTU), surtout des
bactéries du genre Clostridia, entre des jumeaux adultes allergiques ou sains. Ils soulignent
également que la présence de Phascolarctobacterium faecium et Ruminococcus bromii est

associée a un état sain (Bao et al., 2021).

Les limites des études examinant I'association du microbiome avec l'allergie alimentaire a
ce jour incluent la petite taille de I'échantillon et/ou I'utilisation de la sensibilisation ou de I'auto-
évaluation comme mesure de l'allergie alimentaire. Bien que plusieurs études auraient identifié
des différences dans la composition microbienne entre I'allergie alimentaire et les témoins, il y
a un manque dinformations sur la conséquence fonctionnelle des changements dans la
composition microbienne. La dysbiose dans le contexte de I'asthme a été mécaniquement liée a
la régulation immunitaire, démontrant clairement les changements induits par les microbes dans
I'immunité innée ou adaptative qui sous-tendent le phénotype asthmatique (Arrieta et al., 2015
; Stein et al., 2016). En outre, des souches bactériennes protectrices et des produits microbiens
liés a la promotion des phénotypes de la maladie ont été identifiés avec de de telles approches.
L'établissement du profil fonctionnel du microbiome intestinal doit étre mis en ceuvre dans le

domaine de I'allergie alimentaire.
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Afin d’étudier le role de la colonisation microbienne sur le développement du systéme
immunitaire, des modéles animaux axéniques et gnotoxéniques ont été mis au point. Ces
modéles murins ont clairement démontré le potentiel du microbiote a réguler la sensibilisation
aux aliments. Les souris traitées aux antibiotiques, les souris sans germe et celles dont le
microbiote est peu diversifié sont sensibles aux allergies alimentaires (Cahenzli et al., 2013 ;
Stefka et al., 2014). Les souris génétiqguement sensibles a I'allergie alimentaire ont unesignature
microbienne intestinale significativement différente de celle des souris de type sauvage
résistantes, et le transfert du microbiote a des souris sans germe transfére la sensibilité(Noval
Rivas et al., 2013). Les espéces de Clostridia présentes dans le microbiote commensalont été
identifiées comme supprimant le développement de I'allergie a I'arachide (Stefka et al.,2014).
Des espéces de Clostridia dérivées du microbiote de la souris ou de I'homme ont été identifiées
comme régulatrices et supprimant le développement de I'allergie alimentaire lorsqu'elles sont
administrées de maniére thérapeutique a des souris (Atkinson et al., 2014). Administrées a des
souris a des fins thérapeutiques. Ces données, a confirmer, mettent en évidence que le
microbiote intestinal, et certaines souches en particulier, joue un rdle protecteurdes allergies
alimentaires (Atarashi et al., 2011, 2013).

11.6. Colonisation microbienne favorise la production d’IgA et cytokines

La colonisation microbienne favorise la production d'IgA par la signalisation MyD88
(protéine adaptatrice) dans les cellules Treg conduisant a la régulation des réponses des cellules
T folliculaires (Tfh) de la muqueuse (Wang et al., 2015). Les IgA peuvent contribuer a la
tolérance par I'exclusion des antigenes. La colonisation de souris sans germes avec des souches
de Clostridia induit également la production d'IL-22 (Stefka et al., 2014), une cytokine qui
protége l'intégrité de la barriere épithéliale intestinale et réduit la perméabilité intestinale aux
antigenes alimentaires. Le microbiote intestinal peut interagir avec d'autres facteurs
environnementaux importants, tels que l'alimentation, pour supprimer le développement de
I'allergie alimentaire. Les fibres alimentaires sont métabolisées par des bactéries anaérobies en
acides gras a chaine courte (AGCC), tels que le butyrate, le propionate et I'acétate.
L'alimentation des souris avec un régime riche en fibres a supprimé le developpement de
I'allergie alimentaire. Les régimes riches en fibres ont induit la génération d'AGCC et la
suppression de [lallergie alimentaire d'une maniére dépendante du microbiote, et
I'administration d'AGCC seule pouvait supprimer l'allergie alimentaire. Les changements
immunitaires induits par un régime riche en fibres comprenaient une augmentation des cellules

Tfh, une augmentation des IgA et une augmentation des cellules Treg et dépendaient de la
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signalisation par les récepteurs des AGCS GPR43 sur les cellules épithéliales et GPR109A sur

les cellules immunitaires (Smith et al., 2013 ; Tan et al., 2016).
11.7. L’allaitement : un facteur pour la suppression des allergies alimentaires

Le lait humain contribue directement a I'établissement du microbiote intestinal et facilite une
symbiose entre ce microbiote et le nourrisson en fournissant des nutriments essentiels ; en
particulier des glycanes du lait ou HMO pour le métabolisme microbien (Sultan et al., 2020 ;
El-Mowafy et al., 2021).

Nanthakumar et al. (2016) ont proposé que le microbiote spécifique qui colonise I'intestin au
début de la vie du nourrisson induise I'expression de la fucosyltransférase 2 des cellules
épithéliales intestinales (CEI). Ceci entraine la fucosylation de marqueurs de surface sur les
cellules épithéliales gastro-intestinales, ce qui favorise la croissance des microbes fermentant
le fucose. Les micro-organismes utilisent les glycosaminoglycanes, les glycoprotéines, les
glycolipides et les oligosaccharides (glycanes du lait) disponibles comme prébiotiques pour

faciliter leur croissance (Newburg et He, 2015).

Le microbiote intestinal limite la croissance des bactéries pathogenes par la compétition pour
les nutriments et les récepteurs. Des microbes spécifiques facilitent la formation de la couche
de mucus, le développement de la barriere et des structures lymphoides sous-mugueuses
intestinales. Séparément, les HMO se lient aux molécules de surface des bactéries et des virus
empéchant la liaison avec I'épithélium intestinal et semblent diminuer I'inflammation via des
voies de signalisation (Newburg et He, 2015). Newburg et Morelli (2015) décrivent la
symbiose du microbiote et le développement intestinal du nourrisson comme dépendant des
HMO présents dans le lait maternel. Les microbes "commensaux", en particulier Bacteroides,
Bifidobacterium et Lactobacillus (Lo Presti et al., 2019 ; Ryan et al., 2020 ; Mei et al., 2021),
induisent la production de glycanes dans la muqueuse, ce qui favorise la croissance
microbienne. He et al. (2014) décrivent deux HMO différents (3'-galactosyllactose et 2'-
fucosyllactose) présents en grande quantité dans le colostrum. Ces HMO affectent les voies de
signalisation des motifs moléculaires associés aux agents pathogenes en diminuant la

production de cytokines et la réponse inflammatoire.

Il existe méme maintenant des essais cliniques examinant I'effet de probiotiques ajoutés au
régime alimentaire de femmes allaitantes. Les résultats ont indiqué que les niveaux

d'immunoglobuline A sécrétoire (slgA) ont augmenté dans les selles du nourrisson et sur les
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valeurs moyennes d’IL-6 dans le colostrum et sur les valeurs moyennes d’IL-10 et TGF-B1 dans
le lait maternel mature. Cela démontre la possibilité que des microbes potentiellement
bénéfiques influencent le contenu du lait maternel de la femme et, par la suite, le tractus gastro-
intestinal du nourrisson (figure 12) par le biais de facteurs bioactifs spécifiques qui atteignent
le nourrisson. Le bénefice final pour le nourrisson reste a étudier (Baldassarre et al., 2016 ;
Baldassarre et al., 2020).
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Figure 12 : Transfert feeto-maternel de facteurs immunitaires et autres molécules actives

(Jennewein et al., 2017).

Le lait maternel (figure 13) ne se contente pas seulement d'ajouter des bactéries
supplémentaires a au microbiome intestinal du nourrisson, mais fournit a la fois des bactéries
et des prébiotiques qui fonctionneront dans une relation symbiotique créant un milieu dans
lequel I'immunité intestinale innée du nourrisson fonctionnera et son intestin se développera.
L'influence de cette interaction symbiotique sur la santé future du nourrisson en ce qui concerne
la protection immunitaire et la réactivité immunitaire (allergie ou maladie auto-immune)
nécessitera des recherches approfondies impliquant non seulement la génomique, la
métabolomique, la protéomique et la glycomique, mais aussi I'épigénétique et des techniques
trés pointues qui restent a développer. En notant aussi que le butyrate résulte de fermentation
du glycanes indigestes du lait est connu pour réduire I'inflammation en contribuant a l'intégrité
de la barriére intestinale. Magnusson et al. (2020) ont comparé I'impact du butyrate sur le profil

immunitaire intestinal de patients atteints d’une maladie inflammatoire. lls ont constaté que le

40



butyrate avait un impact différent sur la régulation des génes, entrainait plus fortement la
régulation négative des genes exprimés dans les voies inflammatoires chez les témoins non

enflammés comparés a ceux chez des patients atteints de ces maladies.
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Figure 13 : Composition du lait humain.
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Chapitre 111 : Le r6le des bactéries probiotiques (SL42 et L. reuteri DSM
17938) du lait humain dans I’allergie alimentaire induite par la caséine bovine:

cas du rat Wistar en age juvénile.

I11.1. Introduction

Les allergies alimentaires sont de plus en plus fréquentes dans le monde, en particulier dans
les pays développés, mais elles sont également en augmentation dans le monde entier. Elles ne
sont plus rares en Afrique ou les allergies alimentaires représentent 5 a prés de 50 % des
réactions allergiques (Gray et Souiki, 2017). En Algérie et selon Yakhlef et Souiki (2021), les
allergies alimentaires touchent 8,5% des enfants scolarisés.

L'allergie aux protéines du lait de vache (APLV) est un type d'allergie alimentaire qui
touche le plus souvent les nourrissons et les enfants de moins de trois ans. Les symptomes les
plus courants sont la dermatite, l'urticaire ou le syndrome d'allergie orale, mais aussi des
troubles gastro-intestinaux tels que : des changements dans la fréquence et la consistance des
selles, des taches de mucus ou de sang dans les selles, des coliques infantiles, des nausées, des
vomissements et un reflux gastro-cesophagien (Luyt et al., 2014). L'APLV touche environ 8 %
des nourrissons et des jeunes enfants. Apres les ceufs, les arachides et le poisson, c'est la

quatrieme allergie alimentaire la plus fréquente chez les bébés.

Divers facteurs peuvent jouer un réle dans le développement complexe des allergies
alimentaires. Une perturbation du développement de la tolérance orale a été observée chez les
nourrissons souffrant d'allergies alimentaires, caractérisée par des défauts dans I'induction des
cellules T régulatrices et la production d'anticorps IgA neutralisants spécifiques de I'allergéne.
En outre, méme si nous savons que les propriétés spécifiques des allergénes eux-mémes
contribuent au degré d'allergénicité, on pense que des défauts de la barriere épithéliale, tant au
niveau de la peau que de l'intestin, ainsi que des modifications du pH de I'estomac, favorisent
I'allergie. En outre, nous commencgons a peine a comprendre comment le microbiome peut

contribuer au probleme de I'allergie (Abdel-gadir et al., 2019 ; Lweala et al., 2017).

L'allaitement maternel est indéniablement bénéfique selon les preuves scientifiques. Le lait
maternel est le seul lait qui peut étre adapté en permanence aux besoins d'un enfant en pleine
croissance. L'un des avantages de l'allaitement est qu'il contribue a la prévention des allergies

(Zamanillo-campos et al., 2019). Cependant, si un grand nombre d'études confirment le réle
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de l'allaitement dans la réduction du risque d'allergie, d'autres études portant sur I'effet d'un
allaitement prolongé ne le confirment pas. Les modeéles animaux et les données in vitro
indiquent que le microbiome intestinal peut protéger contre les allergies alimentaires et que les
probiotiques peuvent étre un outil utile (Feehley et al., 2019). Cependant, il n'existe pas de
données cohérentes permettant d'identifier I'espece spécifique, le dosage et la durée optimale
pour obtenir I'immunomodulation souhaitée (Wesemann et Nagler, 2016). La supplémentation
en probiotiques au début de la vie par le lait maternel peut étre une approche utile pour la

prévention primaire d'une variété de maladies allergiques humaines.

Le lait maternel de femmes en bonne santé contient environ 10 a 10* UFC/mL de microbes
commensaux et constitue une source de probiotiques pour les nourrissons (Lubiech, et
Twaruzek, 2020). La diversité du microbiote du lait maternel est influencée par des facteurs
maternels et environnementaux tels que la pratique de I'allaitement, le comportement, les autres
composants du lait, la génétique, les régions géographiques, les races et les populations (Anjum
et al., 2020). La question de savoir si les probiotiques peuvent induire une tolérance dans les
cas d'allergie alimentaire n'est pas encore clairement établie. A notre connaissance, les études
publiées sur le potentiel anti-allergique alimentaire des bactéries probiotiques sont trés variables
(Torii etal., 2007 ; An et al., 2022) et aucune n'a utilisé de souches probiotiques issues du lait

humain.

Dans la présente étude et afin d'évaluer les effets préventifs d'une intervention diététique avec
des bactéries probiotiques, une tentative a été faite pour clarifier I'utilité de I'administration de
bactéries probiotiques issues du lait humain dans la gestion des symptdémes d'allergie
alimentaire a I'age juvénile. Lactobacillus reuteri Protectis (DSM 17938) ou le SL42 isolé ont
été administrés a des rats Wistar femelles et juvéniles en tant que modéle animal sensibilisé a
la caséine du lait de vache par voie intra-gastrique (i.g). Avant la partie in vivo, des
caractérisations génétiques et probiotiques de la souche isolée SL42 ont été realisées.

111.2. Matériels et méthodes
111.2.1. Souches utilisées

Lactobacillus reuteri Protectis (DSM 17938) : est la souche de reférence provenant du lait
maternel fournie par le laboratoire PEDIACT BioGaia (France).

SL42 : est la souche isolée du lait maternel d'une jeune mére en bonne santé (en 2018 au niveau
du laboratoire LMBAFS).
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Chaque souche a été cultivée dans le bouillon de Man Rogosa et Sharpe supplémenté en
cystéine (MRS-cys) dans des boites avec des générateurs et indicateurs d’anaérobiose, a 37°C

pendant 24 heures (3 répétitions successives).
111.2.2. L'identification du SL42 par séquencage partiel des genes 16S rRNA

L'extraction de 'ADN génomique bactérien a eté réalisée a l'aide du kit d'extraction d'acide
nucléique GF-1 (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Selangor DE, Malaisie) conformément aux
instructions du fabricant. La région complete du géne de I'ARNTr 16s a été amplifiée a I'aide des
amorces 1492R (5'-GGTTACCTTGACGACTT-3") et 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Selangor DE, Malaisie).
Les produits PCR sont ensuite Vérifiés par électrophorese sur gel d'agarose a 1 % et soumis au
séquencage du gene de I'ARNr 16S (Seri Kembangan, Selangor, Malaisie ;
https://apicalscientific.com/). L'identification de I'isolat a été réalisée par comparaison avec des
séquences de référence a l'aide de I'algorithme NCBI BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast). La méthode d'assemblage des voisins a été utilisée pour

construire un arbre phylogénétique (programme MEGA 6.0).
111.2.3. Caractérisation du potentiel probiotique

Pour pouvoir la qualification de "probiotique™ a la souche SL42, une série de tests a été
réalisée pour les deux souches bactériennes utilisées dans la partie in vivo de cette étude, ou
I'isolat SL42 a été comparé a la souche probiotique DSM 17938 prise comme référence. Les
charges bactériennes ont été ajustées entre 1 et 5 x 10" UFC/mL dans toutes les expériences. La
majorité des composants microbiologiques ont été achetés chez Merck et les produits chimiques

chez Sigma (France).
111.2.3.1 Tests de pH et de tolérance biliaire

Le protocole de Ziar et al. (2014) a été suivi avec une légere modification. Les bactéries ont
été cultivées (individuellement) dans des bouillons MRS de pH 2 et incubées a 37 °C pendant
2 h. Des boites de gélose MRS-cys ont été utilisées pour déterminer le nombre de bactéries

viables toutes les 30 minutes d'exposition.

La tolérance des bactéries aux sels biliaires a été déterminée par la méthode de
dénombrement des bactéries viables décrite Voulgari et al. (2010). Aprés une incubation de 24
h a 37 °C, la culture a été centrifugée a 5000x g a 40 °C pendant 10 min. Enfin, 0,02 ml de
suspension bactérienne a été inoculé dans un tampon phosphate fraichement stérilisé de pH 7,5

44


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

contenant de la bile (0,3 % v/v ; Merck, France). Apres incubation a 37 °C pendant 24 h, des

numeérations viables ont été observées sur des plaques de gélose MRScys.

111.2.3.2. Détection de l'activité antimicrobienne

Les deux souches probiotiques (SL42 et L.reuteri DSM 17938) ont été testées pour leur
activité antimicrobienne. Sept bactéries indicatrices pathogénes et un champignon, Candida
albicans, ont été utilisés. Les bactéries probiotiques ont été cultivées separément dans un milieu
MRS-cys pendant 24 h a 37 °C, puis centrifugées a 8000x g pendant 15 min a 4 °C (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA), et le surnageant acellulaire a été obtenu avant I'essai. Le pH a
été ajusté a 6,5 avec 6 mol/L NaOH, puis filtré via une membrane avec une taille de pore de
0,22 um. La méthode modifiée de la double plaque de la cupule d'Oxford a été utilisée pour
déterminer I'activité antimicrobienne (Voulgari et al., 2010). La cupule d'Oxford (5 mm) a été
placée sur une surface d'agar et l'indicateur pathogéne en phase exponentielle (100 pL, 1 x 107
UFC/mL) a été étalé sur la surface de 'agar nutritive. Ensuite, 200 pL de surnageant ont été
ajoutés dans les puits. Apres une incubation a 30 °C pendant 24 h, les diamétres de la zone

inhibitrice claire ont été mesurés.

Tableau 9 : Les souches pathogenes utilisées

Candida albicans ATCC 10231
Escherichia coli ATCC 25922
Bacillus cereus ATCC 10876

Staphylococcus aureus ATCC 33862
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Salmonella enterica subsp. enterica sérotype Enteritidis ATCC 4931

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Shigella sp. (isolat de notre collection)
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111.2.3.3. Hydrophobicité

L'hydrophobicité des bactéries a éte déterminée par extraction au xylene selon la méthode de

Perezetal. (1998), et le pourcentage d'hydrophobicité (H %) a été calculé a I'aide de I'équation :
H% = [(A0 — A)/A0] 100

AO : la valeur d'absorbance mesurées avant I'extraction au xyléne.

A : la valeur d'absorbance mesurées apreés l'extraction au xyléne.

111.2.3.4. Activité hémolytique

Les cultures bactériennes ont été observées sur du sang de mouton défibriné a une
concentration de 5 % (p/v) dans des boites de gélose au sang (Buxton et al., 2019), incubées
pendant 24 h a 48 °C. L'activité hémolytique a été vérifiée par les réactions de f-hémolyse
(zones claires autour des colonies), a-hémolyse (zones vertes autour des colonies) et y-

hémolyse (aucune zone autour des colonies).
111.2.3.5. Assimilation du cholestérol

Selon la méthode de Ziar et al. (2020), le milieu MRS-THIO contenant 2 % (p/v) de
thioglycolate de sodium a été enrichi par 85 pg/mL de cholestérol soluble dans I'eau,
préalablement stérilisé par filtration sur une membrane Millipore (C1145, cholestérol-PEG 600
; Sigma). La bile & une concentration finale de 0,3 % et I'inoculum bactérien (1 %, p/v) ont
ensuite été ajoutés. Le milieu a été incubé a 37 °C/24 h en conditions anaérobies (jarre anaérobie
avec systeme de génération de CO2, Anaerocult). Pour estimer la quantité de cholestérol
assimilé, les cultures ont été centrifugées (2000x g /10 min a 4 °C) aprés 24 h d'incubation, et
les culots ont été lavés avec de I'eau distillée stérile, et séchés a 80 °C jusqu'a ce que le poids
reste stable. Les bactéries ont été testées pour leur capacité d'adsorption du cholestérol,exprimée
par la capaciteé spécifique a réduire le cholestérol disponible dans le milieu de cultureaprés 24

heures d'incubation, qui a été calculée selon la formule proposée par Pereira et Gibson(2003).
Cholestérol (mg.g *)=[B-T]/W

Ou : B : La quantité de cholestérol dans le milieu témoin en mg.

T : La quantité de cholestérol dans le milieu de culture en mg.

W : Le poids sec des cellules apres 24 ou 48 h d’incubation en g.



111.2.3.6. Sensibilité aux antibiotiques

Des cultures fraiches d'une nuit des deux bactéries probiotiques ont été inoculées séparément
a 0,5 McFarland dans la gélose Mueller-Hinton. Par la suite, des disques d'antibiotiques ont été
ajoutés aux geloses Mueller-Hinton inoculées. Les diamétres des zones d'inhibition autour des
disques antibiotiques ont été observés apres une période d'incubation de 24 a 48 heures a 37 °C.
Les conditions de sensibilité ont été déterminées conformément aux normes du NCLS (Plessas
etal., 2017).

Liste des antibiotiques utilisés : amoxicilline, pénicilline, gentamicine, streptomycine,
chloramphénicol, norfloxacine, ciprofloxacine, sulfonamide, clindamycine, novobiocine et

vancomycine.
111.2.4. Etude in vivo
111.2.4.1. Hébergement des animaux

Des rats Wistar femelles ont été achetés de I'Institut Pasteur (Alger, Algérie) a I'age de 6
semaines (80 - 100 g). Les salles d'hébergement ont été maintenues a une température constante
(24 + 2 °C) avec un cycle lumiere/obscurité adéquat (12h :12h).

Toutes les procédures ont été approuvées par le comité d'éthique sur les expérimentations
animales de LMBAFS (université de Mostaganem). Les rats parentaux ont été logés par paires
dans des cages en polycarbonate avec un acces ad libitum a de I'eau stérilisée et ont été nourris
avec un diéte sans allergénes (SARL Aliment souris et rat : La Ration, Bouzaréah, Alger,
Algérie) pendant trois générations successives. La troisieme génération a été utilisée dans cette
expérience a I'age juvénile et les rats ont été acclimatés dans les mémes conditions (2 rats/cage)
citées ci-dessus pendant 15 jours avant le début de la provocation a la caséine.

111.2.4.2. Conception expérimentale in-vivo

L'expérience in vivo suivie est illustrée dans la figure 14. Les rats femelles agés de 3
semaines ont été répartis au hasard en 6 groupes (n= 8 rats dans chaque groupe) : groupe témoin
(C), groupe non sensibilisé traité avec la souche SL42, groupe non sensibilisé traité avec la
souche DSM 17938, groupe sensibilisé a la caséine (CAS, Profifar©, 90% caseine de lait de
vache, EAN 8712400748124, NUTRICIA Nutrition Clinique, Rueil-Malmaison Cedex,
France), groupe sensibilisé a la caséine traité avec la souche SL42 (CAS+SL42) et groupe
sensibilisé a la caseéine traité avec la souche DSM 19738 (CAS+ DSM 19738).
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Figure 14 : Schéma expérimental et groupes de rats examinés dans le cadre de la présente étude. La
caséine bovine (Protifar©) a été utilisée comme allergéne et administrée par voie intra-gastrique sans
adjuvant a des rats. 48 rats femelles (ages de 3 semaines) ont été répartis en 6 groupes (n= 8 rats dans
chaque groupe) : groupe témoin (groupe C), groupe non sensibilisé traité avec la souche SL42 (groupe
SL42), groupe non sensibilisé traité avec la souche DSM 17938 (groupe DSM 1938), groupe sensibilisé
a la caséine (groupe CAS), groupe sensibilisé a la caséine traité avec la souche SL42 (groupe
CAS+SL42) et groupe sensibilisé a la caséine traité avec la souche DSM 19738 (groupe CAS-+DSM
19738). Dans tous les groupes de rats traités aux bactéries, le SL42 ou le DSM 17938 ont été administrés

par gavage 1/2 jour du jour -3 au jour 58.
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Avant (-3 jours) et pendant la provocation a la caséine, chaque rat des groupes traités aux
probiotiques a recu par gavage (1/2 jours) 102 UFC de DSM 19738 ou SL42 dans 1 mL d'eau
physiologique par gavage. La provocation a la caséine a commencé par I'administration intra-
gastrique de 60 mg de caséine sans adjuvant pendant les 42 premiers jours, puis a été associée
a 20 mg de gluten pendant le reste de la période de challenge (43-57 jours). Ensuite, la

sensibilisation a la caséine de lait de vache a été interrompue pendant un jour avant le sacrifice.
111.2.5. Evaluation des symptémes macroscopiques d'allergie & la caséine

Les symptdmes macroscopiques d'allergie a la caséine ont été évalués en surveillant les rattes
toutes les 30 minutes et pendant les 3 heures suivant la sensibilisation a la caséine. Les signes
cliniques d'anaphylaxie ont été numérotés en fonction de la gravité du symptéme développé : 0
aucun signe ; 1 grattage et frottement du nez et de la téte ; 2 poches autour des yeux et de la
bouche ; 3 diarrhée ; 4 activité réduite avec un rythme respiratoire satisfait ; cyanose autour de
la bouche et de la queue ; pas d'activité et 5 mort.

La diarrhée a été classée selon I'échelle de Bristol : 1 grumeaux durs séparés, 2 féces
grumeleuses, 3 en forme de saucisse avec des fissures a la surface, 4 forme lisse et molle, 5
grumeaux mous avec des bords nets, 6 pateux avec des bords déchiquetés et 7 entiérement

liquide.

Le poids des rats a été enregistré pendant I'expérience afin d'évaluer l'effet de la
sensibilisation induite par la CAS sur le poids corporel. La température rectale a été mesuréee
apres la sensibilisation a la caséine et toutes les 30 minutes qui suivent (sonde RET-2, Kent
Scientific, USA). L'état de stress des rats a été estimé en mesurant la concentration serique
d'acide urique par fluorométrie (MAKO77-1KT, Sigma-Aldrich, France).

111.2.6. Détermination des CAS-IgE spécifiques, de I'histamine, de S100A8/A9, des

cytokines associées a I'inflammation et du nombre d*éosinophiles

Les niveaux de S100A8/A9, TLR4, NF-kB, TNF-a, IL-6 et IL-1p dans le sang ont été
déterminés par ELISA Assay Kit conformément aux instructions du fabricant (R & D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Le sérum a été prélevé 30 minutes apres I'administration de la caséine
et a été testé pour le taux d'histamine sérique a l'aide d'un kit ELISA conformément aux
instructions du fabricant (Beckman Coulter, Brea, CA). Les taux sériques d'IgE spécifiques a la
caséine ont également été évalués a l'aide d'un kit ELISA (BD Biosciences, San Jose, CA).
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Le nombre d'éosinophiles dans le sang a été determiné par la technique de I'hémogramme
(Mindray 2800 BC brand automatic blood count device, UK).

111.2.7. Culture de bactéries a partir de matieres fécales

Des échantillons de matieres fécales ont été prelevés avant et apres I'épreuve et ensemenceés
sur Hektoen/TSA pour le dénombrement des bactéries non spécifiques et sur des milieux
MRS/MRS-cys pour le dénombrement des bactéries lactiques (Huang et al., 2012). Aprés 48
a 72 heures d'incubation, les charges bactériennes ont été exprimées en UFC/g de matiere fécale.
Les espéces de Clostridium ont été déenombrées apres un enrichissement initial suivi d'un
ensemencement sur TSA |1 (4 jours) avec 5 % de sang de mouton (Fisher scientific, CA) (Hink
etal., 2013).

111.2.8. Détermination de I'indice poids de la rate/poids corporel et de I'indice poids du

thymus/poids corporel

Les rats ont été pesés et sacrifiés. La rate et le thymus des rats ont été prélevés et peses
immeédiatement. L'indice de la rate (SI) et I'indice du thymus (TI1) ont été calculés a l'aide de

I'équation suivante (Song et al., 2017) :

m
Rl ouTI (7‘9) = (poids de la rate ou du thymus) / poids corporel.

111.2.9. Analyse histologique

Les tissus intestinaux (la partie jéjunale de I'intestin) ont été prélevés le jour de la dissection,
fixés dans du formol tamponné au phosphate a 10 % et inclus dans de la paraffine. Les sections
de jejunum ont été colorées a I'nématoxyline et a I'éosine (HE) pour observer les infiltrats

inflammatoires, les éosinophiles et pour identifier les cellules calciformes.
111.2.10. Test de translocation bactérienne

La rate et le MLN de rats gavés ou non avec des bactéries probiotiques ont eté macérés et
mis en suspension dans une solution d’eau physiologique stérile. Une série de dilutions a été
ensemenceée et incubée pendant une nuit a 37 °C sur des géloses MacConkey (24 h), Blood agar
et MRS-cys agar (48 h) (Merck, France).
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111.2.11. Analyse statistique

La moyenne + I'écart-type a été utilisée pour présenter les données de chaque expérience en
vue de la mise en ceuvre de l'analyse statistique. (SPSS statistics 26, USA). La signification
statistique a été déterminée par le test t Student, Les différences a P < 0,05 ont été considérées

comme statistiguement significatives.

111.3. Résultats

111.3.1. L'analyse de I'ARNr 16S de SL42

Aprés la catalase (négative), les tests de Gram (positif), les analyses morphologiques (des
colonies blanches et lisses d'environ 2 mm de diamétre ont éte prélevées sur la gélose MRS-
cys) et biochimiques, la souche SL42 a été mise en culture a 37 °C afin d'obtenir des cultures

pures pour l'identification moléculaire.

La séquence du gene de I'ARNr 16S de la souche SL42 a été séquencée et comparée a des
souches connues sur la base de recherches BLAST. SL42 a ensuite été identifiée comme

Lacticaseibacillus rhamnosus, comme le confirment les résultats de 1’analyse phylogénétique
(figure 15).

111.3.2. Potentialité probiotique de L. rhamnosus SL42

L. rhamnosus SL42 a montré une tolérance élevée a I’acidité ou une capacité de survie de
93 % a été calculée apres 2 heures a pH 2. De plus, environ 90,5 % des cellules de L. rhamnosus
SL42 ont survécu a la bile a 0,3 % et ont assimilé 6,01 mg/g de cholestérol. La souche isolée L.
rhamnosus SL42 a également montré une hydrophobie élevée de 51 % (tableau 10).

Les cellules de L. rhamnosus SL42 ont fortement inhibé E. coli et Pseudomonas aeruginosa,
les zones d'inhibition les plus élevées étant respectivement de 18 et 17 mm. Les inhibitions de
Candida albicans, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae étaient plus faibles, avec

des zones d'inhibition comprises entre 11 et 15 mm (tableau 11).

L. rhamnosus SL42 présentait une sensibilité variable aux antibiotiques (5/11). Elle est sensible
a la pénicilline, a I'amoxicilline, au chloramphénicol, a la novobiocine et a la norfloxacine
(tableau 12). Cependant, la souche s'est révélée résistante a la gentamicine, aux sulfamides et

a la vancomycine (de méme que L. reuteri DSM 17938).
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Figure 15 : Arbre phylogénétique construit montrant la position du SL42 isolé avec les
espéces de Lactobacillus apparentées.
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Tableau 10 : Caractéristiques probiotiques de la souche SL42 comparées a L. reuteri DSM

17938.
L. rhamnosus SL42 L. reuteri DSM 17938
Parametres Viabilité en terme de biomasse
2 x 107 UFC /mL (0 min) 5 x 107 UFC /mL (0 min)
7.5 x 10% UFC /mL (30 min) 2.3 x 10" UFC /mL (30 min)
Résistance a I’acidité (pH = 2) ) )
6.9 x 10° UFC / mL (60 min) 1.9 x 10° UFC /mL (60 min)
6.6 x 10° UFC /mL (120 min) 1.2 x 10° UFC /mL (120 min)
_ _ 5 x 107 UFC/mL (0 min) 2.3 x 10" UFC /mL (0 min)
La survie en présence de la bile
03%) 1.4 x 10" UFC /mL (4 h) 2.1 x 10 UFC /mL (4 h)
. 0
9.3 x 10% UFC /mL (24 h) 1.2 x 10% UFC /mL (24 h)
Assimilation du Cholestérol 6.01 mg/g 6.09 mg/g
51 % 76%

Hydrophobicité (%)
Activité hémolytique v- hémolytique (pas d’hémolyse)

y- hémolytique (pas d’hémolyse)

*Les résultats sont des moyennes de 3 répétitions indépendantes (n = 3).

Tableau 11 : Activité antimicrobienne* des bactéries probiotiques.

Zone d'inhibition (mm)

Pathogenes L. rhamnosus L. reuteri
SL42 DSM 17938

Candida albicans ATCC 10231 14 +0.18 13+0.36
Escherichia coli ATCC 25922 18 £ 0.02 14 +0.10
Bacillus cereus ATCC 10876 9+0.11 6+0.10
Staphylococcus aureus ATCC 33862 15+0.30 8 £0.20

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 17 +0.22 15+0.20

Salmonella enterica subsp. enterica serotype Enteritidis ATCC 9+0.08 16 + 0.04

4931

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 11 £0.02 14 £0.20
Shigella sp. (isolat de notre collection) 5+0.02 6+0.10

*Les résultats sont des moyennes de 3 répétitions indépendantes (n = 3) + SD.
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Tableau 12 : Sensibilité aux antibiotiques des bactéries probiotiques.

Sensibilité aux antibiotiques (mm)

)
Bactéries & 5 g o < 5 g E 5 R g
= —~ (] —_ _S — = — ‘g - S —~ > —_ 9] — ; — g — 9] —
otiques 2 = & ® E T F £ § 2 § 2 g g 2 g 2 F P Z D
probiotiques -5 = T 5 g & 1S s = & 8 e 2 =
5§ @ ¥ ;n = © £ 2 5§ v £ o g5 &4 & 2 & 2 g 2 ° &
e 8 - g ° g T =8 g D g - 8 & g & - = 2 =
£ o v ~ = g = B < S o
< &) O A a O = > p4 p4
o
L.
1501 0+001 10+0.02 20+0.01 0zx0.1 0+0.1 0+00 25+01 8+0.03 16+0.1 22+0.02
rhamnosus
I R R S R R R S R I S
SL42
L.reuteri 0:001 16+002 8+001 15+001 0+01 1601 18+00 16+01 12+0.02 16+0.1 22+0.0
DSM 17938 R I R I R I I I R I S

Les résultats sont les moyennes de 3 répétitions indépendantes (n = 3) +SD. Les abréviations sont : S, sensible ; I,

intermédiaire ; R, résistant. La zone d'inhibition (mm) pour chaque antibiotique a été mesurée et interprétée comme

suit : >19 mm = sensible (S) ; 15-18 mm = intermédiaire (1) ; <14 mm = résistant (R).

111.3.3. Les symptdmes macroscopiques suivant le gavage a la caséine

La diarrhée n'a été observée qu'au cours de la premiére semaine de challenge et ce dés les

30 min premiéres suivant le gavage a la CAS. Le score diarrhéique était de 7 et 4 sur I'échelle

de Bristole pour les rats recevant exclusivement du CAS (50 % des rats) ou des bactéries CAS-

probiotiques (33 % des rats), respectivement. Les signes cliniques ont été qualifiés de 2 degrés

pour le groupe CAS-rats méme si la diarrhée s’est disparue apres une semaine d'exposition.

En fait, il n'y a eu aucune différence de poids (figure 16) et de température (tableau 13)

corporaux entre le groupe expérimental et le groupe temoin (tous les P >0,05) pendant toute la

durée de I'étude.

Les taux d'acide urique dans le sérum ont augmenté de maniere significative (tous P < 0,05) du

1" au 58°™ jour chez tous les rattes sensibilisées a la caséine (49,8 % : CAS+SL42 : 51,9 % :

CAS+DSM 17938. 74,7 % : CAS) et sont restés inchangés dans le groupe témoin et ceux qui

ont regu individuellement les bactéries probiotiques seules (figure 17).
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Figure 16 : Variation du poids corporel (g) avant le 1" jour et aprés 58 jours de challenge CAS.
Les valeurs sont représentées par les moyennes + SD (n = 8 rats/groupe). Aucune différence
significative n'a été observée a P > 0,05. Groupe non sensibilisé (groupe témoin), groupe non
sensibilisé traité avec la souche SL42 (groupe SL42), groupe non sensibilisé traitéavec lasouche
DSM 17938 (groupe DSM 17938), groupe sensibilisé a la caséine (groupe CAS), groupe
sensibilisé a la caséine traité avec la souche SL42 (groupe CAS+SL42) et groupe sensibilisé a
la caséine traité avec la souche DSM 17938 (groupe CAS-+DSM 17938).

Tableau 13 : Variation de la température corporelle (°C) pendant le challenge CAS.

Témoin SL42 DSM Casein  Casein + Casein +

17938 SL42 DSM17938
30 min 37+0.21 36 +0.43 37+0.1  365+0.43 36043 36 +0.21
60 min 37+0.3 37 +0.21 37+0.2 36021 36043 36 +0.21
120 min 37+0.2 36.5+021 37023 37043 37 +0.5 37 +0.43

Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes + SD (n = 8 rats/groupe). Aucune différence significative n'a

été observée a P > 0,05.

55



45

40 - '

35 -

25

20 -
HJour 1l

15 - Hjour 59

Acide urique (mg/L)

Témoin SL42 DSM 17938 casein casein + casein +
SL42 DSM 17938

Figure 17 : Taux d'acide urique sérique (mg/L) enregistrés le 1 jour et aprés 58°™ jour de
provocation par la CAS. Les valeurs sont représentées par les moyennes =+ SD (n = 8

rats/groupe). * Des différences significatives ont été observées a P < 0,05.

111.3.4. La calprotectine, les éosinophiles et les cytokines associées a I'allergie induite
par la CAS

Des niveaux significativement plus élevés (P <0,05) d'IgE spécifiques au CAS et
d'histamine ont été détectés dans le sérum de tous les rats traités avec le CAS. La sensibilisation
a la caséine déclenche la production d'IgE spécifiques avec une moyenne de 34,25 + 1,25 (UI/L)
chez les rats traités par CAS (Figure 18a). Les rats traités au CAS-probiotique ont présenté une
réduction de pres de 50 % (P <0,05), les valeurs enregistrees étant de 15,89 + 0,89 UI/L en
moyenne dans le groupe traité au SL42, et de 17,98 + 0,53 UI/L en moyenne dans le groupe
traité au DSM 17938. Des tendances similaires ont été enregistrées pour les niveaux d'histamine
(Figure 18b). Dans le groupe traité par CAS, nous avons enregistré en moyenne 25,6 = 1,6
nmol/L (P <0,05) par rapport a 19 + 1 et 20,5 + 0,8 nmol/L, notés respectivement chez les rats
traités par SL4 et DSM 17938 (Figure 18b). Les groupes témoins ou ceux recevant uniguement
des bactéries probiotiques individuelles n'ont pas produit d'IgE spécifiques au CAS ni

d'histamine.
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Figure 18 : Les niveaux d'IgE CAS (a) et d'histamine (b) dans le sérum ont été évalués par
ELISA au jour de sacrifice (n = 8 rats/groupe). Les données sont présentées sous forme de
moyenne + SEM. L'analyse statistique a été réalisée a I'aide d'une ANOVA a sens unique avec
le test de comparaisons multiples de Tukey. * P < 0.05. Groupe sensibilisé a la caséine (groupe
CAS), groupe sensibilisé a la caséine traité avec SL42 (groupe CAS+SL42) et groupe
sensibilisé a la caséine traité avec la souche DSM 17938 (groupe CAS-+DSM 17938).
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Les niveaux plasmatiques de S100A8/A9 étaient elevés dans le groupe CAS par rapport au
groupe témoin et aux groupes ayant recu des probiotiques. Le niveau de S100A8/A9 était
statistiquement différent avant et aprés 58 jours de chalenge (tous P <0,05) comme le montre
la figure 19a. Le SL42 a diminué la calprotectine (S100A8/9) de 18,7 % (rats traités par
CAS+SL42).
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Figure 19 : Expression de S100A8/A9 et des cytokines associees chez les rattes Wistar
sensibilisées par voie intra-gastrique de caséine sans adjuvant (avant 1'*" jour, aprés 58°™ jour).
Niveaux de SI00A8/A9 (a), TLR4 (b), TNF-a (c), NF-xB (d), IL-1p (e) et IL-6 (f) dansle sérum
des rattes de différents groupes. Les valeurs sont des moyennes £ SEM (n= 8 rats/groupe). * P<

0.05. ** P < 0.01. Groupe témoin (groupe C), groupe non sensibilisé traité avec la souche SL42

(groupe SL42), groupe non sensibilisé traité avec la souche DSM 17938
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(groupe DSM 17938), groupe sensibilisé a la caséine (groupe CAS), groupe sensibilisé a la
caseine traité avec la souche SL42 (groupe CAS+SL42) et groupe sensibilisé a la caséine traité
avec la souche DSM 17938 (groupe CAS-+DSM 17938).

Les niveaux de TLR4 dans le groupe CAS étaient plus élevés que ceux du groupe témoin
ou des groupes traités par probiotiques et des différences significatives ont été observées aux
jours 1 et 59 (tous les P <0,05), comme le montre la figure 19b. Le SL42 a reduit le TLR4 de
25,45 % chez les rats traités par CAS+SL42.

Les taux plasmatiques de TNF-a, NF-kB, IL-1B et IL-6 dans le groupe CAS étaient plus
élevés que dans le groupe témoin. Des différences significatives ont été observées au jour 1 et
au jour 59 (toutes P <0,05), comme le montre la figure 19c, d, e et f, respectivement. Le SL42
a diminué les taux de TNF-a, NF-xB, IL-1p et IL-6 de -14,31 % a -48,58 % chez les rattes
traitées par CAS+SL42.

De plus, le nombre d'éosinophiles a également augmenté avec une moyenne de 108,5+
10,66 /mm3 chez les rats sensibilisés au CAS sans traitement probiotique (Figure 20).
L'administration de la souche SL42 a diminué le nombre a 90+1,41 /mm3 (-16,67%), tandis que
les rats traités avec la souche probiotigue DSM17938 ont diminué le nombre d'éosinophilesa
93+7,03 /mm3 (-13,88%). Les groupes recevant uniquement les bactéries probiotiques
individuelles ont présenté des valeurs inférieures d'environ 50 %, allant de 51,25 a 52 /mm3
(Figure 20).
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Figure 20: Nombre d’éosinophiles (/mm®) dans le sang déterminé par technique
d’hémogramme chez les rattes Wistar (n = 8 rats/ groupe) sensibilisées par voie intra-gastrique
de caséine sans adjuvant (avant 1" jour, aprés 58°™ jour). Les valeurs sont des moyennes +
SEM. * P< 0.05.

111.3.5. Le dénombrement des bactéries fécales

La figure 21 (a) montre I'évolution de la densité des bactéries lactiques (LAB) et des
bactéries non spécifiques avant et aprés le challenge CAS. Avant la sensibilisation, le profil
bactérien était comparable (P > 0,05) entre les rattes du groupe témoin et celles du groupe CAS.
L'administration de bactéries probiotiques a nettement augmenté la densité de LAB et celle des

espéces de Clostridia, mais pas celle des bactéries non spécifiques (Figure 21 b).
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Eigure 21 : Nombre de bactéries déterminé par la technique de I'ensemencement sur gélose sélective
(n = 8 rats/groupe). Des rattes Wistar ont été sensibilisées par voie intra-gastrique par I'administration
de caséine sans adjuvant. Les rattes ont été gavées 1/2 jour avec L. rhamnosus SL42 ou L. reuteri DSM
17938 a 1 x 108 UFC/mL (les féces ont été collectées au 59°™ jour). Le volume de la dose administrée
était de 1 mL. Le groupe témoin a été nourri avec une solution de PBS stérilisée. Les données
MRS/MRS-cys : (a), TSA Il/Hektoen : (b) sont présentées sous forme de moyenne + SM. L'analyse
statistique a été réalisée a I'aide d'une ANOVA a sens unique avec le test de comparaisons multiples de
Tukey. * P < 0.05. Groupe non traité (groupe témoin) ; groupe non sensibilisé et traité avec la souche
SL42 (groupe SL42) ; groupe non sensibilisé et traité avec la souche DSM 17938 (groupe DSM 17938)
; groupe sensibilisé & la caséine (groupe CAS) ; groupe sensibilisé a la caséine et traité avec la souche
SL42 (groupe CAS+SL42) ; et groupe sensibilisé a la caséine et traité avec la souche DSM 17938

(groupe CAS-+DSM 17938).

Aprés le 58°™ jour d'exposition & la CAS, les rats présentaient une densité réduite de LAB
fécaux et une densité accrue de bactéries non spécifiques. Les altérations en nombre de bactéries
entériques observées chez les rattes traitées par CAS ont été rétablies par I'administration de
SL42 ou les densités de LAB et de bactéries non spécifiques ont été significativement (P < 0,05)

augmentée et diminuée, respectivement (Figure 21 a, b).
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111.3.6. Poids de la rate et du thymus apreés utilisation de bactéries probiotiques

La figure 22 montre les effets des deux souches probiotiques SL42 et DSM 17938 sur
I'indice du thymus et de la rate des rats. Par rapport au groupe témoin, les indices du thymus et
de la rate dans le groupe traité par le probiotique DSM17938 ont légerement augmenté, tandis
que ceux du groupe traité par la souche SL42 ont legerement diminué, bien que les changements

ne soient pas significatifs (tous les P > 0,05).
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Figure 22 : Effets des bactéries probiotiques sur les indices du thymus et de la rate. Des rats
Wistar ont été sensibilisés par voie intra-gastrique par I'administration de caséine sans adjuvant.
Les indices du thymus et de la rate ont été mesurés par le rapport entre le poids du thymus ou
de la rate au poids corporel. Les valeurs sont des moyennes + SM (n= 8 rats/groupe). Aucune

différence significative n'a été observée a P > 0,05.

111.3.7. L'inflammation du tissu jéjunal

La coloration a I'nématoxyline et a I'éosine a montré que les muqueuses jéjunales étaient
enflammées dans le groupe sensibilisé au CAS uniquement (figure 23). Le score
d'inflammation histologique dans ce groupe était qualifié de 2 (Iéger a modéré), et I'infiltration
d'éosinophiles a également augmenté de maniere significative (P < 0,05) par rapport au groupe
témoin (figure 23). En revanche, les scores d'inflammation intestinale et les degrés d'infiltration

d'éosinophiles ont été significativement réduits par le traitement probiotique par rapport au
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groupe sensibilisé au CAS (CAS uniquement). De plus, la longueur des villosités dans le groupe
CAS seul a été significativement réduite (P < 0,05), bien que les groupes traités aux
probiotiques aient montré des caractéristiques presque normales (Figure 23) similaires a celles

des témoins.

Figure 23 : Coupes histologiques représentatives de la muqueuse jéjunale et colorées a I'HE a
un grossissement original de 100 um. Des rattes Wistar ont été sensibilisées par voie intra-
gastrique par I'administration de la caséine sans adjuvant. Les rattes ont été gavées tous les deux
jours (du jour -3 au jour 58) avec L. rhamnosus SL42 ou L. reuteri DSM 17938 a raison de 1 x
108 UFC/mL.

111.3.8. Mise en évidence de la sécurité des probiotiques par le test de translocation
bactérienne

Les ganglions lymphatiques mésentériques étaient stériles dans les groupes témoins et
probiotiques, tandis que la sensibilisation a la caséine entrainait une translocation bactérienne
(p < 0,05) dans le groupe sensibilisé par la caséine seule. Le gavage probiotique a complétement
éliminé la translocation bactérienne vers les ganglions lymphatiques mésentériques dans les

groupes de rats soumis a une sensibilisation a la caséine (Tableau 14).
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Tableau 14: Translocation bactérienne vers les ganglions lymphatiques mésentériques chez
les rattes soumises a un test de provocation a la caséine.

Groupes Nombre de rattes affectées UFC/ MLN de ratte
Témoin 0/8 0
SL42 0/8 0
DSM 17938 0/8 0
Caséine 6/8 288*
Caséine+SL42 0/8 0
Caséine+DSM 17938 0/8 0

Les données relatives a la translocation bactérienne sont représentées par la moyenne des UFC totales cultivées
dans la MLN de chaque rat (n = 8) aprés 48 heures d'incubation. * P <0,05 par rapport aux témoins

IV.4. Discussion

L'allergie alimentaire la plus courante chez les enfants est l'allergie au lait de vache. Il
n'existe actuellement aucun traitement efficace pour prévenir ou guérir les allergies alimentaires
(Jensen et al., 2022). Cependant, selon certaines études, I'allaitement maternel protege le
nourrisson du développement de maladies allergiques, favorise la maturation du systéeme
immunitaire du jeune enfant et le protege des infections (Jensen et al., 2022 ; Stanojevi¢ et al.,
2018).

Le lait humain contient de nombreux composants immunologiques, tels que des bactéries
probiotiques, des oligosaccharides non digestibles, des IgA sécrétoires, des mucines, des
cytokines, des AGPI a longue chaine et des hormones. Les bactéries probiotiques, en particulier,
peuvent soutenir I'immunocompétence, ce qui est nécessaire pour induire une tolérance orale
adéquate, soit directement, soit indirectement par la stimulation d'un microbiote intestinal
bénéfique (Muraro et al., 2014 ; Tulyeu et al., 2019).

Les avantages de l'allaitement maternel pour la santé du nouveau-né sont significatifs, et le
microbiome du lait peut jouer un role crucial. Dans ce contexte et dans la présente étude, nous
avons cherché a etudier le potentiel probiotique des bactéries présentes dans le lait humain qui
peuvent étre associées a une amélioration de la santé des nourrissons et qui pourraient étre

utilisées dans les préparations a base de lait humain simulé. L'objectif de cette étude était de
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comparer les effets des souches probiotiques provenant du lait humain sur les résultats de la
réponse allergique chez les rats lors de la sensibilisation orale a la caséine bovine. Tout d'abord,
une souche isolée SL42 provenant du lait maternel d'une Algérienne mére jeune et en bonne
santé a été identifiée pour ses aptitudes probiotiques et comparée a la souche probiotique de L.
reuteri DSM 17938. L'analyse de I'ARNr 16S a montré que l'isolat est un Lacticaseibacillus
rhamnosus. Par ailleurs, la souche isolée SL42 a réussi tous les tests pour étre considérée
comme une souche probiotique sdre, bien tolérée et efficace, capable de contribuer aux effets

bénéfiques sur la santé intestinale.

On sait que les lactobacilles constituent une partie importante de la flore microbienne
humaine normale qui colonise généralement la bouche, le tractus gastro-intestinal et le tractus
génito-urinaire féminin (Saviano et al., 2021). La communauté scientifique s'accorde sur
I'importance de la spécificité de la souche dans I'action des micro-organismes probiotiques sur
la santé de leurs hétes. Selon Xavier-Santos et al (2004), outre les doses journalieres, la
recherche doit prendre en compte les multiples mécanismes d'action propres a chaque

espece/souche.

Apres avoir été identifiées, les deux souches SL42 et DSM 17938 ont été incluses
individuellement dans notre étude sur l'allergie induite par la caseine. Lactobacillus reuteri
DSM 17938 a été choisi parce qu'il est déja distribué comme médicament aux enfants pour
soulager les symptémes gastro-intestinaux. De nombreuses études cliniques ont suggéré que L.
reuteri peut étre bénéfique pour moduler le microbiote intestinal, éliminer les infections de la
colite entérique, la diarrhée associée aux antibiotiques, ainsi que pour le traitement de I'infection
par Helicobacter pylori, le syndrome du c6lon irritable, les maladies inflammatoires de l'intestin
et la constipation chronique. L. reuteri réduit la durée de la diarrhée infectieuse aigué chez les
enfants et les adultes et soulage les douleurs abdominales chez les patients atteints de colite ou
de maladie inflammatoire de I'intestin (Saviano et al., 2021 ; Lubiech et Twaruzek, 2020).

Pour définir le bon modele d'allergie alimentaire, nous avons proposé un modele de
sensibilisation orale sans adjuvant qui imite ce qui se passe chez I'nomme en utilisant le rat
Wistar a I'age juvénile. Nous pensons que notre modele est approprié car I'administration d'un
adjuvant peut influencer la réponse IgE ou provoquer une réponse IgE faussement positive avec
un aliment non allergene (Pilegaard et Madsen, 2004). Lacticaseibacillus rhamnosus SL42,
ainsi que L. reuteri DSM 17938 ont été administrés a des rats Wistar a I'dge de 3 semaines et
stimulés oralement par de la caseine. Dans cette deuxieme partie, les symptomes

macroscopiques apres gavage a la caséine, la calprotectine, les éosinophiles et les cytokines
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associees a l'allergie induite par I'ACS, le dénombrement des bactéries fécales, le changement
de poids de la rate et du thymus, I'examen du tissu jéjunal et I'infiltration des éosinophiles, ainsi
que la translocation bactérienne vers les ganglions lymphatiques mésentériques, ont été
examinés. Pendant la période de sensibilisation, tous les rats semblaient en bonne santé, avec
un poids similaire dans tous les groupes. En outre, aucun symptdme grave, tel que la mort, n‘a
été observe. Un rat du groupe sensibilisé a la caséine (uniquement) avait un score de 1, six
avaient un score de 2 et un avait un score de 3. Aucune anomalie n'a été observée dans le groupe
témoin ou dans le groupe traité aux probiotiques. Cela pourrait indiquer que le modele proposé
ici est Iégerement allergique et que, bien qu'il provoque une légére inflammation intestinale, il
peut avoir un impact a long terme sur la croissance et le développement des rats. Stanojevic et
al. (2018) ont révélé qu'un traitement postnatal précoce avec Lactobacillus rhamnosus LB64
semble étre efficace pour atténuer I'encéphalomyélite auto-immune du TNBS. De méme, la
colonisation precoce par L. rhamnosus GG a augmenté la richesse et la diversité du microbiote
colique et a favorisé la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales ainsi que la

production d'IgA au niveau des muqueuses chez les adultes (Yan et al., 2017).

Dans notre étude, lI'administration orale de souches probiotiques de lait humain a des rats
sensibilisés a la CAS a permis de réduire le score symptome, les IgE spécifiques a la CAS et le
niveau de libération d'histamine en diminuant la calprotectine et les cytokines spécifiques a
l'allergéne. La S100A8/A9 (calprotectine) est considérée comme un biomarqueur sensible
associé aux maladies inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis et la
vascularite (Okada et al., 2020).

Nous avons également constaté que la sensibilisation au CAS seul modifiait la composition du
microbiote intestinal par rapport aux témoins, en termes d'abondance relative des LAB, des
bactéries non spécifiques et des especes de Clostridia. Les bactéries probiotiques que nous
avons testées ont été capables de restaurer une microflore bénéfique chez tous les rats traités
aux probiotiques. De méme, Tulyeu et al. (2019) ont récemment rapporté que I'immunisation
allergénique dans un modele d'allergie alimentaire induisait de profonds changements dans la

composition du microbiome intestinal.

Le "syndrome de l'intestin perméable™ et la translocation bactérienne sont considérés par
certains auteurs comme des facteurs déclencheurs des maladies, car ils favorisent
I'inflammation systémique chronique. L'administration de probiotiques par voie orale et par

transplantation microbienne fécale a exprimée des avantages pour la santé (Sato et al., 2017).
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Les thérapies axées sur la modulation du microbiote intestinal constituent donc une bonne
option pour la pédiatrie en particulier, parce que ce groupe possede une communauté
microbienne en développement qui est associée a la maturation du systeme immunitaire
(Pilegaard et Madsen, 2004).

IVV.5. Conclusion

Nos résultats montrent que I'administration de L. rhamnosus SL42 a des rattes juvéniles
induit des réponses tolérogenes et sert plusieurs objectifs a la fois : de la réduction du niveau
des parametres allergiques associés a la caséine jusqu’a amélioration des symptoémes
macroscopiques et suppression de la translocation bactérienne vers le MLN. Ses effets sont
similaires a ceux exprimés par la souche probiotique de Lactobacillus reuteri Protectis DSM
17938.
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Chapitre IV : Le role des bactéries probiotiques (SL42 et L. reuteri DSM
17938) du lait humain dans I’allergie alimentaire induite par 1’ovalbumine chez

les ratons Wistar.

IVV.1. Introduction

L’ceuf, I’arachide et le lait sont les trois principaux allergénes chez I’homme (Saompson,
2004). Chez les jeunes enfants, I’ceuf est considéré comme 1’un des principaux allergénes,
jusqu’a ce qu’ils deviennent grands a un stade ultérieur de la vie (Savage et al., 2007 ; Caubet
et Wang, 2011).

Pour chacun de ces aliments 1’allergénicité n’est pas due a un constituant unique mais a
différentes protéines qui elles-mémes comportent de nombreuses structures moléculaires
immunoactives (les épitopes), largement réparties dans la molécule. Dans 1’allergiealimentaire
un premier contact avec 1’antigéne (appelé phase de sensibilisation) avant le déclenchement de
la réaction allergique est requis. Cette phase de sensibilisation est asymptomatique et dure 10 a
15 jours chez I’homme (Strobel, 1995).

En cas de nouvelle exposition a I’antigene, une libération rapide et massive des IgE-
dépendantes par exocytose de médiateurs solubles aura lieu : soit pré-formés comme
I’histamine, la sérotonine, certaines protéases Ou tryptase (contenues dans les granules intra-
cytoplasmiques a 1’origine des manifestations immédiates de 1’allergie) ; soit néo-formés
comme les médiateurs lipidiques (prostaglandines, leucotriénes, thromboxanes), les cytokines
ou les kinines qui participent aux manifestations tardives de la réaction allergiques et au

recrutement secondaire des cellules inflammatoires sur le site (Anvari et al., 2019).

En effet, I'utilisation de modéles animaux d’allergie alimentaire est indispensable
pour comprendre le mécanisme de la pathologie et pour établir de nouvelles voies
therapeutiques (Aldemir et al., 2009). Parmi les modeles de rongeurs les rats Brown Norway
(BN) et Wistar remplissent ces conditions (Huang et al., 2018). Bien que les BN aient été
revendiqués comme le modéles le plus approprié pour étudier les allergies alimentaires, il a
récemment été démontré que les rats Wistar augmentaient le niveau d’IgE aprés immunisation
a I’ovalbumine et développaient les principaux signes cliniques aux allergenes de ’arachide

(Sun et al., 2013).

Les études sur les bactéries lactiques probiotiques comme ayant un effet immuno-
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modulateur et en tant que thérapie substantielle attire I’intention des chercheurs en raison de
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la prévalence ¢levée des allergies alimentaires et 1’absence de reméde définitif (Yu et al., 2016
). Plusieurs études récentes ont montré que la modulation de la population microbienne
intestinal pourrait étre une stratégie efficace pour contrdler la perméabilité intestinale et
I’invasion d’allergenes alimentaires dans la circulation sanguine afin de maintenir
I’homéostasie intestinale (Green et Klaenhammer, 1999 ; Schiffrin et al., 1997). Des études
antérieures ont montré que 1’administration orale de Lactobacillus casei augmentait ’activité
des cellules naturelles Killer (NK) chez les souris agees (Hori et al., 2003), une souche
specifique de Lactobacillus pentosus isolée a partir de cornichon japonais fermenté a montré
des activités bénéfiques par modulation des T-helper type 1 en activant la production d’IL12
et I’interféron gamma (IFN-y). La souche Lactobacillus plantarum isolée a partir de Kimichi
¢tait capable d’agir positivement sur la dermatite atopique (Won et al., 2012). De plus, plusieurs
études épidémiologiques ont mis en relation le développement des maladies allergiques avec la
colonisation et la composition du microbiote intestinal chez 1’enfant. Parmices facteurs, le lait
maternel qui n’est pas stérile, contient des bactéries qui font partie des premiers a coloniser le
tractus digestif de 1’enfant. D’autre part, le lait maternel contient de fortes quantités
d’oligosaccharides qui vont pouvoir servir de substrats a certaines bactéries intestinales
capables de les digérer. Enfin, Le lait maternel assure également I’immunité passive de I’enfant

via le transfert de grandes quantités d’Ig.

Cependant, le potentiel thérapeutique des bactéries lactiques probiotiques de genre
Lactobacillus sp, issues du lait humain, dans la modulation des réponses allergiques n’a pas été
completement élucidé. Dans la présente étude qui a été congue pour évaluer si I’administration
orale des bactéries lactiques probiotiques isolées de lait maternel peuvent prévenir le
développent de I’allergie alimentaire, nous utilisons le rat Wistar comme modéle murin pour

une sensibilisation orale & I’ovalbumine (OVA).

1VV.2. Matériels et méthodes
1VV.2.1. Bactéries

Dans ce chapitre nous avions suivi le méme protocole appliqué dans le chapitre precédent

(chapitre I11) avec des modifications spécifiques dans la partie in-vivo.
IV.2.2. Elevage des animaux

Selon la méme méthode d’élevage décrite dans le chapitre III, des rattes en age juvénile

issues de la troisieme génération ont fait 1’objet de ce travail.

71



Toutes les procédures ont été approuvées par le Comité d'éthique animale de I'Université de

Mostaganem et autorisées par le conseil du laboratoire LMBAFS.
IV.2.3. Induction de I’allergie a I’ovalbumine in-vivo

L’expérimentation in-vivo est illustrée dans la figure 24. Les ratons ont été divisés au hasard
en 6 groupes (n= 8 rats dans chaque groupe) : groupe témoin (C), groupe non sensibilisé et
traité avec la souche SL42, groupe non sensibilisé et traité avec la souche DSM 17938 (DSM
17938), groupe sensibilisé a ’ovalbumine et non traité (OVA), groupe sensibilisé a ’OVA et
traité avec la souche SL42 (OVA + SL42) et groupe sensibilisé a ’OVA et traité avec DSM
17938 (OVA + DSM 17938).

Chaque rat des groupes traités avec une probiotique a été gavé 3 jours successifs avec 108
UFC de DSM 17938 ou de SL42 (dans ImL d’eau physiologique) et ce avant la provocation a
I’ovalbumine. Les groupes OVA, OVA + SL4 et OVA + OVA + DSM 17938 ont étésensibilisés
quotidiennement avec 1’ovalbumine sans adjuvant du jour 1 au jour 14 avec 150pg OVA/g
NaHCOz dans 1mL de PBS, ensuite 5/7 jours.

La sensibilisation a I’ovalbumine a été interrompue pendant une semaine (de j42 au j49).
Ensuite, elle a été augmentée a 750ug OVA/g et administrée une seule fois 24h avant le

sacrifice.

Les mémes méthodes ont été suivies telles que décrites dans le chapitre 111 (I’enregistrement
des symptdbmes macroscopiques, la détermination des paramétres sanguins, la culture de la

matiere fécale et 1’étude histologique).
1V.2.4. Analyse statistique

La signification statistique a été déterminée par les tests t Student et Tukey, Les différences

a P < 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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l—-Pbservation de la température corporelle et de tous les signes mactoscopiquesi«l

Administration des probiotique par gavage tous les 2 jours (102 UFC dans 1mL d’eau physiologique)
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1. Témoin : Groupe non sensibilisé et non traité.
2. SL42 : Groupe Non sensibilise et traité avec la souche SL42
. DSM17938 : Groupe Non sensibilisé et traité avec la souche DSM 17938
CAS : Groupe sensibiisé avec Lovalbumine
. CAS + SL42 : Groupe sensibilise avec OVA et traité avec la souche SL42.
. CAS + DSM 17938 : Groupe sensibilisé et traité avec la souche DSM 17938
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Figure 24 : Schéma expérimental et groupes de rats examinés dans le cadre de la présente étude.
L’ovalbumine a été utilisée comme allergéne et administrée par voie intra-gastrique a des rattes
sans adjuvant. 48 rattes femelles (4gées de 3 semaines) ont été réparties en 6 groupes (n= 8 rats
dans chaque groupe) : groupe témoin (groupe C), groupe non sensibilisé traité avec la souche
SL42 (groupe SL42), groupe non sensibilisé traité avec la souche DSM 17938 (groupe DSM
1938), groupe sensibilisé a 'OV A (groupe OVA), groupe sensibilisé a 1I’ovalbumine traité avec
SL42  (groupe  OVA+SL42) et
ovalbumine traité avec la souche DSM 19738 (groupe OVA+DSM 19738). Dans tous les

groupes de rats traités aux bactéries, SL42 ou DSM 17938 ont éteé administrées 1/2 jour du jour

la  souche groupe  sensibilisé a I

-3 au jour 50.
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IV.3. Résultats
IV.3.1. Les symptomes macroscopiques suivant le gavage a I’ovalbumine

L’induction de I’allergie a ’OVA était réussie ou la sensibilisation orale chez les ratsWistar
était accompagnee de signes cliniques. Le score diarrhéique (figure 25) était de 7 et 4 sur
I'échelle de Bristole, accompagné d’une baisse de la température corporelle, respectivement
pour les rats recevant exclusivement ’OVA (90 % des rats) ou de ’OVA associée aux
probiotiques (30 % des rats). L'anaphylaxie était évaluée a 3 et 5 (figure 26) avec une cyanose
autour des oreilles, un gonflement de la bouche et une réduction de d'activité motrice durant

les 3 heures qui suivaient le gavage.

Une baisse de température (figure 27) remarquable a été observeée apres 30min de
sensibilisation : a 32°C dans le groupe OVA et 34°C dans ceux gavés d’une seule bactérie
probiotique+OVA. Ces derniers réaffichent des températures corporelles normales aprés 120
min d’exposition (plus de 180 min pour le groupe OVA). Les groupes ayant regu les
probiotiques seules ont maintenus, comme le témoin, une température de 37°C tout au long de

I’étude.

140 1 —+—OVA

120 - —5—OVA + SL42

100 - —&+—OVA + DSM17938

80 -

40 -

Scorre diarrhéique (%)

20 -

Omin 30min 60min 120min 180min

Figure 25 : Variation de la température corporelle (°C) et de score diarrhéique aprés 3h de défi
a I’OVA. Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes + SD (n = 8 rats/groupe). Une

différence significative a été observée a P > 0,05.
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Figure 26 : Démangeaison et irritation de l'oreille et de la bouche chez les ratons du groupe
sensibilisé a ’OVA aprés 3h de défi.
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Figure 27 : Variation de la température corporelle (°C) au cours le défi a ’OVA. Les valeurs
sont présentées sous forme de moyennes + SD (n = 8 rats/groupe). Une différence significative
a été observée a P > 0,05.

L’augmentation du taux d’acide urique dans le sang (figure 28) des rats sensibilisés indique
un stress inflammatoire confirmant I’apparition des différents signes cliniques. Ainsi, des
valeurs significativement élevées dans le groupe OVA de I’ordre de 55.40+ 0.98 mg/L ont été
enregistrée s, et ce par rapport aux groupes traités aux probiotiques : SL42+OVA avec 49.36
+1.52 mg/L et OVA+ DSM 19738 avec 50.49 +1.87 mg/L. Les groupes témoins et ceux gaveés
de SL42 ou de DSM 19738 ont affichés des valeurs allant de 34 a 39 mg/L.
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Figure 28 : Taux d'acide urique dans le sérum des rats avant (1% jour) et aprés (50°™ jour) la
provocation par I’OVA. Les valeurs sont représentées par les moyennes + SD (n = 8

rats/groupe). * Des différences significatives ont été observées a P < 0,05.

De maniére coordonnante, ces signes cliniques répondent de maniere négative sur le poids
corporel (Figure 29) des rats sensibilisés. Une différence significative dans le poids corporel
a été observée entre les groupes expérimentaux et les groupes témoin et ceux ayant regu
exclusivement une bactérie probiotique sans OVA (tous P > 0,05). Cette disparité dans le gain
corporel a été noté pendant toute la durée de I'étude, plus clairement aprés une semaine de
I’induction a ’OVA.
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Figure 29 : Variation du poids corporel (g) avant (1 jour) et aprés (50°™ jour) de défi d’OVA.
Les valeurs sont représentées par les moyennes + SD (n = 8 rats/groupe). Une différence

significative observée a P > 0,05.

1V.3.2. Les IgE spécifique a POV A et taux d’histamine associés a I'allergie induite par
P’OVA

Les taux sériques ont été significativement plus élevés (P <0,05). Les animaux de
groupes témoins ou recevant le probiotique sans allergene n’ont pas présenté des IgE
spécifiques a I’OVA dans leurs sérums. La sensibilisation avec I’OVA déclenche la production
d’IgE spécifiques, 57.11 £2.88 UI/L en moyenne pour le groupe. Des diminutions significatives
(P<0.05) de 38.35% dans le groupe traité avec SL42 (35.21+ 0.89 UI/L) et de 30.70 %
(P<0.01) dans le groupe traité avec DSM 19738 (de 39.53+ 1.3 UI/L), ont été observées (Figure
30a). De plus, le méme constat est a souligner pour la concentrationsérique d’histamine ot un
taux significativement (P<0.05) élevé a été relevé chez le groupe OVA de 41 £2 nmol/L en
moyenne. Les taux d’histamine dans les groupes OVA et traités avec les probiotique ont permis
une diminution de 40 % pour celui avec SL42 et de 24% pour le groupe traité avec la bactérie
probiotique de référence (Figure 30b). Ainsi, ces résultats montrent un effet immuno-
protecteur plus prononcé chez la bactérie isolée SL42 comparée ala souche de référence DSM
19738.
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Figure 30 : Les niveaux d'IlgE OVA (a) et d'histamine (b) dans le sérum ont été déterminé par
ELISA (n = 8 rats/groupe). Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM.
L'analyse statistique a été réalisée a l'aide d'une ANOVA a sens unique avec le test de
comparaisons multiples de Tukey. * P < 0.05. Groupe sensibilisé a ’OVA (groupe OVA) ;
groupe sensibilis¢ a ’OVA et trait¢ avec SL42 (groupe OVA+SL42) ; groupe sensibilis¢ a
I’OVA et traité avec la souche DSM 17938 (groupe OVA+DSM 17938).
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IVV.3.3. Les éosi nophiles, la calprotectine et les cytokines associés a l'allergie

induitepar POVA

Le nombre d'éosinophiles (figure 31) a été hautement augmenté (P<0.001) en moyenne de
245.5 + 9.11 mm? chez les rattes sensibilisées sans traitement probiotique. L’administration de
probiotique SL42 diminue le nombre a 59.49% chez les rattes du groupe OVA+SL42. Par
ailleurs, I’administration de DSM 17938 diminue le nombre d'€osinophiles a 55.80 % chez les
rattes du groupe OVA+DSM 17938, comme le montre la figure 31. Les éosinophiles restent en
tau normal chez les groupes témoin (en moyenne de 51.33 + 2.62 mm?®) et ceux ayant regu une
bactérie probiotique (51.33 + 3.30 mm? dans le groupe SL42 et 50.75 + 2.87 mm 2 dans le

groupe DSM 17938).
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Figure 31 : L’effet de I’administration de la souche de référence DSM 17938 et la souche SL42
isolée sur le nombre d’éosinophiles déterminé par la technique d’hémogramme. Les données

sont exprimées en moyenne + SEM de 4 a 8 rattes / groupe. Une différence significative

observée a P <0, 001.
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Le niveau de S100A8/A9 était statistiquement différent au jour 1 et au jour 50 (tous P <0,05)
comme le montre la figure 32a. Les deux souches probiotiques (SL42 et DSM17938) ont

diminué la calprotectine (S100A8/9) chez les rats traités.
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Figure 32: Expression de S100A8/A9 et des cytokines associées chez le rat Wistar sensibilisé
a la caséine sans adjuvant et par voie intra-gastrique (avant le 1 jour, aprés le 50°™ jour).
Niveaux de S100A8/A9 (a), TLR4 (b), TNF-a (c), NF-kB (d), IL-6f () et IL-1

(f) dans le sérum des rats de différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + SEM (n=8
rats/groupe). * P < 0.05. ** P < 0.01. Groupe témoin (groupe C), groupe non sensibilisé traité
avec la souche SL42 (groupe SL42), groupe non sensibilisé traité avec la souche DSM 17938
(groupe DSM 17938), groupe sensibilisé a ’OVA (groupe CAS), groupe sensibilisé a ’OVA
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traité avec la souche SL42 (groupe OVA+SL42) et groupe sensibilisé a ’OVA traité avec la
souche DSM 17938 (groupe OVA+DSM 17938).

1V.3.4. Le dénombrement des bactéries LAB et de Clostridia dans les féces

Nous avions d’abord confirmé si les deux bactéries probiotiques testées s’implantent
dans D’intestin des rattes Wistar et ce dés le 3°™ jour d’administration, précédant la 1%
provocation. Aprés 96h de gavage de probiotique (des 2 souches) la viabilité des deuxsouches
a été augmentée de maniere significativement (P<0.05) sachant qu’elle était entre
2.10% — 2.5.10® UFC/mL et devient 3 .10% et 4.108 UFC/mL (figure 33a et b).

Nos résultats montrent que les deux bactéries probiotiques testées étaient capables de
s’implanter dans 1’épithélium intestinal et d’y exercer des effets positives chez les rattes
allergiques a ’OVA. Les effets délétéres observés traduisent des altérations du microbiote
intestinal des rattes allergiques. L’administration des souches probiotiques a restauré la
biomasse en bactéries bénéfiques (LAB) ou la charge était significativement augmentée dans
les groupes probiotiques sans le défi OVA (SL42 et DSM 17936) et ceux rendus allergique
(OVA + SL42, OVA +DSM17936).
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Figure 33 : Nombre de bactéries déterminé par la technique de I'ensemencement (n= 8
rats/groupe). Des rats Wistar ont été sensibilisés par voie intra-gastrique par I'administration
de ’OVA sans adjuvant. Les rats ont été nourris 1/2 jour avec L. rhamnosus SL42 ou L. reuteri
DSM 17938 & 1 x 10® UFC/mL (les féces ont été collectées au 50°™ jour). Le volume de la
dose était de 1 mL. Le groupe témoin a été nourri avec une solution PBS stérilisée. Les données
(MRS, MRS-cys, TSA Il, Hektoen) sont présentées sous forme de moyenne + SEM. L'analyse
statistique a été réalisée a l'aide d'une ANOVA a sens unique avec le test de comparaisons
multiples de Tukey. * P< 0.05. Groupe témoin (groupe C) ; groupe non sensibilisé traité avec
la souche SL42 (groupe SL42) ; groupe non sensibilisé traité avec la souche DSM 17938
(groupe DSM 17938) ; groupe sensibilisé a ’OVA (groupe CAS) ; groupe sensibilisé a ’OVA
traité avec la souche SL42 (groupe OVA+SL42) ; et groupe s ensibilisé a I’OVA traité avec la
souche DSM 17938 (groupe OVA+DSM 17938).

I1VV.3.5. Effets des probiotiques sur les poids relatifs de la rate et du thymus

La figure 34 montre les effets des deux souches de SL42 et DSM17938, sur les indices du
thymus et de la rate des souris. Par rapport aux souris témoins, les indices du thymus et de la

rate dans chaque groupe traité par Lactobacillus ont montré une différence significatif p < 0.05.
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Figure 34 : Effets des bactéries probiotiques sur les indices du thymus et de la rate des rats.
Des rats Wistar ont été sensibilisés par voie intra-gastrique par I'administration de 1’ovalbumine
sans adjuvant. Les rats ont été nourris 1/2 jour avec L. rhamnosus SL42 ou L. reuteri DSM
17938 a 1 x 108 CFU/mL. Le volume de la dose était de 1 mL. Le groupe témoin a été nourri
avec une solution PBS stérilisée. Des échantillons de thymus et de rate de chaque groupe ont
été prélevés au 50°™ jour (jour du sacrifice). Les indices du thymus et dela rate ont été mesurés
par le rapport entre le poids du thymus ou de la rate et le poids corporeldu rat. Les valeurs sont
des moyennes + SEM (n= 8 rats/groupe).

1V.3.6. L’effet de I’administration des probiotique sur la morphologie intestinale

La coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine des coupes de jéjunum a montré une muqueuse
de type intestinal au relief villositaire conservé et tapissé d’un épithélium cylindrique régulier
avec un nombre de lymphocytes intra-épithéliaux, surmontant une lamina propria aux glandes
réguliéres avec hyperplasie des cellules caliciformes (fléches rouges) et siége d’un infiltrat a
éosinophiles (fleches noires) chez les rattes allergiques qui n’ont recu aucun traitement. Les
groupes ayant recu des probiotiques ont affiché une régression significative del’intens ité de cet
infiltrat inflammatoire a polynucléaire éosinophiles et aussi de 1’hyperplasie des cellules

caliciformes (figure 33).
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Figure 35 : Coupes représentatives de la muqueuse jéjunale colorée & I'HE & un grossissement
original de 100 um. Des rats Wistar ont été sensibilisés par voie intra-gastrique par
l'administration d’ovalbumine sans adjuvant. Les rats ont été gavés 1/2 jours du jour -3 au j our
49 avec L. rhamnosus SL42 ou L. reuteri DSM 17938 a raison de 1 x 108 UFC/mL. Cellules

caliciformes (fléches rouges) et siege d’un infiltrat & éosinophiles (fleches noires)
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IVV.3.7. L’effet d’ovalbumine sur les ganglions lymphatiques mésentériques et la mise en

évidence de la translocation bactérienne

L’examen histo-pathologique a montré que les mésenteres des groupes allergiques contiennent
entre 2 et 3 ganglions enflés mesurant 2-3mm de diamétre qui ont été aussicolorés a
I’hématoxyline et a I’éosine pour savoir I’aspect histopathologie de ces adénites. L’examen
microscopique montre un tissu lymphoide présentant une architecture conservée, avec des
follicules lymphoides (fleches rouges) 1égérement hyperplasiques de taille variable, aux centres
germinatifs souvent élargis, renfermant des macrophages (fleches noires) d’aspect réactionnel

sans signes de spécificité ou de malignité comme la montre la figure 34.

Les ganglions lymphatiques mésentériques des groupes témoin et traités aux probiotiques
étaient stériles (tableau 16), alors que la sensibilité a I'ovalbumine entrainait une translocation
bactérienne (P < 0,05) dans le groupe de rats +OVA. Il s’avere que I'administration intra-
gastrique de probiotiques supprime completement la translocation bactérienne vers les

ganglions lymphatiques mésentériques.

Figure 36 : Aspect histo-pathologique des ganglions mésentériques du groupe qui a regu
I’ovalbumine seule (+OVA). Apres le sacrifice, les mésenteres ont été€ examinés pour mettre en
évidence I’existence d’adénites, de follicules lymphoides (fleches rouges) et de macrophages

(fleches noires).
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Tableau 15 : Mise en évidence de la translocation bactérienne vers les ganglions lymphatiques

mésentériques chez les rattes soumises a un test de provocation a I’ovalbumine.

Groupes Nombre de rattes affectées UFC/ MLN de ratte
Témoin 0/8 0
SL42 0/8 0
DSM 17938 0/8 0
OVA 6/8 421*
OVA+SL42 0/8 0
OVA+DSM 17938 0/8 0

Les données relatives a la translocation bactérienne sont représentées par la moyenne des UFC totales cultivées
dans la MLN de chaque rat (n = 8) aprés 48 heures d'incubation. * P <0,05 par rapport aux témoins

IVV.4. Discussion

Les lactobacilles sont des espéces largement utilisées comme probiotiques dans les
aliments fonctionnels. Les souches probiotiques de Lactobacillus sont bien connues pour leurs
propriétés préventives et thérapeutiques (Caoa et al., 2020).

Bien que les probiotiques exercent leurs effets biologiques de différentes maniéres et que les
mécanismes de ces effets bénéfiques ne sont pas clairement compris, on pense que I'immuno-
régulation est I'un des mécanismes les plus impliqués (Loh et al., 2018). Les effets immuno-
régulateurs des probiotiques sont suggérés comme étant spécifiqgues a la souche. Par
conséquent, dans les derniéres années, de nombreuses recherches ont été menées pour cribler

des probiotiques ayant des effets immuno-modulateurs.

Dans cette étude, nous avions verifié si L. rhamnosus SL42 ou L. reuteri DSM 17938
d’origine lait humain & statut probiotique pourraient atténuer les manifestations gastro-
intestinales , les altérations histo-pathologiques intestinales et la réponse immunitaireallergique
et induite par des provocations orales avec l'allergéne alimentaire. Nous avons choisi le rat
Wistar car il s'agit d'une souche qui génere une réponse IgE adéquate et des manifestations
cliniques de l'allergie alimentaire (Sun et al., 2013). Le modéle de rat avec sensibilisation
systémique a démontré une production d'IgE spécifiques de l'allergéne, les symptdmes
macroscopiques aprés gavage a I’allergene, la calprotectine, les éosinophiles, les cytokines, le
changement des poids de la rate et du thymus, I'examen du tissu jéjunal et de l'infiltration des

éosinophiles, ainsi que la translocation bactérienne vers les ganglions
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lymphatiques mésentériques, sont des caractéristiques immunologiques de I'allergie alimentaire
(Mokhtari-Zaer et al., 2020).

Les animaux testés dans la présente étude présentaient également une augmentation du taux
d'histamine dans le sérum. En ce qui concerne la réponse anaphylactique, apres gavage a
I’OVA, les animaux ont présenté des manifestations cutanées et gastro-intestinales,
principalement des diarrhées et de baisse de température corporelle. Ces signes étaient
accompagnés d’une augmentation en taux d’acide urique dans les sérums des rats sensibilisés.
Les animaux ont aussi développé un choc anaphylactique apres 16 jours d’induction, conduisant

a la mort.

Le systéme muqueux est la premiére ligne de défense du systeme immunitaire de I'n6te. La
plupart des allergenes alimentaires pénetrent dans le corps humain par les muqueuses dont la
mugqueuse intestinale est la plus étroitement liée a l'allergie alimentaire. Le systeme muqueux
intestinal peut induire une tolérance immunitaire et prévenir les allergies alimentaires grace au
tissu lymphoide associé a I'intestin (GALT) et aux divers lymphocytes. En outre, la diversité
et l'abondance du microbiote intestinal peuvent également intervenir dans le systeme

immunitaire de I'nGte pour inhiber I'allergie alimentaire (Chinthrajah et al., 2016).

Dans la présente étude, nous avons démontré que I'administration des probiotiques d’origine
humain induit une réduction significative dans le développement de l'allergie alimentaire, en
diminuant la réponse des anticorps IgE et d’histamine, les manifestations cliniques allergiques,
I'inflammation intestinale et les altérations histo-pathologiques de la muqueuse int estinale

générées par lI'inflammation chronique sous-jacente.

En outre, les probiotique du genre Lactobacillus cible le milieu inflammatoire intestinal en
réduisant I'expression des interleukines et oriente le profil vers des réponses régulatrices. Les
IgE sont produites de maniere systémique pendant la phase d'induction ou de sensibilisation
de l'allergie alimentaire, et sont ensuite générées et sécretées de maniere persistante dans les
tissus en cas d'exposition locale a I'allergéne (Loh et al., 2018). Les anticorps IgE et 1gG sont
liés a la réponse anaphylactique dans les modéles de rongeurs et chez I'homme (Gupta etal.,
2011; Guptaet al., 2019).

Les animaux traités avec des probiotiques ont vu leur taux d'IgE et leurs signes d'anaphylaxie
alimentaire diminuer, ce qui montre que I'lgE est un anticorps clé impliqué dans la réponse
anaphylactique dans notre modéle expérimental. En outre, I'élévation de I'histamine est associée

aux signes cliniques des réactions allergiques, principalement aux manifestations
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gastro-intestin ales comme ca été démontré dans la littérature (Gerber et al., 2019). Nos
résultats montrent que I'histamine sérique était significativement plus faible chez les animaux
traités, ce qui est en accord avec la faible incidence de la réaction anaphylactique. D’autre part,
les IgE et les symptdmes gastro-intestinaux de I'anaphylaxie alimentaire dépendentégalement
des mastocytes (Aquilante et al., 2023).

L'activation des mastocytes par l'allergene induit la dégranulation, avec la libération de
médiateurs préformés, d'enzymes et de cytokines, comme I'histamine, les protéases et le TNF-
a. L'histamine induit une vasodilatation, augmente la perméabilité vasculaire et déclenche la
formation d'cedémes (Brandt et al., 2003). Cette substance vasoactive a été associée a la
diarrhée chez des souris comme modé¢les d’allergie alimentaire (Enokida et al., 2022). Le TNF-
a est impliqué dans le recrutement de cellules inflammatoires telles que les neutrophiles et les
éosinophiles et a recemment été trouvé éleve chez les patients atteints d'allergie alimentaire. De
plus, il existe une boucle de rétroaction positive entre les mastocytes et I'lL-1,car I'lL-1 est
capable d'induire la libération d'histamine par les mastocytes et les médiateurs libérés par ces
cellules augmentent la production d'IL-1 (Lamubol et al., 2021). Ainsi, le faible nombre de
mastocytes présents dans l'intestin des animaux traités au lactobacilles et la diminution de
I'expression du TNF-a et de 1'IL-1B pourraient étre a 'origine de la cessation de la diarrhée et

de I'eedéme intestinal aprés provocation allergénique.

L'exposition orale continue a I'allergéne induit des changements histologiques intestinaux
qui sont associés a la réaction de phase tardive de I'allergie alimentaire et a I'état d'inflammation

chronique intestinale (Mizuno et al., 2021).

Chez nos animaux atteints d'allergie alimentaire, les altérations intestinales se sont manifestées
par la réduction de la longueur des villosités, l'augmentation de la profondeur des cryptes et
I'épaississement de la couche musculaire interne. Ces changements étaient accompagnés d'une
hyperplasie des éosinophiles dans la lamina propria et des cellules a gobelets dans I'épithélium
intestinal. Le traitement avec I’une ou l’autre des probiotiques des genre Lactobacillus a
empéché l'altération histo-pathologique du tissu intestinal des animaux atteints d'allergie
alimentaire. Cet effet bénéfique des probiotiques pourrait étre a I'origine de la diminution de la
sévérité de la diarrhée (Enokida et al., 2022).

McCallan et ses collaborateurs ont démontré un lien étroit entre les Iésions intestinales et les
manifestations gastro-intestinales chez les enfants atteints d'allergie alimentaire (McCalla et

al., 1980). Il a été rapporte que les souris surexprimant I'lL-5 augmentaient le nombre
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d'éosinophiles g astro-intestinaux, I'accumulation se produisait dans la lamina propria, la sous-
muqueuse et les villosités (Mishra et al., 2002). En outre, I'lL-10 produite dans l'intestin par
les cellules inflammatoires provoque une augmentation de la quantité d'éosinophiles et de

mastocytes, ainsi qu'une hyperplasie des cellules de gobelet (Tulyeu et al., 2019).

D'autres études ont montré que les protéines de la couche S (Slp) a la surface de certaines
souches de Lactobacillus présentaient une bioactivité qui pouvait renforcer I'interaction avec
les cellules épithéliales intestinales (CEI). Les Slp de L. acidophilus NCFM pourraient
augmenter I'expression de Claudin-1 et inhiber la diminution de la résistance électrique

transépithéliale et I'augmentation de la permeabilité intestinale (Wang et al., 2019).

Les probiotiques peuvent également réguler les signaux inflammatoires des CEI. Le facteur
nucléaire kappa B (NF-kB) et la protéine kinase activée par les mitogénes kinases (MAPK) sont
deux voies inflammatoires importantes. Des études ont montré que les probiotiques peuvent
inhiber I'activation du facteur nucléaire NF-«B. L. plantarum AR113 était capable d’inhiber IL-
1B, IL-6 et TNF-a et d’augmenter l'expressiondes cytokines liée s a I'anti-inflammation, telles
que I'IL-10, chez les souris atteintes de colite. L'expression de NF-«xB/TLR4/facteur de
différenciation myéloide 88 était également réduite. Les vésicules extracellulaires de P.
freudenreichii CIRM-BIA 129 contiennent du SlpB, qui pourrait jouer un rdle de médiateur
dans les réponses inflammatoires en régulant I'activité du facteur de transcription en NF-«B.
On a supposé que Slp pourrait étre la clé de la régulation de l'activation de NF-xB (ex.
I'activation de NF-xB) (Gu et al., 2023)

L. plantarum isolé du kimchi pourrait réduire I'infiltration et I'activation des mastocytes chez
les souris sensibilisées a I'OVA et inhiber de maniére significative I'expression du géne
GATAS3 des cytokines liées a Th2 (telles que IL-4, IL-5 et IL-13) dans l'intestin gréle (Hyung
etal., 2016).

Nous avons également trouvé que les probiotiques peuvent reguler hypersensibilté a
I’ovalbumine en modifiant la composition du microbiote intestinal comparés aux témoins, en
termes d'abondance relative des LAB, des bactéries non spécifiques et des especes de
Clostridia. Les bactéries probiotiques que nous avions testées étaient capables de moduler la
composition de la flore microbienne chez tous les rats traités aux probiotiques. De méme,
Abdel-Gadir et al. (2019) ont récemment rapporté que I'immunisation allergénique dans un
modele d'allergie alimentaire induisait de profonds changements dans la composition du

microbiome intestinal.
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IVV.5. Conclusion

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui peuvent réguler le systéme
immunitaire de I'h6te et lui étre bénéfiques lorsqu'ils sont administrés en quantité suffisante.
Les principales fonctions des probiotiques sont de maintenir I'équilibre du microbiote intestinal
et de reguler le systeme immunitaire, ce qui peut atténuer l'inflammation et les maladies

chroniques.

De plus en plus des études ont montré que le nombre et les especes du microbiote intestinal
pourraient intervenir dans les allergies alimentaires. C'est pourquoi les effets des probiotiques

sur les allergies ali mentaires font I'objet d'une attention croissante.

Les probiotiques peuvent réguler le systeme immunitaire en interagissant avec leslymphocytes,
le microbiote intestinal et les métabolites basés sur le systéme immunitaire de lamuqueuse
intestinale. Bien que de nombreuses expériences sur les animaux montrent que les probiotiques
jouent un réle important dans I'atténuation des allergies alimentaires, leurs effets cliniques sont
encore controversés.

Etant donné que l'apparition d'une allergie alimentaire est influencée par de nombreux
facteurs, tels que la propreté du cadre de vie, la génétique familiale, la structure du régime
alimentaire, il existe de grandes différences entre les différents patients, ce qui entraine de
grandes difficultés dans I'application clinique des probiotiques et pose de nouveaux défis pour
le choix efficace des probiotiques. En outre, la durée d'administration des probiotiques affectera
également le traitement de l'allergie alimentaire. Par conséquent, des études supplémentaires
sur l'application clinique des probiotiques sont fortement nécessaires
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Conclusion générale

Comme le monde continue de constater une augmentation des taux d'allergies
alimentaires qui ne peut étre uniquement expliquée par I’effet génétique, il est de plus en plus
important d'identifier des mécanismes de sensibilisation qui sont motivés par 1’instauration

d’une démarche diététique basée sur un microbiote sain.

Il a été démontré que le microbiote intestinal jouait un rdle important dans les allergies
alimentaires en induisant une protection contre la sensibilisation. Ceci est évident dans les
études menées chez des souris sans germes qui développent une anaphylaxie sévere et qui peut
étre atténuée par la colonisation de microbes simples ou de communautés complexes de
bactéries. En outre, des études sur des souris utilisant des régimes riches en matiéres grasses ou
faibles en fibres ont montré que les changements du microbiote intestinal provoqués par
I'alimentation étaient associés a la sensibilisation aux allergies alimentaires. Néanmoins, on sait
peu sur les liens de causalité entre la sensibilisation des allergies alimentaires et des membres

spécifiques du microbiome, et comment certains microbes régulent les réponses allergiques.

Dans le contexte des allergies alimentaires, une barriére épithéliale fonctionnelle a été
démontrée comme étant cruciale pour prévenir la sensibilisation et promouvoir la tolérance

orale.

Une partie importante de la barriere muqueuse intestinale est la couche de mucus, qui
sert de premiére ligne de défense dans l'intestin pour prévenir I'invasion microbienne mais aussi
pour permettre I'absorption des nutriments. Bien que I'exposition intestinale aux allergénes soit
comprise comme une immunotolérance dans un intestin sain, une dégradation de la tolérance
peut se produire lorsque la couche muqueuse est génétiqguement ablatée du principal constituant
du mucus. L'induction de la tolérance dans lintestin par l'intermédiaire des cellules T
régulatrices est médiée par les cellules dendrites locales, soulignant I'importance de la barriére

muqueuse dans les allergies alimentaires.

L'allergie alimentaire est reconnue comme un probleme important de santé publique et
de sécurité alimentaire, car elle se manifeste par une réaction immunitaire amplifiée aux
antigénes alimentaires. Récemment, les probiotiques des genres Lactobacillus et
Bifidobacterium d’origine intestinale ont été présentés comme une stratégie prometteuse contre
les maladies allergiques en modulant I'équilibre des réponses Th1/Th2. Toutefois, les effets

antiallergiques des souches probiotiques d’origine lait humain sont inconnus. Cette étude a donc
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examiné le potentiel d’une souche isolée du lait humain (SL42) d’une maman en bonne santé,

comparée a la fameuse souche probiotique

L’objectif de cette présente étude était de mettre en évidence ’effet de deux souches de
bactéries lactiques d’origine humaine qui sont : L. reuteri DSM 17938 et L. rhamnosus SL42
sur I’expression de I’allergie alimentaire a la caséine de lait ou a I’ovalbumine d’ceuf chez le rat

Wistar en age juvénile.

Les deux protocoles in-vivo réalisés ont montré d’abord, que I’hypersensibilité aux protéines
d’origine animale n’a pas les mémes effets sur le rat Wistar. L’ovalbumine provoque de graves
symptdmes et de profondes atteintes comparée a la caséine de lait concentrée. Ensuite, nous
avions démontré qu’il est possible de soulager ou diminuer ces symptdmes par I’administration

orale des probiotiques.

Dans ce travail, nous avions mis en évidence un potentiel candidat probiotique

Lacticaseibacillus rhamnosus. Cet isolat a reflété une trés bonne résistance aux hostilités
digestives et un bon pouvoir d’assimilation du cholestérol. De méme, les activités
antimicrobiennes exprimées laissent pondérer son antagonisme potentiel vis-a-vis de
pathogenes responsables de diverses maladies sérieuses chez I’homme et prédire son utilisation

future comme probiotique dans la prise en charge des infections digestives.

Le cOté sé curitaire a été aussi évoqué quand nous avions trouvé que la souche était sensible a

la pénicilline, au chloramphénicol et intermédiairement sensible a I'amoxicilline.

Les expériences d’induction de I’allergie alimentaire sur le raton Wistar ont été proposées
comme une possible extrapolation depuis un modéle murin vers ’homme en bas d’age.
L’induction de I’allergie a été réalisée par voie orale mimant le comportement normal chez
I’humain et en dehors de toute « excitation » aidante de la part des substances adjuvantes. Le
rat Wistar est un bon modele animal pour étudier I'allergie alimentaire parce qu'il a été capable
d'induire la synthése d'anticorps specifiques, en particulier les IgE.

Dans I'ensemble, nos résultats suggerent que SL42 exerce des effets d'atténuation de I'allergie

alimentaire induites par la CAS ou I'OVA sur les ratons.

Bien que nous ayons enregistré des différences dans les niveaux expressions chez les ratons
sensibilisés a la CAS ou a I’OVA, la souche SL42 ou la souche probiotique DSM 17897 étaient
les deux derriere une inhibition des réponses immunitaires Th2 jéjunales et la modulation de la

composition du microbiome intestinal.
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Cette étude fournit une preuve solide que les deux bactéries lactiques probiotiques sont
tolérogeénes, c.-a-d. capables de s’implanter dans le tube digestif des rats Wistar afin d’exercer
leurs effets immuno-modulateurs contre I’hypersensibilité a la caséine ou a I’ovalbumine, et de
réguler de maniere significative les manifestations gastro-intestinales, histo-pathologiques ainsi

que la dysbiose du microbiote intestinal.
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Abstract: This study aims to see if probiotic bacteria from human milk could ameliorate oral cow’s
milk sensitization. The probiotic potential of the SL42 strain isolated from the milk of a healthy young
mother was first determined. Rats were then randomly gavaged with cow’s milk casein without an
adjuvant or assigned to the control group. Each group was further subdivided into three groups,
with each receiving only Limosilactobacillus reuteri DSM 17938, SL42, or a phosphate-buffered saline
solution. Body weight, temperature, eosinophils, serum milk casein-specific IgE (CAS-IgE), histamine,
and serum S100A8/A9 and inflammatory cytokine concentrations were measured. The animals
were sacrificed after 59 days; histological sections were prepared, and the spleen or thymus weights,
as well as the diversity of the gut microbiota, were measured. On days 1 and 59, SL42 abridged
systemic allergic responses to casein by dropping histamine levels (25.7%), CAS-specific IgE levels
(53.6%), eosinophil numbers (17%), S100A8/9 (18.7%), and cytokine concentrations (25.4-48.5%).
Analyses of histological sections of the jejunum confirmed the protective effect of probiotic bacteria
in the CAS-challenged groups. Lactic acid bacteria and Clostridia species were also increased in all
probiotic-treated groups. These findings suggest that probiotics derived from human milk could be
used to alleviate cow’s milk casein allergy.

Keywords: probiotic; human milk; casein-induced allergy; Wistar rat; immunoglobulin E; inflammation

1. Introduction

Food allergies are becoming more common around the world, particularly in de-
veloped countries, and are no longer a rare occurrence in Africa, where food allergies
account for 5 to nearly 50% of allergic reactions [1]. In Algeria, food allergies affect 8.5% of
schoolchildren, according to Yakhlef and Souiki [2]. Cow’s milk protein allergy (CMPA)
is a type of food allergy that is most common in infants and children under the age of
three. The most common symptoms are dermatitis, urticaria or oral allergy syndrome, and
gastrointestinal (GI) disorders such as changes in stool frequency and consistency, mucous
or blood spots in stools, infantile colic, nausea, vomiting, and gastroesophageal reflux [3].
CMPA affects approximately 8%of infants and young children. After egg, peanut, and fish
allergies, it is the fourth-most common food allergy in babies [4].

A variety of factors may play a role in the complex development of food allergies. A
disruption in the development of oral tolerance has been observed in infants with food
allergies, characterized by defects in the induction of regulatory T cells, and the production
of allergen-specific neutralizing IgA antibodies [4]. Furthermore, even though the specific
properties of the allergens themselves contribute to the degree of allergenicity, defects in
the epithelial barrier, both in the skin and in the intestine, as well as changes in the pH of
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the stomach are thought to promote allergy. Furthermore, we are only now beginning to
understand how the microbiome can help with allergy problems [5,6].

Breastfeeding is undeniably beneficial, according to scientific evidence. Breast milk
is the only milk that can be permanently adapted to the needs of a growing infant. One
of the advantages of breastfeeding is that it helps to prevent allergies [7]. However, while
a large number of studies support breastfeeding’s role in lowering the risk of allergy,
other studies examining the effect of prolonged breastfeeding do not. Animal models
and in vitro evidence indicate that the gut microbiome may protect against food allergy,
and that probiotics may be a useful tool [8]. However, there is no consistent evidence for
identifying the specific bacterial species, dosage, and optimal duration for achieving the
desired immunomodulation [9]. Early-life probiotic supplementation via breast milk may
be a useful approach to the primary prevention of a variety of human allergic diseases.

Breast milk from healthy women contains approximately 10° to 10* CFU/mL com-
mensal microbes and serves as a source of probiotics for infants [10]. Human milk micro-
biota diversity is influenced by maternal and environmental factors such as breastfeeding
practice, behavior, other milk components, genetics, geographical region, race, and pop-
ulation [11]. The evidence as to whether probiotics can induce tolerance in food allergy
is currently not clear. To the best of our knowledge, published studies conducted on the
anti-food allergy potential of probiotic bacteria gave variable results [12-14], and no one
used probiotic strains from human milk. Lactobacillus strains, including the L. casei strain
Shirota, the L. plantarum strain L-137, and the L. acidophilus strain L-92, have been reported
as probiotics that modify antigen-specific serum immunoglobulin (IgE) levels in animal
models [12,15,16]. We hypothesized that the prevention of allergy using probiotics may
be more effective at juvenile age and that bacterial strains from human milk would be the
most appropriate probiotics for that purpose. Therefore, in the present study, we assess the
preventive effects of dietary intervention with probiotics from human milk to clarify their
tolerogenic effect in managing food allergy symptoms at juvenile age. Limosilactobacillus
reuteri Protectis (DSM 17938) or isolated SL42, whose genetic and probiotic properties were
characterized, were given to juvenile female Wistar rats, sensitized intragastrically (i.g.)
with casein from cow’s milk, as an animal model.

2. Materials and Methods
2.1. Bacteria Used in This Study

Limosilactobacillus reuteri Protectis DSM 17938 (formally known as Lactobacillus reuteri)
was the reference strain from breast milk supplied by the PEDIACT laboratory BioGaia
(Asnieres-sur-Seine, France). SL42 is an isolated strain from the breast milk of a healthy
young mother (Algeria). Each strain was grown in de Man, Rogosa, and Sharpe broth
(Biomérieux, Craponne, France) supplemented with cysteine-HCl (MRS-cys) under anaero-
bic conditions at 37 °C for 24 h.

2.2. Using16S rRNA Gene Sequencing to Identify SL42 Isolate

Identification of SL42 was made primarily by partial sequencing of 16S rRNA genes.
The extraction of bacterial genomic DNA was performed using the GF-1 Nucleic Acid Ex-
traction Kit (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Selangor DE, Malaysia) according to the man-
ufacturer’s instructions. The complete 16S rRNA gene region was amplified via primers,
1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') and 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
(Vivantis Technologies Sdn Bhd, Selangor DE, Malaysia). The PCR products were further
verified using 1% agarose gel electrophoresis and subjected to sequencing (Seri Kembangan,
Selangor, Malaysia; https:/ /apicalscientific.com/, accessed on 22 December 2022). The
identification of the isolate was carried out by comparison with reference sequences using
the NCBI BLAST algorithm (http://www.ncbinlm.nih.gov/blast, accessed on 22 January
2023). The neighbor-joining method was used to construct a phylogenetic tree (MEGA
6.0 program).
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2.3. Characterization of the Probiotic Potential

To attribute the qualification of “probiotic” to the SL42 strain, the following tests were
performed for both bacteria strains used in the in vivo part of this study, where the SL42
isolate was compared with the probiotic strain of DSM 17938 taken as reference. Bacterial
loads were adjusted at 1 to 5 x 107 CFU/mL in all experiments. All microbiological
components were purchased from Merck and chemicals from Sigma (France), unless
otherwise specified.

2.3.1. pH and Bile Tolerance Assays

The method previously described by Ziar and Riazi [17] was slightly modified. Bacteria
were cultivated (individually) into pH 2 MRS broths and incubated at 37 °C for 2 h. MRS-
cys agar plates were used to determine viable counts every 30 min exposure. Bacteria bile
salt tolerance was determined via the viable count method as previously described [18].
Following incubation for 24 h at 37 °C, the culture was centrifuged 5000x g at 40 °C
for 10 min. Eventually, 0.02 mL of bacterial suspension was inoculated in freshly sterile
phosphate buffer of pH 7.5 containing bile (0.3% v/v; Sigma-Aldrich, France). Following
incubation at 37 °C for 24 h, viable counts were observed on MRS-cys agar plates.

2.3.2. Detection of Antimicrobial Activity

Both probiotic strains were tested for antimicrobial activity. Seven pathogenic indicator
bacteria and one fungus, Candida albicans, were used. Probiotic bacteria were cultured in an
MRS-cys medium for 24 h at 37 °C, then centrifuged at 8000x g for 15 min at 4 °C (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA), and cell-free supernatant yielded before the assay. The pH
was adjusted to 6.5 with 6 mol/L NaOH, and then filtered via a membrane with a pore
size of 0.22 um. The modified Oxford cup double plate method was used to determine
the antimicrobial activity [19]. Oxford cup (5 mm) was placed on an agar surface and
the pathogen indicator exponential phase (100 uL, 1 x 107 CFU/mL) was spread on the
nutrient agar surface; then, 200 uL supernatant was added in wells. Following incubation
at 30 °C for 24 h, the diameters of the clear inhibitory zone were measured.

2.3.3. Hydrophobicity

Hydrophobicity of bacteria was determined using xylene extraction according to the
method of Perez et al. [20], and hydrophobicity percentage (H %) was calculated using
Equation (1):

H% = [(A0 — A)/A0] 100 1)

where A0 and A are absorbance values measured before and after xylene extraction.

2.3.4. Hemolytic Activity

Bacterial cultures were observed on defibrinated sheep blood to a concentration of 5%
(w/v) on blood agar plates [21], incubated for 24 h at 48 °C. Hemolytic activity was verified
by -hemolysis (bright zones around colonies), a-hemolysis (green zones around colonies),
and y-hemolysis (no zone around colonies) reactions.

2.3.5. Cholesterol Uptake

The method of Ziar et al. [22] was followed. In brief, MRS-THIO medium containing
2% (w/v) sodium thioglycolate was supplemented with 85 ug/mL of water-soluble choles-
terol, previously sterilized by filtration on a membrane Millipore (C1145, cholesterol-PEG
600; Sigma). Bile at a final concentration of 0.3% and the bacterial inoculum (1%, w/v)
were then added. The milieu was incubated at 37 °C/24 h in anaerobic conditions (anaer-
obic jar with CO, generating system, Anaerocult, Merckmillipore, Fontenay-sous-Bois,
France). To estimate the amount of assimilated cholesterol, the cultures were centrifuged
(2000 g/10 min at 4 °C) after 24 h of incubation, and the pellets were washed with sterile
distilled water, and dried at 80 °C until the weight remained stable. Bacteria were tested for
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their cholesterol uptake capacities, expressed by the specific ability to reduce the available
cholesterol from the culture medium after 24 h incubation, which was calculated according
to the formula proposed by Pereira and Gibson [23].

2.3.6. Antibiotic Susceptibility

An antibiotic susceptibility test was performed with 11 different antibiotics, including
those used as cell wall or protein synthesis inhibitors, and the broad-spectrum antibiotics
known to be effective against Gram-positive and Gram-negative bacteria [24]: amoxicillin,
penicillin, gentamicin, streptomycin, chloramphenicol, norfloxacin, ciprofloxacin, sulfon-
amide, clindamycin, novobiocin, and vancomycin. Fresh overnight cultures of probiotic
bacteria were inoculated separately at 0.5 McFarland in Mueller-Hinton agar. Subsequently,
antibiotic discs were added onto inoculated Mueller-Hinton agar plates. The diameters
of the inhibition zones around the antibiotic discs were observed following a 24-48 h
incubation period at 37 °C. The sensitivity conditions were determined according to NCLS
standards [25].

2.4. In Vivo Study
2.4.1. Animal Housing

Female Wistar rats were shipped from Pasteur Institute (Algiers, Algeria) at 6 weeks
of age (80-100 g). Housing rooms were kept at constant temperature (24 &+ 2 °C) with
an adequate light: dark cycle (12:12). All procedures were approved by the Animal
Ethics Committee of the University of Mostaganem. Parental rats were housed in pairs in
polycarbonate cages with ad libitum access to distilled and sterilized water and were fed a
diet without allergens (SARL Aliment souris et rat: La Ration, Bouzaréah, Algiers, Algeria)
for three successive generations. The third filial generation was used in this experiment
at juvenile age and rats were acclimatized under the same conditions (2 rats/cage) cited
above for 15 days before the beginning of the casein challenge.

2.4.2. Experimental Design

The following in vivo experiment is illustrated in Figure 1. The female rats of 3 weeks
old were randomly divided into 6 groups (n = 8 rats per group): control group receiving only
phosphate-buffered saline solution (PBS) (C), nonsensitized group treated with SL42strain,
nonsensitized group treated with DSM 17938 strain, casein-sensitized (Protifar©, 90% cow’s
milk casein, EAN 8712400748124, NUTRICIA Nutrition Clinique, Rueil-Malmaison Cedex,
France) group (CAS), casein-sensitized group treated with SL42 (CAS + SL42), and casein-
sensitized group treated with DSM 19738 strain (CAS + DSM 19738).

Before (—3 day) and during casein challenge, each rat from the probiotic-treated
groups received 103CFU of DSM 19738 or SL42 in 1 mL physiological water by gavage
every other day. Casein challenge was started by giving i.g. 60 mg casein without adjuvant
during the first 42 days, then was associated to 20 mg gluten during the rest of the period
of challenge (days 43-57). After that, sensitization using cow’s milk casein was interrupted
for one day prior to sacrifice.

2.4.3. Assessment of Macroscopic Casein Allergy Symptoms

Macroscopic casein allergy symptoms were assessed by monitoring rats every 30 min,
and during the 3 h following cow’s milk casein sensitization. Clinical signs of anaphylaxis
were scored depending on the gravity of the developed symptom: 0 for no signs; 1 for
scratching and rubbing nose and head; 2 for bags around eyes and mouth; 3 for diarrhea;
4 for reduced activity with a satisfied respiratory rate, cyanosis around mouth and tail, and
no activity; and 5 for death.

Diarrhea score was classified using Bristol scale: 1 for separate hard lump, 2 for lumpy
feces, 3 for sausage-shaped feces with cracks on the surface, 4 for smooth and soft form,
5 for soft blobs with clear-cut edges, 6 for mushy blobs with ragged edges, and 7 for entirely
liquid feces.
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Figure 1. Experimental design of the present study. Bovine casein (Protifar©) was taken as allergen

and was administered intragastrically to rats without the use of adjuvant. A total of 48 female rats

(3 weeks old) were randomly divided into 6 groups (n = 8 rats per group): control group receiving
only PBS (C group), nonsensitized group treated with SL42 strain (SL42 group), nonsensitized group
treated with DSM 17938 strain (DSM 1938 group), casein-sensitized group (CAS group), casein-

sensitized group treated with SL42 (CAS + SL42 group), and casein-sensitized group treated with
DSM 19738 strain (CAS- + DSM 19738 group). In all probiotic-treated groups, SL42 or DSM 17938

were given every other day from day —3 to day 58.

The weight of the rats was recorded during the experiment to assess the effect of CAS-
induced sensitization on body weight. Rectal temperature was measured after cow’s milk
casein sensitization and every 30 min (RET-2probe, Kent Scientific, Torrington, CT, USA).
Stress status of rats was estimated by measuring serum uric acid concentration determined
by fluorometry (MAKO077-1KT, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France).

2.4.4. Determination of Specific Casein IgE, Histamine, SI00A8/A9,
Inflammation-Associated Cytokines, and Eosinophil Number

The levels of SI00A8/A9, TLR4, NF-kB, TNF-«, IL-6, and IL-1f3 in the blood were
determined using ELISA Assay Kit according to the manufacturer’s instructions (R & D
Systems, Minneapolis, MN, USA). Serum was collected 30 min after casein administration
and tested for histamine using an ELISA kit according to the manufacturer’s instructions

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

Serum levels of casein-specific IgE (CAS-IgE) were also assessed using ELISA kit
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The number of eosinophils in the blood was deter-
mined using Hemogram technique (Mindray 2800 BC brand automatic blood count device,

Bath, UK).
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2.4.5. Cultivation of Bacteria from Feces

Fecal samples were collected before and after the challenge and plated on Hek-
toen/TSA for nonspecific bacteria, and MRS/MRS-cys media for lactic acid bacteria enu-
meration [26]. After 48-72 h incubation, the bacterial loads were expressed as CFU /g of
fecal material. Clostridia species were counted after initial enrichment followed by plating
on TSA II (4 days) with 5% sheep blood (Fisherscientific, CA) [27].

2.4.6. Determination of Spleen/Body Weight Index and Thymus/Body Weight Index

The rats were weighed and sacrificed. The rats’ spleens and thymuses were removed
and weighed immediately. The spleen index (SI) and thymus index (TI) were calculated
using Equation (2) [28]:

Slor TI (mg/g) = (weight of spleen or thymus) /body weight ()

2.4.7. Histological Analysis

Intestinal tissues (jejunum) were removed on the day of dissection, fixed in 10%
phosphate-buffered formalin, and embedded in paraffin. The jejunum sections were
stained with hematoxylin and eosin (HE) for the observation of inflammatory infiltrates
and eosinophils and identification of goblet cells.

2.4.8. Bacterial Translocation Test

The spleen and the mesenteric lymph nodes (MLN) of rats were macerated and sus-
pended in sterile physiological saline. Serial dilutions were plated and incubated overnight
at 37 °C on MacConkey agar (24 h), blood agar, and MRS-cys agar (48 h) (Merck, France).

2.5. Statistical Analysis

The mean =+ standard error of the mean or standard deviation was used to present ex-
periment’s data for statistical analysis implementation (SPSS statistics 26, Chicago, IL, USA).
Statistical significance was determined using Student’s t-test, and one-way ANOVA was
used for parametric tests. Differences at p < 0.05 were considered statistically significant.

2.6. Ethics Approval

The animal research presented in this manuscript was carried out ethically in accor-
dance with the Helsinki Declaration and the ARRIVE guidelines for in vivo experiments.
Furthermore, the Ethics Committee of the Faculty of Life Science and Nature affiliated
with Abdelhamid Ibn Badis University of Mostaganem approved this research (Approval
No. 2019-013).

3. Results
3.1. 5L42 Is a Lacticaseibacillus rhamnosus as Confirmed by 165 rRNA Analysis

After catalase (negative), Gram tests (positive), and morphological (white and smooth
colonies with approximately 2 mm diameter were picked from MRS-cys agar) and bio-
chemical analyses, SL42 was subcultured at 37 °C to obtain pure cultures for molecular
identification. The 16S rRNA gene sequence of strain SL.42 was sequenced and compared
against known strains based on BLAST searches. SL42 was subsequently identified as
Lacticaseibacillus rhamnosus as confirmed by the results of a phylogenetic analysis (Figure 2).
L. rhamnosus SL42 was deposited in NCBI GenBank under the accession number OQ300076,
showing a sequence similarity of 98-99% when compared with the known Lacticaseibacillus
rhamnosus species (Table S1).
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Figure 2. Constructed phylogenetic tree showing the position of the isolated SL42 with related
Lactobacillus species.

3.2. L. rhamnosus SL42 Expresses a Satisfying Probiotic Potential

The L. rhamnosus SL42 showed high acid tolerance and survivability at pH 2 (93%)
after 2 h. The L. rhamnosus SL42 was also tolerant to pancreatic and pepsin enzymes
under simulated digestive conditions (data not shown). Moreover, approximately 90.5% of
L. rhamnosus SL42 cells survived with 0.3% bile and assimilated 6.01 mg/g cholesterol. The
isolated L. rhamnosus SLA2 strain also showed a high hydrophobicity of 51% (Table 1).

Table 1. Probiotic characteristics * of SL42 strain reported in this study.

L. rhamnosus SL42 L. reuteri DSM 17938
Parameters Cell Viability/Activity
2 x 107 CFU/mL (0 min) 5 x 107 CFU/mL (0 min)

7.5 x 10° CFU/mL (30 min) 2.3 x 107 CFU/mL (30 min)
6.9 x 106 CFU/ mL (60 min) 1.9 x 10° CFU/mL (60 min)
6.6 x 106 CFU/mL (120 min) 1.2 x 10® CFU/mL (120 min)

Acid resistance (pH = 2)

5 x 107 CFU/mL (0 min) 2.3 x 107 CFU/mL (0 min)
Bile survival (0.3%) 1.4 x 107 CFU/mL (4 h) 2.1 x 10 CFU/mL (4 h)
9.3 x 10° CFU/mL (24 h) 1.2 x 10° CFU/mL (24 h)
Cholesterol uptake 6.0l mg/g 6.09mg/g
Hydrophobicity (%) 51% 76%
Hemolytic activity v-hemolytic (no hemolysis) v-hemolytic (no hemolysis)

* The results are means of 3 independent replicates (n = 3).

L. rhamnosus SLA42 cells strongly inhibited E. coli and Pseudomonas aeruginosa with the
highest inhibitory zones being 18 and 17 mm, respectively. The inhibitions of Candida albicans,
Staphylococcus aureus, and Klebsiella pneumoniae were weaker, with inhibition zones
between 11 and 15 mm (Table 2).

L. rhamnosus SL42 exhibited variable antibiotic susceptibility (5/11) to penicillin,
amoxicillin, chloramphenicol, novobiocin, and norfloxacin (Table 3). However, the strain
was found to be gentamicin-, sulfonamide-, and vancomycin-resistant (as was L. reuteri
DSM 17938).
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Table 2. Antimicrobial activity * of probiotic bacteria.

Inhibition Zone (mm)

Pathogens
L. rhamnosus SL42 L. reuteri DSM 17938
Candida albicans ATCC 10231 14 +£0.18 13 £0.36
Escherichia coli ATCC 25922 18 + 0.02 14 £0.10
Bacillus cereus ATCC 10876 9+0.11 6+ 0.10
Staphylococcus aureus ATCC 33862 15+ 0.30 8§ +0.20
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 17 £0.22 15+ 0.20
Sl b i e g o
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 11 +£0.02 14 +0.20
Shigella sp. (isolate from our collection) 540.02 6 +0.10

* The results are means of 3 independent replicates (n = 3) £SD.

Table 3. Antibiotic susceptibility * of probiotic bacteria.

Antibiotic Susceptibility (mm)

S
& o g = 2 ]
Probiotic E o g 5 E‘ o £ 5 E o =5 E‘A S 5 e .g o .§ =
Bacteri g2 s g2 22 g% £ £ & ¥ g 2% g ¥
acteria Zo b= o =S g1 o S g o S o = o °
S & gL e = &= e [ 'gﬁ =R 9 &8 H = >3
E ~ & o~ g ~ E ~ 2 ~ 8 s ~ E ~ o~ °
< &) 0 &a 3 O = > Z Z.
9}
L. rhamnosus 15+01 0+£0.01 10+0.02 20+0.01 0+£0.1 0+0.1 0+£00 254+01 84+003 16£01 22+0.02
SL42 I R R S R R R S R I S
. 16 £ 12 +
L. reuteri 04 0.01 0.02 8 +0.01 15 £ 0.01 0+0.1 16+01 18+00 16+0.1 0.02 16 £0.1 22 +0.0
DSM 17938 R ’ R I R I I I R I S

I

* The results are means of 3 independent replicates (n = 3) £SD. Abbreviations are S, sensitive; I, intermedi-
ate; R, resistant. The zone of inhibition (mm) for each antibiotic was measured and interpreted as follows:
>19 mm = sensitive (S); 15-18 mm = intermediate (I); <14 mm = resistant (R).

3.3. Macroscopic Symptoms Disappear after One-Week Casein Gavage

Diarrhea was only observed during the first week of CAS gavage. The diarrheic
score was 7 and 4 on the Bristol scale for rats receiving exclusively CAS (50% of rats) or
CAS-probiotic bacteria (33% of rats), respectively.

There were no differences in body weight and temperature between the experimental
and the control groups (all p > 0.05) during the entire study (Figure S1; Table S2). Uric acid
levels in rat sera were significantly (all p < 0.05) increased from the 1st day to the 58th day
in all CAS-sensitized rats (49.8%: CAS + SL42; 51.9%: CAS + DSM 17938; 74.7%: CAS) and
remained unchanged in the control group and those receiving only individual probiotic
bacteria (Figure S2).

3.4. Calprotectin, Eosinophils, and Cytokines Associated with CAS- Induced Allergy Were
Successfully Decreased in Plasma of Rats Gavaged with the SL42 Strain

Significantly (p < 0.05) higher levels of CAS-specific IgE and histamine were de-
tected in the sera of all rats treated with CAS. Sensitization with casein triggered the
production of specific IgE with an average of 34.25 £+ 1.25 (IU/L) in CAS-treated rats
(Figure 3a). CAS-probiotic-treated rats exhibited an almost 50% reduction (p < 0.05)
with registered values of 15.89 + 0.89 IU/L on average in the SL42-treated group, and
17.98 + 0.53 IU/L on average in the DSM 17938-treated group. Similar trends were ob-
tained for histamine levels with25.6 & 1.6 nmol/L (p < 0.05) in the CAS-treated group
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Casein spcific IgE (UI/L)

compared with 19 £ 1 and 20.5 + 0.8 nmol/L for the SL4- and DSM 17938-treated groups,
respectively (Figure 3b). The control groups and those receiving only individual probiotic
bacteria produced neither CAS-specific IgE nor histamine.

* * 30,

25 -

20 -

15 -

10 -

Histamine (nmol/L)

casein

casein casein +SL42  casein + DSM
casein + SL42 casein + DSM 17938

17938

(a) (b

Figure 3. CAS-IgE (a) and histamine levels (b) in sera assessed using ELISA (n = 8 rats/ group). The
data are presented as the mean & SEM. Statistical analysis was conducted by using one-way ANOVA
with Tukey’s multiple comparisons test. * p < 0.05. Casein-sensitized group receiving only casein
(casein group), casein-sensitized group treated with SL42 (casein + SL42 group), and casein-sensitized
group treated with DSM 17938 strain (casein- + DSM 17938 group).

~"

The plasma levels of SI00A8/ A9 were increased in the CAS group compared with the
control group and the probiotic-treated groups. The level of SI00A8/A9 was statistically
different on days 1 and 59 (all p < 0.05), as seen in Figure 4a. SL42 decreased calprotectin
(S100A8/9) by 18.7% in CAS + SL42-treated rats.

The levels of TLR4 were higher in the CAS group than in the control group or the
probiotic-treated groups, and significant differences were found on days 1 and 59 (all
p <0.05), as seen in Figure 4b. SL42 decreased TLR4 by 25.45% in CAS + SL42-treated rats.

The plasma levels of TNF-«, NF-«B, IL-1$3, and IL-6 were higher in the CAS group
than in the control group, and significant differences were found on day 1 and day 59 (all
p < 0.05), as seen in Figure 4c—f, respectively. SL42 decreased TNF-«, NF-«B, IL-1§3, and
IL-6 by —14.31% to —48.58% in CAS + SL42-treated rats.

Moreover, the number of eosinophils was also increased, with an average of
108.5 + 10.66/mm? in CAS-sensitized rats without probiotic treatment (Figure 5). Adminis-
tration of the SL42 strain decreased the number to 90 4 1.41/mm3 (—16.67%), whereas treat-
ment with the probiotic strain DSM17938decreased eosinophil numbers to 93 + 7.03/mm?
(—13.88%). Groups receiving only the individual probiotic bacteria exhibited ~50% lower
values, ranging from 51.25 to 52/mm? (Figure 5).
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Figure 4. The expression of SI00A8/A9 and associated cytokines in Wistar rats sensitized intragastri-
cally by administration of casein without adjuvant (before 1st day, after 58th day). SI00A8/A9 (a),
TLR4 (b), TNF-« (c), NF-«B (d), IL-1B (e), and IL-6 (f) levels in sera of rats from different groups are
shown. Values are means £ SEM (n = 8 rats/group). * p < 0.05. ** p < 0.01. Control group receiving
only PBS (control group), nonsensitized group treated with SL42 strain (SL42 group), nonsensitized
group treated with DSM 17938 strain (DSM 17938 group), casein-sensitized group (casein group),
casein-sensitized group treated with SL42 (casein + SL42 group), and casein-sensitized group treated
with DSM 17938 strain (casein- + DSM 17938 group).
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Figure 5. Eosinophil numbers in blood as determined using hemogram technique (n = 8 rats/ group).
Wistar rats were sensitized intragastrically by administration of casein without adjuvant (before
1st day, after 58th day). Data are presented as the mean =+ SD. Statistical analysis was conducted by
using one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. * p < 0.05. Control group receiving
only PBS (control group); nonsensitized group treated with SL42 strain (SL42 group); nonsensitized
group treated with DSM 17938 strain (DSM 17938 group); casein-sensitized group (casein group);
casein-sensitized group treated with SL42 (casein + SL42 group); and casein-sensitized group treated
with DSM 17938 strain (casein- + DSM 17938 group).

3.5. Probiotic Administration Modifies LAB and Clostridia Populations in Rats

Figure 6 shows the population of lactic acid bacteria (LAB) and nonspecific bacteria
obtained by plating techniques. Before the CAS challenge (data not shown), the bacterial
profile was comparable (p > 0.05) between nonsensitized and CAS-sensitized rats. Ad-
ministration of probiotic bacteria markedly increased the density of LAB (Figure 6a) and
Clostridia species, but not of nonspecific bacteria (Figure 6b). After the 58th day of the CAS
challenge, the rats exhibited a diminished density of fecal LAB and an increased density
of nonspecific bacteria (Figure 6a,b). The alterations in the enteric bacteria observed in
CAS-treated rats were restored by the administration of SL.42, where the populations of
LAB (Figure 6a) and nonspecific microbes were significantly (Figure 6b) (p < 0.05) increased
and decreased, respectively.

| MRS/MRS-cys | * l TSA Il / Hektoen

X107 CFU /g of feces

control sL42

DSM 17938  casein casein+  casein + 0

Sta2 DSM 17938 control SL42 DSM 17938  casein casein+  casein +

SL42 DSM 17938
(b)

Figure 6. Bacteria numbers as determined by plating technique (n = 8 rats/ group). Lactic acid
bacteria (a), Clostridia species (b). Wistar rats were sensitized intragastrically by administration
of casein without adjuvant. The rats were fed every other day with L. rhamnosus SL42 or L. reuteri
DSM 17938 at 1 x 108 CFU/mL (feces were collected on the 59th day). The dose volume was 1 mL.
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The control group was fed with sterilized PBS solution. The data (MRS O, MRS-cys B 1sa O,
Hektoen ) are presented as the mean + SD. Statistical analysis was conducted by using one-way
ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. * p < 0.05. Control group receiving only PBS (control
group); nonsensitized group treated with SL42 strain (SL42 group); nonsensitized group treated with
DSM 17938 strain (DSM 17938 group); casein-sensitized group (casein group); casein-sensitized group
treated with SL42 (casein + SL42 group); and casein-sensitized group treated with DSM 17938 strain
(casein- + DSM 17938 group).

3.6. Probiotic Administration Does Not Change Spleen and Thymus Weights

Figure 7 shows the effects of the two probiotic strains SL42 and DSM 17938 on the
thymus and spleen indices of the rats. Compared with the control group, the thymus and
spleen indices were not found to be significantly different in the SL42 and DSM 17938
probiotic-treated groups (all p > 0.05).

E spleen index

Othymus index

—— —
control SL42 DSM 17938 casein casein + SL42 casein + DSM
17938

Figure 7. Effects of probiotic bacteria on the thymus and spleen indices of rats. Wistar rats were
sensitized intragastrically by administration of casein without adjuvant. The rats were fed every other
day with L. rhamnosus SL42 or L. reuteri DSM 17938 at 1 x 108 CFU/mL. The dose volume was 1 mL.
The control group was fed with sterilized PBS solution. Thymus and spleen samples from each group
were collected on the 59th day (day of sacrifice). The thymus and spleen indices were measured as the
ratio of the thymus or spleen weight to rat body weight. Values are means =+ SD (n = 8 rats/group).
No significant differences were observed at p > 0.05. Control group receiving only PBS (control);
nonsensitized group treated with SL42 strain (SL42); nonsensitized group treated with DSM 17938
strain (DSM 17938); casein-sensitized group (casein); casein-sensitized group treated with SL42
(casein + SL42); and casein-sensitized group treated with DSM 17938 strain (casein- + DSM 17938).

3.7. Inflammation of Jejunal Tissue and Eosinophil Infiltration were Significantly Reduced by
Probiotic Treatment

Hematoxylin and eosin staining showed that the jejunal mucosa was inflamed in the
CAS sensitization group (Figure 8). The histological inflammation score in that group was2
(mild to moderate), and eosinophil infiltration was also significantly increased (p < 0.05)
compared with the control (Figure 8). In contrast, the intestinal inflammation scores and
degrees of eosinophil infiltration were significantly reduced by probiotic treatment in
comparison with the CAS sensitization group (casein) (Figure 8). Moreover, villus length
in the casein group was significantly reduced (p < 0.05), although the probiotic treatment
groups showed almost normal features similar to those in the controls (Figure 8).



Microorganisms 2023, 11, 1030

13 0f 18

DSM 17938 |

Figure 8. Representative HE-stained sections of jejunal mucosae are shown at original magnification,
100 um. Wistar rats were sensitized intragastrically by administration of casein without adjuvant.
The rats were fed every other day (—3rd to 58th day) with L. rhamnosus SL42 or L. reuteri DSM 17938
at 1 x 108 CFU/mL. The dose volume was 1 mL. The black and red arrows indicate eosinophil
infiltration and goblet cells, respectively. Control group receiving only PBS (control); casein-sensitized
group (casein); nonsensitized group treated with SL42 strain (SL42); casein-sensitized group treated
with SL42 (Casein + SL42); nonsensitized group treated with DSM 17938 strain (DSM 17938); and
casein-sensitized group treated with DSM 17938 strain (Casein- + DSM 17938).

3.8. Probiotic Bacteria SL42 and DSM17938 Prevent Bacterial Translocation to Mesenteric Lymph
Nodes in Wistar Rats Sensitized with Casein

The mesenteric lymph nodes were sterile in the control and probiotic groups while
casein sensitization caused bacterial translocation (p < 0.05). Probiotic gavage completely
eliminated bacterial translocation to MLN in rat groups subjected to the casein challenge
(Table 4).

Table 4. Bacterial translocation to mesenteric lymph nodes in rats subjected to casein challenge.

Group Number of Affected Rats CFU/ MLN of Rat
Control 0/8 0
SL42 0/8 0
DSM17938 0/8 0
Casein 6/8 288 *
Casein + SL42 0/8 0
Casein + DSM17938 0/8 0

Bacterial translocation data are represented as mean of the total CFU cultured from MLN of each rat (n = 8) after
48 h of incubation. * p < 0.05 compared with controls.
4. Discussion

The most common food allergy in children is cow’s milk allergy. There is currently
no effective treatment available to prevent or cure food allergies [4]. However, according
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to numerous studies, breastfeeding protects the infant from developing allergic diseases,
helps young infants” immune systems mature, and protects them from infections [4,29].

There are many immunological components in human milk, such as probiotic bacteria,
nondigestible oligosaccharides, secretory IgA, mucins, cytokines, long-chain PUFA, and
hormones. Probiotic bacteria, in particular, may support immunocompetence, which is
required for adequate capacity to induce oral tolerance, either directly or indirectly through
stimulation of beneficial intestinal microbiota [30,31]. The benefits of breastfeeding to
newborn health are meaningful, and the microbiome in milk may play a crucial role. In this
context, we aimed to investigate the beneficial effects of probiotic bacteria found in human
milk that may be associated with improved infant health, and could be incorporated in
human milk formula. The goal of this study was to compare the effects of probiotic strains
from human milk supplementation on the outcome of the allergic response in rats during
oral sensitization with bovine casein. First, the strain SL42 isolated from the breast milk of
a young and healthy mother was assessed for probiotic aptitudes and compared with the
probiotic strain of Limosilactobacillus reuteri DSM 17938. The 165 rRNA analysis showed that
the isolate belongs to the Lacticaseibacillus rhamnosus species. Kang et al. [32] also obtained
two Lacticaseibacillus rhamnosus strains from the breast milk of healthy Chinese women,
and this bacterial species is known to be one of the most prevalent bacterial species in
human milk.

Streptococcaceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae, Lactobacillaceae, and Oxalobacter-
aceae are the common bacterial families [33]. In our study, the isolated strain Lacticaseibacillus
rhamnosus SL42 performed better than DSM 17938, including by having better tolerance
to acidity and bile, and antimicrobial ability. For antibiotic susceptibility, both assayed
strains showed similar trends, especially for vancomycin resistance, as was previously
observed for Lacticaseibacillus rhamnosus and Limosilactobacillus reuteri species in several
studies [34,35]. In general, our isolated SL42 strain passed all the tests to be considered
as a safe, well-tolerated, and efficacious probiotic-like strain that is able to contribute to
beneficial effects on gut health.

It is known that Lactobacilli are an important part of normal human microbial flora
that commonly colonize the mouth, the gastrointestinal tract, and the female genitourinary
tract [36]. The scientific community agrees on the importance of strain specificity in the
action of probiotic microorganisms on the health of their hosts. According to Xavier-
Santos et al. [37], in addition to daily doses, researchers must consider the multiple action
mechanisms that are unique to each species/strain.

After being identified, both strains of SL42 and DSM 17938 were included individually
in our in vivo casein-induced allergy study. L. reuteri DSM 17938 was chosen because it
is already delivered as a drug to children for alleviating gastrointestinal symptoms. Nu-
merous clinical studies have suggested that L. reuteri may be beneficial in modulating gut
microbiota, thereby eliminating infections such as enteric colitis, antibiotic-associated diar-
rhea, Helicobacter pylori infection, irritable bowel syndrome, inflammatory bowel disease,
and chronic constipation. L. reuteri reduces the duration of acute infectious diarrhea in both
children and adults and relieves abdominal pain in patients with colitis or inflammatory
bowel disease [10,36].

To define the proper food allergy model, we proposed an oral sensitization model
without an adjuvant that mimicked what happens in humans by using female Wistar rats
of juvenile age. We believe that our model is appropriate because the administration of an
adjuvant may influence the IgE response or cause a false-positive IgE response with a non
allergenic food [37]. Lacticaseibacillus rhamnosus SL42 or L. reuteri DSM 17938 were given to
Wistar rats at 3 weeks of age and the rats were challenged orally with casein. In this second
part, macroscopic symptoms after casein gavage, calprotectin, eosinophils, and cytokine-
associated CAS-induced allergy, fecal bacteria enumeration, changes in spleen and thymus
weights, jejunal tissue and eosinophil infiltration, and bacterial translocation to mesenteric
lymph nodes were all examined. During the sensitization period, all rats appeared healthy
with similar weights between all the groups. Furthermore, no severe symptoms, such as
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death, were observed. One rat in the group sensitized only with casein had a score of 1,
six had a score of 2, and one had a score of 3. There were no abnormalities in either the
control or probiotic-treated groups. This could indicate that the model proposed herein
is mildly allergic, and that, despite causing mild intestinal inflammation, it may have a
long-term impact on rat growth and development. In general, both the isolated SL42 strain
and L. reuteri DSM 17938 acted similarly in vivo.

Stanojevic et al. [29] revealed that early postnatal treatment with Lactobacillus rhamnosus
LB64 appears to be effective in attenuating TNBS autoimmune encephalomyelitis. Similarly,
early colonization with L. rhamnosus GG increased the richness and diversity of the colonic
microbiota and promoted epithelial cell proliferation, differentiation, and mucosal IgA
production in adults [38]. Torii et al. [12] found that L. acidophilus L-92 administration
inhibited total IgE and OVA-specific IgE production in both in vivo and in vitro studies.
Based on their findings, the authors hypothesize that LAB suppresses IgE production via a
mechanism other than a shift to Thl-dominant immunity.

In our study, oral administration of probiotic strains from human milk in CAS-
sensitized rats could reduce symptom scores, CAS-specific IgE, calprotectin, allergen-
specific cytokines, and histamine release levels. Although no specific mechanism could be
determined based on these data, our principal aim was to assess the direct role of these
strains, and our results seem to be in line with the literature confirming the possibility of
alleviating allergy markers through probiotic administration. Neau et al. [39] described
the protective effect of the Lactobacillus salivarius LA307 strain on sensitization, with a
decrease in allergen-specific IgE and allergy. In addition to those findings, Esber et al. [40]
demonstrated in mice that giving Lactobacillus rhamnosus LA305, L. salivarius LA307, or
Bifidobacterium longum subsp. infantis LA308 for 3 weeks after sensitization and challenge
altered the composition of the gut microbiota. Cytokine production was significantly re-
duced by all probiotic strains. According to the authors, the three probiotic strains tested
alter immune responses by inducing tolerogenic allergies and anti-inflammatory responses.

S100A8/A9 (calprotectin) is claimed to be a sensitive biomarker for inflammatory
diseases such as rheumatoid arthritis, psoriasis, and vasculitis [41]. According to Zhu
et al. [42], calprotectin, along with other inflammatory factors, may promote the inflam-
mation seen in mild food allergies. SI00A8/A9 is involved in innate immune responses in
Baker’s asthma pathogenesis and is regulated by TLR4 polymorphisms [43].

We also found that CAS sensitization alone changed the composition of gut microbiota
in comparison with the controls, in terms of the relative abundance of LAB, nonspecific
bacteria, and Clostridia species. Our probiotic bacteria intervention was able to restore
beneficial microflora in all probiotic-treated rats. Similarly, Tulyeu et al. [31] recently
reported that allergen immunization in a food allergy model induced profound changes in
the composition of the gut microbiome. The impact on gut microbiota is a proof of concept
in this study, even though rat microbiota cannot be compared to human gut microbiota.
However, we believe that several changes in the microbiota caused by the SL42 strain may
contribute to or enhance its protective effect. Many anti-inflammatory properties have
been reported for L. reuteri DSM 17938 in the literature. It generates reuterin, a powerful
antimicrobial compound capable of inhibiting the growth of Gram-positive and Gram-
negative bacteria, fungi, and protozoa [36]. Furthermore, L. reuteri forms a probiotic-rich
biofilm, inhibits the production of proinflammatory cytokines, and prevents intestinal
overgrowth by other commensals, thereby maintaining a balanced gut environment [36].

The “leaky gut syndrome” and bacterial translocation are considered by some authors
as triggering factors for the onset of the disease as they promote chronic systemic inflam-
mation. The most reported health benefits were from oral probiotic administration and
fecal microbial transplantation [44]. Therapies that focus on modulating the gut microbiota
are a good option for pediatrics, especially because infants have developing microbial
communities that are associated with immune system maturation [37]. Interestingly, the
two tested probiotic strains were able to abolish bacterial translocation in our allergy model,
suggesting that the beneficial effects may be due to gut barrier reinforcement.



Microorganisms 2023, 11, 1030 16 of 18

5. Conclusions

Human milk is an excellent source of LAB strains, which are commonly used as probi-
otics. Lacticaseibacillus rhamnosus strain SL42 was isolated from the breast milk of healthy
Algerian women. Its probiotic potential was assessed in vitro using L. reuteri Protectis DSM
17938 as the reference strain. In summary, our findings show that supplementing juvenile
rats with L. rhamnosus SL42 induces tolerogenic responses and serves several purposes,
from lowering the level of casein-associated allergy parameters to improving macroscopic
symptoms and suppressing bacterial translocation to MLN. Its effects were similar to those
expressed by the probiotic strain of L. reuteri DSM 17938. This research identified a potential
probiotic candidate for use in the food and pharmaceutical industries. Clinical studies will
be required to confirm these experimental findings.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /microorganisms11041030/s1. Table S1:Sequences producing
significant alignments for SL42 isolate compared with other species in NCBI GenBank; Figure S1:
Body weight variation (g) before (1st day) and after (58th day) CAS challenge. The values are shown
as the means =+ SD (n = 8 rats/group). No significant differences were observed at p > 0.05; Table S2:
Body temperature (°C) variation during CAS challenge. The values are shown as the means & SD
(n = 8 rats/group). No significant differences were observed at p > 0.05; Figure S2: Uric acid levels
in sera of rats before (I1st day) and after (58th day) CAS challenge. The values are shown as the
means £ SD (n = 8 rats/group). * Significant differences were observed at p < 0.05.
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