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Influence de la présence et de la composition du microbiote intestinal sur le 

développement et la prévention des allergies alimentaires 

 
Le développement de l’allergie peut être influencé par le microbiote intestinal qui est impliqué dans la 

maturation du système immunitaire de l’hôte lors de la colonisation du tractus digestif dès la naissance. 

L’objectif de mon travail a été d’étudier l’impact du microbiote intestinal sur le développement d’une 

sensibilisation allergique à des protéines de lait de vache à l’aide d’un modèle de souris BALB/c gnotoxéniques. 

Dans une première étude, nous avons montré que les souris axéniques (Ax, sans germe) sont plus 

réactives que les souris conventionnelles (CV) au potentiel immunogénique et allergénique de la β-

lactoglobuline (BLG) et de la caséine (CAS), lorsque ces deux protéines sont injectées intrapéritonéalement sans 

adjuvant. A l’aide d’un autre modèle de sensibilisation par voie orale au lait, nous avons confirmé que les souris 

Ax développent des réponses IgE contre la BLG plus fortes que celles des souris CV. Les mécanismes de 

sensibilisation contre la BLG et la CAS sont alors différemment affectés par la présence ou non d’un microbiote 

intestinal. Par ailleurs, une colonisation tardive du tractus digestif de souris Ax à l’âge de 6 semaines par le 

microbiote de souris CV induit chez les souris conventionnalisées (CVd) le développement, après sensibilisation, 

de réponses humorales toujours plus fortes que celles observées chez les souris CV. A l’inverse, une 

conventionnalisation des souris Ax au moment du sevrage à l’âge de 3 semaines, induit un niveau de 

sensibilisation plus faible que celui des souris CV. Dans ce cas, des différences de composition du microbiote 

intestinal entre souris CV et CVd pourraient jouer un rôle dans le faible niveau de sensibilisation des souris CVd. 

Nous avons enfin évalué l’impact de l’implantation dès la naissance d’une souche de Lactobacillus casei en 

monoxénie (souris Mx). La réponse humorale contre la CAS, mais pas contre la BLG, est alors significativement 

plus élevée chez les souris Mx que chez les souris Ax. 

Ces différentes études suggèrent que l’influence du microbiote sur le développement d’une 

sensibilisation aux protéines du lait de vache diffère selon les allergènes et selon le mode d’exposition aux 

allergènes. Ces résultats soulignent également qu’un retard de colonisation du tractus digestif peut perturber 

durablement la réactivité du système immunitaire à une sensibilisation contre des antigènes alimentaires.  

 

Mots-clés : Allergie / Lait de vache / β-Lactoglobuline / Caséines / Microbiote intestinal/ L. casei 

 

 

 

 

Role of gut microbiota and its composition on the development of food allergies 

 
The development of allergic responses can be influenced by the gut microbiota, which critically 

stimulates the maturation of the host immune system during colonization of the digestive tract at birth. We thus 

aimed to study the impact of the gut microbiota on the development of an allergic sensitization to cow's milk 

proteins by using a gnotobiotic BALB/c mouse model. 

First, we showed that germ-free (GF) mice are more responsive than conventional mice (CV) to the 

immunogenic and allergenic potential of β-lactoglobulin (BLG) and casein (CAS) when these proteins are 

injected intraperitoneally without adjuvant. With another model of oral sensitization to cow’s milk, the 

development of higher BLG-specific IgE responses in GF mice compared to CV mice was confirmed. We also 

observed that the mechanisms leading to oral sensitization to BLG and CAS are differentially affected by the 

absence of gut microbiota. Furthermore, a delayed colonization of the digestive tract of 6-week-old GF mice by a 

conventional microbiota was studied. The conventionalized mice (CVd) still developed, after sensitization, 

higher antibody responses than those measured in CV mice. In contrast, GF mice conventionnalized just after 

weaning, at 3 week of age, displayed a level of sensitization lower than that of CV mice. Differences in the gut 

microbiota composition evidenced between CVd and CV mice could also play a role in the lower level of 

sensitization of CVd mice. Finally, we evaluated the impact of the neonatal mono-colonization of mice by a 

strain of Lactobacillus casei. The antibody responses against CAS, but not against BLG, were then significantly 

higher in mono-associated mice than in GF mice. 

These studies suggest that the influence of microbiota on the development of sensitization to cow's milk 

proteins depends on the nature of the allergens and the mode of exposure. These results also underline that 

delayed bacterial colonization altered persistently the host immune response to oral sensitization against food 

antigens. 

 

Keywords: Allergy / Cow’s milk / β-Lactoglobulin / Caseins / Gut microbiota / L.casei 
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UHT……………………………….. Ultra High Temperature



6 

 

INTRODUCTION GENERALE ........................................................ 13 

I. L’ALLERGIE ALIMENTAIRE ................................................ 14 

I.1. HISTORIQUE ........................................................................................................ 14 

I.2. DEFINITIONS ET CLASSIFICATIONS ........................................................... 15 

I.3. EPIDEMIOLOGIE ET PREVALENCE ............................................................. 17 

I.4. MECANISME DE L’ALLERGIE ALIMENTAIRE .......................................... 20 

I.4.1. Les acteurs impliqués dans le mécanisme de la réaction allergique ................. 20 

I.4.1.1. Les immunoglobulines de type E et leurs récepteurs .................................. 20 
I.4.1.2. Le système immunitaire associé à l’intestin ............................................... 21 

I.4.1.2.a. Les cellules M (microfold cells ou cellules membraneuses) ................ 23 

I.4.1.2.b. Les cellules présentatrices d’antigènes ................................................ 24 
I.4.1.2.c. Les entérocytes ..................................................................................... 25 
I.4.1.2.d. Les lymphocytes .................................................................................... 25 

I.4.1.2.d.i. Les lymphocytes T ........................................................................ 25 

I.4.1.2.d.ii. Les lymphocytes B ........................................................................ 28 
I.4.1.2.e. Les cellules effectrices .......................................................................... 28 

I.4.1.2.e.i. Les mastocytes ............................................................................. 28 

I.4.1.2.e.ii. Les basophiles .............................................................................. 29 
I.4.1.2.e.iii. Les  éosinophiles .......................................................................... 29 

I.4.1.3. Le système immunitaire inné associé à l’intestin........................................ 30 

I.4.2. Description du mécanisme de l’allergie alimentaire ........................................ 31 

I.4.2.1. Exposition à l’allergène .............................................................................. 31 
I.4.2.2. Première étape : la phase de sensibilisation ................................................ 31 

I.4.2.3. Deuxième étape : la phase de déclenchement ............................................. 32 

I.4.3. Régulation du mécanisme ................................................................................. 33 

I.5. SYMPTOMES CLINIQUES DE L’ALLERGIE ALIMENTAIRE .................. 36 

I.6. ASPECTS THERAPEUTIQUES ......................................................................... 38 

I.7. FACTEURS DE RISQUES ................................................................................... 39 

I.7.1. Les allergènes alimentaires ............................................................................... 40 
I.7.1.1. Généralités .................................................................................................. 40 

I.7.1.2. Les protéines et allergènes du lait de vache ................................................ 40 

I.7.2. Facteurs génétiques ........................................................................................... 44 

I.7.3. Influence de l’âge et du sexe ............................................................................ 45 

I.7.4. Influence de l’environnement ........................................................................... 46 
I.7.4.1. Facteurs épigénétiques ................................................................................ 47 

I.7.4.2. Influence de l’allaitement ........................................................................... 48 
I.7.4.3. L’hypothèse hygiéniste ............................................................................... 49 

 



7 

 

II. LE MICROBIOTE INTESTINAL ............................................. 50 

II.1. DEFINITION .......................................................................................................... 50 

II.2. METHODE D’ANALYSE DU MICROBIOTE INTESTINAL ........................ 51 

II.2.1. Méthodes basées sur la culture ......................................................................... 51 

II.2.2. Les méthodes moléculaires ............................................................................... 52 
II.2.2.1. Les méthodes d’empreintes ......................................................................... 53 
II.2.2.2. L’hybridation in situ couplée à la cytométrie en flux ................................. 54 
II.2.2.3. La PCR quantitative (qPCR) ....................................................................... 54 

II.2.2.4. Les méthodes de séquençage ...................................................................... 55 
II.2.2.4.a. La technique de séquençage complet ................................................... 55 
II.2.2.4.b. La technique de pyroséquençage ......................................................... 55 

II.2.2.5. La métagénomique ...................................................................................... 55 

II.3. COMPOSITION DU MICROBIOTE INTESTINAL ........................................ 56 

II.4. ORIGINE ET DEVELOPPEMENT DU MICROBIOTE INTESTINAL ........ 59 

II.5. FACTEURS AGISSANT SUR LA COLONISATION BACTERIENNE ........ 60 

II.5.1. Influence du terrain génétique .......................................................................... 61 

II.5.2. Influence du terme de naissance ....................................................................... 61 

II.5.3. Influence du mode d’accouchement ................................................................. 61 

II.5.4. Influence de l’alimentation ............................................................................... 62 

II.5.5. Influence des traitements médicamenteux ........................................................ 63 

II.5.6. Influence des conditions d’hygiène .................................................................. 63 

II.6. FONCTIONS DU MICROBIOTE INTESTINAL .............................................. 64 

II.6.1. Fonctions métabolique et nutritionnelle ........................................................... 65 

II.6.2. Fonction protectrice .......................................................................................... 66 

II.6.3. Fonction immunologique .................................................................................. 67 
II.6.3.1. Immunité anté-natale................................................................................... 68 

II.6.3.2. Immunité post-natale .................................................................................. 68 
II.6.3.3. Interactions hôte-microbiote et stimulation de l’immunité innée ............... 69 

III.CONTEXTE DU SUJET DE THESE : MICROBIOTE 

INTESTINAL ET ALLERGIE .................................................. 74 

III.1. MICROBIOTE INTESTINAL ET PATHOLOGIES ........................................ 74 

III.2. RELATIONS ENTRE MICROBIOTE INTESTINAL ET ALLERGIES 

ALIMENTAIRES .................................................................................................. 74 

III.2.1. Microbiote intestinal et maladies allergiques ................................................... 74 

III.2.2. Données expérimentales sur l’influence du microbiote intestinal dans le 

développement de l’allergie et l’acquisition de la tolérance aux aliments ....... 76 



8 

 

III.3. MODELES EXPERIMENTAUX ......................................................................... 79 

III.3.1. Méthodes d’études du microbiote intestinal ..................................................... 79 

III.3.2. Méthodes d’études de l’allergie alimentaire ..................................................... 80 
III.3.2.1. Les modèles murins .................................................................................... 81 

III.3.2.2. Sensibilisation expérimentale ..................................................................... 82 
III.3.2.3. Déclenchement expérimental de la réation allergique (challenge) ............. 84 

IV. OBJECTIFS SCIENTIFIQUES ................................................. 85 

 

RESULTATS DES TRAVAUX DE THESE ...................................... 87 

I.Mise en évidence  du potentiel allergénique et immunogénique 

de la β-lactoglobuline et des caséines bovines chez la souris 

BALB/c, en absence d’adjuvant ................................................. 87 

I.1. CONTEXTE DES TRAVAUX .............................................................................. 87 

I.2. OBJECTIFS ET METHODOLOGIE .................................................................. 89 

I.3. PRINCIPAUX RESULTATS ET CONCLUSIONS ........................................... 90 

II.Impact de la colonisation du tractus digestif à l’âge de 6 

semaines sur la sensibilisation au lait de vache ....................... 113 

II.1. CONTEXTE DES TRAVAUX ............................................................................ 113 

II.2. OBJECTIFS ET METHODOLOGIE ................................................................ 114 

II.3. PRINCIPAUX RESULTATS ET CONCLUSIONS ......................................... 115 

III.Impact de la colonisation du tractus digestif au moment du 

sevrage sur la sensibilisation au lait de vache ......................... 143 

III.1. INTRODUCTION ................................................................................................ 143 

III.2. MATERIELS ET METHODES ......................................................................... 144 

III.2.1. Milieux et réactifs ........................................................................................... 144 

III.2.2. Souris : Origine et conditions d’élevage ......................................................... 144 

III.2.3. Protocole expérimental ................................................................................... 144 

III.2.4. Hybridation in situ couplée à la cytométrie en flux (FISH : Fluorescent In 

Situ Hybridization) ......................................................................................... 146 

III.2.5. Dosage des anticorps spécifiques dans les échantillons sanguins et fécaux ... 149 



9 

 

III.2.6. Dosage des protéases mastocytaires de type 1 (mouse Mast Cell Protease 1 

(mMCP-1)) ..................................................................................................... 149 

III.2.7. Réactivation des cellules issues des rates et des ganglions mésentériques et 

dosage des cytokines ...................................................................................... 149 

III.2.8. Analyses statistiques ....................................................................................... 150 

III.3. RESULTATS ........................................................................................................ 151 

III.3.1. Analyse de la composition du microbiote fécal .............................................. 151 

III.3.2. Réponses anticorps induites par la sensibilisation expérimentale .................. 153 

III.3.3. Réponses induites par le challenge oral .......................................................... 155 

III.3.4. Réponses cellulaires (sécrétion de cytokines après réactivation in vitro) ...... 156 

III.4. DISCUSSION ....................................................................................................... 158 

IV. Impact de la colonisation néonatale du tractus digestif par la 

souche Lactobacillus Casei BL23 sur la sensibilisation au lait de 

vache ............................................................................................ 161 

IV.1. INTRODUCTION ................................................................................................ 161 

IV.2. MATERIELS ET METHODES ......................................................................... 163 

IV.2.1. Milieux et réactifs ........................................................................................... 163 

IV.2.2. Souris : origine et conditions d’élevage ......................................................... 163 

IV.2.3. Observation des caractéristiques physiologiques des souris Ax, Mx et CV .. 164 

IV.2.3.1. Prélèvement d’organes .............................................................................. 164 

IV.2.3.2. Coupes histologiques d’intestin et marquages immunohistochimiques ... 164 

IV.2.4. Protocole expérimental de sensibilisation ...................................................... 165 

IV.2.5. Dosage des anticorps spécifiques dans les échantillons sanguins et fécaux ... 166 

IV.2.6. Dosage des cytokines ...................................................................................... 166 

IV.2.7. Analyse des  populations lymphocytaires par cytométrie en flux .................. 167 

IV.2.8. Analyses statistiques ....................................................................................... 167 

IV.3. RESULTATS ........................................................................................................ 168 

IV.3.1. Caractéristiques physiologiques des souris Ax, Mx et CV ............................ 168 

IV.3.2. Réponses anticorps induites par la sensibilisation expérimentale .................. 169 

IV.3.3. Réponses cellulaires (sécrétion de cytokines après réactivation in vitro) ...... 173 

IV.3.4. Analyse des populations lymphocytaires chez les souris sensibilisées .......... 174 

IV.4. DISCUSSION ....................................................................................................... 175 

 

CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES ................. 178 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........................................ 182 

LISTE DES COMMUNICATIONS ................................................. 211 



10 

 

LISTE DES FIGURES 

 

 
Figure 1: Description des mécanismes des manifestations cliniques d’hypersensibilité 

alimentaire ............................................................................................................. 16 

 

Figure 2: Définitions des hypersensibilités alimentaires .......................................................... 17 

 

Figure 3: Progression des maladies allergiques ....................................................................... 18 

 

Figure 4: Fréquence des allergies alimentaires à 10 catégories d’aliments chez l’enfant et 

chez l’adulte .......................................................................................................... 20 

 

Figure 5: Le système immunitaire intestinal (GALT : Gut associated lymphoid tissue) ......... 22 

 

Figure 6: Représentation de la structure tissulaire d’une plaque de Peyer ............................... 23 

 

Figure 7: Schéma de la présentation d'un peptide exogène par la protéine CMH II ................ 24 

 

Figure 8: Induction, régulation et fonctions des cellules Th1/Th2/Th17 et T régulatrices ...... 26 

 

Figure 9: Régulation réciproque des cellules Treg et Th17 ..................................................... 28 

 

Figure 10: Mecanismes cellulaires de l’allergie aux aliments ................................................. 32 

 

Figure 11: Fréquence relative de 7 tableaux cliniques en fonction de l’âge ............................ 37 

 

Figure 12:Futures thérapies de l’allergie alimentaire ............................................................... 38 

 

Figure 13: Incidence de l’allergie alimentaire selon le sexe et l’âge ....................................... 46 

 

Figure 14 : Facteurs environnementaux impliqués dans la programmation du système 

immunitaire ........................................................................................................... 47 

 

Figure 15: Evolution de l’incidence des infections et des maladies autoimmunes et 

allergiques dans les pays industrialisés durant les quatre dernières décennies ..... 50 

 

Figure 16: Les différents écosystèmes bactériens (microbiotes) associés à l’être humain ...... 51 

 

Figure 17: Représentation de la structure du gène codant l’ARN ribosomal 16S bactérien .... 53 

 

Figure 18: Le microbiote associé au tractus gastro-intestinal humain ..................................... 57 

 

Figure 19: Les fonctions du microbiote intestinal .................................................................... 65 

 

Figure 20: Les cellules de l’épithélium intestinal .................................................................... 67 

 

Figure 21: Modèle de l’activation des voies de signalisations des récepteurs Nod1 et 

Nod2 ...................................................................................................................... 70 



11 

 

 

Figure 22: Schéma des TLRs et leurs ligands .......................................................................... 71 

 

Figure 23: Répresentation des voies de signalisation associées aux récepteurs Toll Like ...... 72 

 

Figure 24: Protocole expérimental ......................................................................................... 145 

 

Figure 25: Composition du microbiote fécal évaluée à l’aide de 12 sondes spécifiques ....... 151 

 

Figure 26: Taux individuels de bactéries ciblées par les sondes Clep1156, Lab158, 

Ecyl1387 et MIB661 ........................................................................................... 152 

 

Figure 27: Réponses anticorps spécifiques de la BLG (sérum) ............................................. 153 

 

Figure 28:Réponses anticorps spécifiques de l’α-lactalbumine (sérum) ................................ 153 

 

Figure 29:Réponses anticorps spécifiques des caséines (sérum) ........................................... 154 

 

Figure 30: Evolution de la température corporelle des souris CVd et CV (A) et induction 

de mMCP-1 (B) suite au challenge oral .............................................................. 156 

 

Figure 31: Sécrétion de cytokines après réactivation des cellules issues des rates (A) et 

des MLN (B) par la BLG et la CAS .................................................................... 157 

 

Figure 32: Protocole expérimental ......................................................................................... 165 

 

Figure 33: Exemple de caecums prélevés chez des souris Ax, Mx et CV ............................. 168 

 

Figure 34: Marquage immunohistochimique sur des coupes congelées d’intestin ................ 169 

 

Figure 35: Réponses anticorps spécifiques de la BLG (sérum) ............................................. 170 

 

Figure 36: Réponses anticorps spécifiques de l’α-lactalbumine (sérum) ............................... 170 

 

Figure 37: Réponses anticorps spécifiques de la CAS (sérum) ............................................. 171 

 

Figure 38: Réponses anticorps spécifiques des caséines (sérum) .......................................... 172 

 

Figure 39: IgA sécrétoires spécifiques mesurées dans les échantillons fécaux ..................... 172 

 

Figure 40: Sécrétion de cytokines après réactivation des cellules issues des rates (A) et 

des MLN (B) par la BLG et la CAS .................................................................... 173 

 

Figure 41: Pourcentage de cellules T effectrices (Th1, Th2 et Th17) .................................... 174 
 

 

 

 

 

 



12 

 

LISTE DES TABLEAUX 

 
Tableau 1: Epidémiologie de l’allergie alimentaire chez l’enfant et chez l’adulte .................. 19 

 

Tableau 2. Signes cliniques de l’allergie alimentaire ............................................................... 36 

 

Tableau 3. Principales caractéristiques des protéines et des allergènes (Bos d 4 à 8) du lait 

de vache ................................................................................................................. 42 

 

Tableau 4: Définitions des séquences et des cibles des sondes utilisées pour la FISH .......... 148 

 

Tableau 5: Désignation des bactéries détectées à l’aide des sondes spécifiques ................... 152 
 

 

 

 



13 

 

INTRODUCTION GENERALE 

 

L’allergie alimentaire est une pathologie qui affecte des individus génétiquement 

prédisposés qui développent une réponse immunitaire inappropriée contre certaines protéines 

alimentaires. Les causes du développement de cette pathologie sont multifactorielles.  

La colonisation bactérienne du tractus gastro-intestinal à la naissance participe aux 

processus de maturation du système immunitaire de l’hôte. Cette influence suggère que 

l’établissement du microbiote intestinal peut jouer un rôle important dans le développement 

de maladies allergiques.  

Mon sujet de thèse s’intègre dans cette problématique et porte sur l’étude de 

l’influence de la présence et de la composition du microbiote intestinal sur  le développement 

et la prévention d’une sensibilisation allergique à un antigène alimentaire. Mes travaux de 

recherche ont été réalisés à l’aide d’un modèle de souris  BALB/c gnotoxéniques, hébergées 

dans des isolateurs afin d’être protégées d’une colonisation par des bactéries de 

l’environnement. La sensibilisation expérimentale est réalisée à l’aide d’administrations par 

voie intra-péritonéale ou orale d’un aliment (lait de vache) ou d’un allergène alimentaire 

purifié (protéines du lait de vache), en absence ou en présence d’un adjuvant. L’évaluation de 

la réponse immunitaire induite par la sensibilisation expérimentale est ensuite réalisée à partir 

de plusieurs paramètres dont l’analyse des réponses humorales et des réponses cellulaires 

après réactivation in vitro des cellules provenant de rates ou de ganglions mésentériques. Ces 

travaux ont été réalisés dans l’Unité INRA d’Immuno-Allergie Alimentaire (UIAA), établie 

au sein du Service de Pharmacologie et d’Immunoanalyse (CEA de Saclay), en collaboration 

avec l’unité MICALIS et l’équipe ANAXEM de l’INRA de Jouy en Josas et ils ont été 

financés par l’UIAA et le département Alimentation Humaine.  

La première partie de cette introduction générale définit l’allergie alimentaire. La 

notion de microbiote intestinal est caractérisée dans la deuxième partie. La troisième partie 

s’intéresse aux relations entre le microbiote intestinal et les pathologies allergiques en 

particulier. Enfin, la dernière partie de cette introduction générale cible les objectifs des 

travaux de recherche réalisés au cours de ma thèse.  
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I. L’ALLERGIE ALIMENTAIRE 

 

Les aliments permettent de fournir des matières premières et de l’énergie 

indispensables à l’organisme et ne constituent pas en eux même un danger pour l’organisme. 

Chez le sujet sain, les aliments induisent naturellement une tolérance immunitaire, cependant, 

chez certains sujets génétiquement prédisposés, une réaction immunitaire spécifique et 

inappropriée s’initie contre certaines protéines alimentaires, les transformant ainsi en 

allergènes alimentaires appelés trophallergènes. Cette réponse engendre une cascade de 

réactions inflammatoires à l’origine de la symptomatologie clinique de l’allergie alimentaire. 

I.1. HISTORIQUE 

Dès le Vème siècle avant JC, Hippocrate avait observé que le lait de vache pouvait 

provoquer des troubles digestifs et de l’urticaire. Cependant, les notions de base de l’allergie 

n’ont été définies qu’au XX
ème 

siècle.  

L’article de Renauld (Renauld 2002) propose un historique détaillé de la 

caractérisation de l’allergie. La réaction anaphylactique fut décrite en 1902 par Richet et 

Portier, grâce à une étude réalisée sur un modèle canin dans le but d’analyser les effets d’un 

poison provenant d’anémones de mer. Ils constatèrent que certains animaux ayant reçu une 

faible dose de ce poison, réagissaient de façon grave après une deuxième injection. Cet effet 

étant à l’opposé des effets observés pour une « prophylaxie », ils l’appelèrent « anaphylaxie », 

du grec ana (en sens contraire) et phulaxis (protection).  

C’est un pédiatre autrichien, Clemens Von Pirquet qui utilisa pour la première fois en 

1906 le mot allergie, pour décrire une réaction étrange, sans relation avec les symptômes de la 

maladie lorsqu’il traita des patients souffrant de diphtérie avec du sérum équin 

antidiphtérique. Le terme « allergie » dérivé du grec ancien, allos (autre) et ergon (travail, 

activité)  correspond à « une autre façon de répondre » à un stimulus externe. Clemens Von 

Pirquet et Béla Schick, un pédiatre américain d’origine hongroise, ont été les premiers à 

définir le mot «allergie» en tant qu’entité clinique désignant toute modification d’ordre 

immunologique observée lors d’un second contact avec un même antigène.  

Au cours d’une expérience réalisée en 1921, Carl Prausnitz s’injecta dans le derme du 

sérum de Heinz Küstner qui était allergique au poisson. Le lendemain, l’inoculation d’un 



15 

 

extrait de poisson à l’endroit de la première injection provoqua immédiatement une réaction 

correspondant à de l’urticaire. Cette expérience a abouti à la mise en évidence de la présence 

dans le sérum d’un patient allergique d’un agent nommé « réagine » capable d’entraîner une 

réaction cutanée (Renauld 2002). 

 Le terme « maladie atopique » a été proposé dans les années vingt également, par 

Coca et Cooke afin de caractériser les manifestations cliniques incluant l’asthme, l’eczéma, le 

rhume des foins et l’urticaire. Gell et Coombs ont établi une classification des 

hypersensibilités en 1963 pour différencier les modes de réponses excessives de l’organisme. 

Cette classification regroupe quatre catégories de réaction en fonction de la vitesse 

d’apparition de la réaction et du mécanisme immunologique responsable des manifestations 

cliniques (Gell and Coombs 1963).  

Les réagines n’ont été identifiées en tant qu’Immunoglobulines de type E (IgE) qu’à la 

fin des années soixante par l’équipe d’Ishizaka (Ishizaka, Ishizaka and Hornbrook 1966) 

ainsi que celle de Johansson et Bennich (Johansson and Bennich 1967).  

L’ensemble de ces découvertes ont permis de distinguer de façon plus précise les 

processus impliqués dans les réactions adverses aux aliments, permettant ainsi une meilleure 

prise en charge des pathologies associées à l’ingestion d’aliments. 

I.2. DEFINITIONS ET CLASSIFICATIONS 

L’allergie alimentaire dite « vraie » par opposition à celles dites « fausses » implique 

le développement d’un mécanisme immuno-allergique en réponse à l’ingestion d’un allergène 

alimentaire.  Les allergies « fausses » sont aussi appelées « intolérances alimentaires » et ne 

nécessitent pas d’intervention du système immunitaire même si les manifestations cliniques 

qu’elles déclenchent peuvent être similaires à celles retrouvées en cas de «vraie » réaction 

allergique. 

L’Académie Européenne d’Allergologie et d’Immunologie Clinique (EAACI) a 

proposé en 2001, une nomenclature qui définit les réactions adverses aux aliments en fonction 

des manifestations cliniques et des mécanismes impliqués (Figure 1). Selon cette 

nomenclature, les réactions toxiques liées à des contaminants bactériens par exemple 

(intoxinations alimentaires) doivent être distinguées des réactions non toxiques qui peuvent 

impliquer un mécanisme immunologique ou non (Johansson et al. 2001). 
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Figure 1: Description des mécanismes des manifestations cliniques d’hypersensibilité alimentaire 

                                                    D’après (Johansson et al. 2001)  

 

L’EAACI définit l’allergie comme étant une réaction d’hypersensibilité initiée par un 

mécanisme immunologique dirigé par des immunoglobulines (IgE et IgG) ou des cellules 

(lymphocytes T). Les allergies impliquant les IgE sont les plus fréquentes et concernent 

certains asthmes et rhinites, la plupart des allergies alimentaires, les allergies aux venins 

d’hyménoptères (insectes) et certaines allergies médicamenteuses.  

Selon l’EAACI, l’hypersensibilité correspond à l’apparition de symptômes ou de 

signes reproductibles, provoqués par une stimulation précise et à une dose tolérée par des 

sujets sains. Le mot atopie caractérise la prédisposition héréditaire qui favorise la 

sensibilisation par certaines substances inoffensives de l’environnement selon un mécanisme 

d’hypersensibilité impliquant les IgE. Les sujets atopiques développent des symptômes 

caractéristiques tels que l’asthme, la rhino-conjonctivite ou l’eczéma.  

D’après la nomenclature redéfinie en 2003 par l’Organisation Mondiale de l’Allergie 

(WAO : World Allergy Organization), les réactions indésirables aux aliments (non toxiques) 

doivent être nommées « hypersensibilités alimentaires ». Le terme « allergie alimentaire » 

doit être utilisé dans le cas de la mise en évidence du mécanisme immunologique qui peut être 

associé ou non, à la production d’IgE. Les autres réactions définies précédemment en tant 
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qu’intolérances alimentaires doivent être nommées « hypersensibilités alimentaires non 

allergiques » (Johansson et al. 2004) (Figure 2). 

            

Figure 2: Définitions des hypersensibilités alimentaires 

D’après (Johansson et al. 2004) 

 

   Mon travail de thèse a été consacré à l’étude de l’allergie alimentaire au lait de vache 

dont le mécanisme immunologique implique les IgE.  

I.3. EPIDÉMIOLOGIE ET PREVALENCE  

L’allergie alimentaire est un problème actuel de santé publique. Des études montrent 

que sa prévalence est en augmentation depuis une vingtaine d’années (Gupta et al. 2007, Liu 

et al. 2010, Mullins 2007). Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l’allergie est 

située au quatrième rang des maladies les plus fréquentes (International classification of 

disease (ICD)). Ce phénomène est décrit par Prescott et Allen comme étant d’autant plus 

inquiétant qu’il fait suite à l’augmentation de la prévalence d’autres maladies allergiques 

comme l’asthme et les rhinites allergiques, observée depuis les cinq dernières décennies dans 

les pays occidentaux (Prescott and Allen 2011). La Figure 3 présente la progression de 

maladies allergiques au cours des dernières décennies. En Australie, la fréquence de 

sensibilisation due aux aéroallergènes est si élevée que plus de la moitié de la population a 

déjà eu des symptômes associés à une rhinite allergique. L’augmentation des cas d’allergies 

alimentaires a été observée dans ces mêmes pays. Une étude réalisée aux Etats-Unis indique 

que durant la période comprise entre 1997 et 2008, la prévalence de l’allergie à l’arachide a 
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triplé chez les enfants âgés de moins de 18 ans. (Sicherer et al. 2010). Des taux similaires ont 

été retrouvés au Royaume-Uni et en Australie (Hourihane et al. 2007). 

 

Figure 3: Progression des maladies allergiques 

Disponible sur : http://www.worldallergy.org 

 

 

 

L’augmentation des cas d’allergies alimentaires étant relativement récente, des 

données précises sur la prévalence sont encore limitées et certaines se révèlent être erronées à 

cause du manque d’études basées sur des techniques de diagnostics performantes comme par 

exemple les tests de provocation orale (TPO). 

D’après une méta-analyse la prévalence de l’allergie est comprise entre 3 et 35% 

lorsqu’elle est calculée par questionnaire et entre 1
 
et 10%, lorsqu’elle est diagnostiquée avec 

un test oral (Rona et al. 2007). En France, la prévalence de l’allergie alimentaire est estimée à 

environ 3% de la population adulte (Tableau 1). Concernant la population pédiatrique, une 

étude rapporte que la prévalence dépasse les 10% chez des enfants australiens âgés de 1 an 

(Sicherer and Leung 2012) faisant de l’Australie, l’un des pays ayant l’un des plus fort taux 

d’allergie au monde.  
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Tableau 1: Epidémiologie de l’allergie alimentaire chez l’enfant et chez l’adulte  

Extrait de (Moneret-Vautrin 2008) 

 

Les aliments ayant la capacité de provoquer des réactions allergiques sont très 

nombreux. Cependant quelques aliments sont à l’origine de la majorité des allergies. En 

France, les données du Cercle d'Investigations Cliniques et Biologiques en Allergologie 

Alimentaire (CICBAA) (Figure 4), indiquent que parmi les aliments les plus fréquemment 

mis en cause chez l’enfant, on retrouve l’œuf  (34% des cas), l’arachide (25% des cas),  le lait 

(8% des cas) et le poisson (5% des cas). Chez l’adulte, les allergènes d’origine végétale et en 

particulier les rosacées (abricots, cerises, fraises, framboises, noisettes, pêches, poires, 

pommes, prunes,…) et les fruits dits du groupe latex (bananes, avocats, châtaignes, kiwis,…), 

sont le plus souvent incriminés. Selon ces données, on pourra distinguer des catégories 

d’aliments allergisants dont la prévalence augmente (rosacées…) ou diminue (œuf, lait de 

vache) avec l’âge. L’aliment et l’âge apparaissent donc comme des facteurs de risques 

associés au développement d’une réaction allergique. 
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Figure 4: Fréquence des allergies alimentaires à 10 catégories d’aliments chez l’enfant et chez l’adulte 

Données du CICBAA, février 2005. Disponible sur : http://www.cicbaa.com  

I.4. MECANISME DE L’ALLERGIE ALIMENTAIRE 

Chez la majorité des individus, les protéines alimentaires induisent une tolérance 

immunitaire. Les mécanismes mis en œuvre permettent ainsi d’éteindre toute réponse 

immunologique spécifique contre ces protéines, assurant finalement le maintien de l’intégrité 

de l’organisme (absence de réaction inflammatoire), tout en permettant l’absorption des 

nutriments nécessaires à sa survie.  La rupture ou le manque d’induction de cette tolérance 

entraîne une sensibilisation pour un ou plusieurs allergènes alimentaires et c’est à ce moment 

que l’allergie proprement dite se développe chez le sujet atopique. 

I.4.1. Les acteurs impliqués dans le mécanisme de la réaction 

allergique  

Le développement d’une allergie alimentaire médiée par les IgE nécessite la coordination 

de différents acteurs de type cellulaire et moléculaire. Certains de ces acteurs seront définis 

avant de détailler les mécanismes immunologiques de l’allergie alimentaire. 

I.4.1.1. Les immunoglobulines de type E et leurs récepteurs  

Il existe cinq classes d’immunoglobulines ou anticorps (IgD, IgM, IgA, IgG et IgE) 

produits par les plasmocytes en réponse à une stimulation par un antigène.  

http://www.cicbaa.com/
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Les IgE (Epsilon) sont les marqueurs de la sensibilisation allergique. Elles se 

distinguent des IgG par la présence d’un domaine constant supplémentaire et font partie des 

immunoglobulines les moins abondantes. Chez l’adulte normal leur concentration sérique 

varie de 0,05 à 1µg/ml contre 10mg/ml pour les IgG. Malgré cette faible concentration, les 

IgE peuvent occuper en permanence une grande proportion de leurs récepteurs grâce à la 

haute affinité de leur liaison avec ces récepteurs (KD= 10
-9

 à10
-10

M) (Kinet 1999). Les parties 

C-terminales constantes des chaînes lourdes contiennent le site de liaison aux récepteurs pour 

les IgE (FcεR). 

 Il existe deux types de récepteurs pour les IgE : le récepteur de haute affinité (FcεRI) 

et le récepteur de faible affinité (FcεRII ou CD23). Ces récepteurs exprimés à la surface de 

cellules cibles, assurent la connexion entre les composants humoraux (anticorps) et cellulaires 

du système immunitaire (Daëron 1997). Le FcεRI est un complexe membranaire tétramérique 

composé d’une chaîne α (site de fixation des IgE), d’une chaîne β et d’un dimère de chaînes γ 

(Blank et al. 2003). Chez la souris le FcεRI n’est exprimé qu’à la surface des mastocytes et 

des basophiles alors que chez l’homme, il existe aussi une forme trimérique (αγ2 sans chaîne 

β) qui est exprimée par les cellules présentatrices de l’antigène (monocyte/macrophage, 

cellules dendritiques) ainsi que par les éosinophiles et les plaquettes (Lin et al. 1996), 

(Maurer et al. 1996). Selon certaines études, la chaine β, aurait un rôle amplificateur de 

l’expression et de la capacité de signalisation du FcεRI (Donnadieu, Jouvin and Kinet 2000, 

Lin et al. 1996, Dombrowicz et al. 1998). Le récepteur FcεRII (ou CD23) est un 

homotrimère membranaire existant sous deux formes: CD23a et CD23b. La forme CD23a est 

exprimée par les lymphocytes B et l'autre forme (CD23b) est induite par l'IL-4 sur les 

lymphocytes T, les cellules de Langerhans, les monocytes, les macrophages et les 

éosinophiles (Yokota et al. 1988). Ce second récepteur est également capable de lier des IgE 

mais présente une plus forte affinité pour les complexes immuns IgE-antigène comparée aux 

IgE libres.  

I.4.1.2. Le système immunitaire associé à l’intestin 

Les muqueuses du tractus gastro-intestinal représentent en moyenne, une surface 

comprise entre 200 et 300 m
2
 (Hao and Lee 2004), ce qui représente une importante zone de 

contact entre les cellules de l’organisme et le milieu extérieur notamment les aliments ingérés 

ainsi que les bactéries de . On considère que l’intestin est le premier organe immunitaire de 

l’organisme humain car 60 à 70% des cellules immunes sont présentes dans la muqueuse 
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intestinale. Les sites inducteurs et effecteurs d’une réponse immunitaire spécifique sont 

composés par les structures lymphoïdes décrites comme étant des tissus ayant différents 

niveaux d’organisation. 

 Les plaques de Peyer (PP) et les ganglions mésentériques (MLN : Mesenteric Lymph 

Nodes) sont des structures organisées en follicules alors que la lamina propria est une 

structure diffuse. Ces différents éléments forment le « Gut-Associated Lymphoid » Tissue 

(GALT) (Figure 5). 

 

 

       Figure 5: Le système immunitaire intestinal (GALT : Gut associated lymphoid tissue) 

                                              LB et LT : Lymphocytes B et T ; DC : cellules dendritiques  

D’après (Macpherson and Harris 2004) 

 

 

Les PP contiennent de nombreux lymphocytes T et B naïfs apportés par les vaisseaux 

nommés HEV (High Endothelial Venule). Les ganglions mésentériques centralisent la 

réponse immunitaire intestinale. Un ganglion est irrigué par une lymphe afférente qui draine 

les PP et la lamina propria. Ce type de lymphe transporte différentes cellules dendritiques qui 

permettent d’initier la réponse immunitaire et la lymphe efférente assure la mise en circulation 

des cellules activées (LT et LB) dans le compartiment sanguin. Ces tissus sont composés de 

différentes cellules immunocompétentes qui participent aux mécanismes de défense contre les 

pathogènes, tout en permettant une tolérance face aux antigènes alimentaires mais également 

face à la grande diversité des bactéries du microbiote intestinal. Les réponses immunes 
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protectrices comprennent entre autre la production des IgA sécrétoires (sIgA). Ces 

immunoglobulines adaptées à l’intestin, participent à l’inhibition de la translocation 

bactérienne et de la multiplication virale dans les entérocytes. Elles peuvent également 

neutraliser les toxines et bloquer l’adhésion des bactéries à la muqueuse intestinale.  

 

I.4.1.2.a. Les cellules M (microfold cells ou cellules membraneuses)  

Ces cellules recouvrent les PP (Figure 6) qui constituent un site important pour 

l’initiation de la réponse immunitaire intestinale car elles contiennent de nombreux 

lymphocytes naïfs.  

 

 
 

Figure 6: Représentation de la structure tissulaire d’une plaque de Peyer 

Disponible sur : http://www.cours-pharmacie.com 

 

Les cellules M peuvent intercepter des macromolécules présentes dans la lumière 

intestinale pour les transmettre de façon intacte au niveau du site d’induction de la réponse 

immune où elles seront prises en charge par les cellules présentatrices de l’antigène (CPA).  

Ce passage par les cellules M représente une étape clef dans l’induction d’une réponse locale 

et systémique spécifique (Neutra 1998). Cependant, il existe des études qui contestent le rôle 

potentiellement actif de ces cellules dans la capture des antigènes aboutissant au 

développement d’une hypersensibilité alimentaire (Untersmayr and Jensen-Jarolim 2006). 

De plus, leur capacité de prise en charge de protéines solubles n’a pas réellement été 

démontrée (Chehade and Mayer 2005).  
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I.4.1.2.b. Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 

Ces différentes cellules constituent un groupe hétérogène. Elles peuvent être des 

cellules dendritiques, des macrophages activés ou des lymphocytes B activés. Ces cellules 

sont responsables de la dégradation intracellulaire des antigènes et de leur présentation à la 

surface cellulaire sous forme de peptides associés aux molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II (CMH II). La formation du complexe CMH-peptide 

antigénique est un élément clé de la présentation car ce complexe pourra être reconnu de 

façon spécifique par un lymphocyte T naïf via son récepteur à l’antigène (T Cell Receptor, 

TCR) déclenchant l’activation de ce lymphocyte (Figure 7).  

                 

Figure 7: Schéma de la présentation d'un peptide exogène par la protéine CMH II 

Disponible sur : http//www. virologie.free.fr 
  

Les CPA expriment également des molécules de co-stimulation indispensables à 

l’activation des lymphocytes ainsi que des récepteurs de reconnaissance de motifs 

antigéniques (pattern recognition receptor, PRR) incluant les récepteurs de  type Toll (Toll 

Like receptor, TLR) et les récepteurs de type NOD (nucleotide-biding oligomerization 

domain) (Untersmayr and Jensen-Jarolim 2006).  

Les cellules dendritiques sont appelées CPA professionnelles car leur principale 

fonction est la présentation d’antigène. Leurs dendrites ramifiées augmentent la capacité de 

captation de l’antigène. Ces cellules appartiennent à trois populations différentes selon leur 

localisation dans l’organisme : les cellules de Langerhans dans la peau et les épithéliums 
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muqueux, les cellules dendritiques myéloïdes dans les tissus interstitiels et le derme ainsi que 

les cellules dendritiques plasmacytoïdes dans les organes lymphoïdes et le sang. 

I.4.1.2.c. Les entérocytes 

Ce type de cellules épithéliales est le plus répandu au niveau de la muqueuse 

intestinale et est caractérisé par sa fonction d’absorption de nombreux nutriments. Ces 

cellules possèdent également des activités enzymatiques qui interviennent dans la digestion 

des glucides et des protéines. Des études indiquent que ces cellules pourraient influencer 

l’induction de la tolérance ou le développement de l’allergie alimentaire. Ces cellules seraient 

capables de phagocyter des antigènes alimentaires puis après dégradation cellulaire par voie 

lysosomiale, de les présenter en association avec des molécules du CMH II,  fonctionnant 

ainsi, comme des CPA (Yu and Perdue 2001). De plus une étude indique que le récepteur de 

haute affinité pour les IgE est exprimé à la surface de cellules de l’épithélium intestinal 

humain, plus précisément au niveau du colon et de l’intestin grêle (Untersmayr et al. 2010). 

I.4.1.2.d. Les lymphocytes  

Ces cellules jouent un rôle majeur dans le système immunitaire en agissant selon un 

mécanisme dépendant du type de lymphocyte. Elles sont produites au niveau de la moelle 

osseuse mais le lieu de leur maturation diffère en fonction du type de lymphocyte. Elles sont 

présentes dans le sang, dans la lymphe et dans tous les organes lymphoïdes. Ces cellules se 

caractérisent par l’expression de marqueurs membranaires de différentiation (Clusters of 

differentiation (CD)), permettant leur identification. Les lymphocytes T sont impliqués dans 

l’immunité à médiation cellulaire tandis que les lymphocytes B sont responsables de la 

production d’anticorps (immunité humorale). 

I.4.1.2.d.i. Les lymphocytes T (LT) 

Les lymphocytes T immatures migrent de la moelle osseuse vers le thymus afin 

d’acquérir l’immunocompétence. Les lymphocytes T périphériques sont caractérisés par la 

présence de marqueurs membranaires spécifiques comme les récepteurs pour les antigènes 

(TCR) dont la liaison au complexe CMH II-antigène entraîne l’activation cellulaire. On 

distingue deux grands groupes de cellules T : les cellules effectrices (LT cytotoxiques ou LT 

CD8
+
) qui agissent contre l’ « agresseur » et les cellules modératrices (LT auxiliaires, Th pour 

T helper ou LT CD4
+
) qui contrôlent le fonctionnement des cellules effectrices. Les LT CD4

+
 

activés sont des piliers de la mise en place de la réponse spécifique car ils peuvent réguler 
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l’activation, la prolifération et la différentiation d’autres cellules immunes qui agiront de 

manière plus directe. Il existe différentes sous-populations de LT CD4
+
 qui dérivent toutes 

d’un même précurseur, le LT naïf (Th0). 

 Ces différences sont établies en fonction de la nature des cytokines sécrétées et du 

type de réponses induites (Figure 8). Les cytokines sont des glycoprotéines spécialisées dans 

la communication intercellulaire, produites en réponse à une activation cellulaire. On 

distingue plusieurs familles de cytokines (interleukines (IL), interféron (IFN)…) qui exercent 

leur action en se fixant sur des récepteurs présents sur des cellules cibles. 

 

Figure 8: Induction, régulation et fonctions des cellules Th1/Th2/Th17 et T régulatrices 

D’après ebioscience. Disponible sur http://www.ebioscience.com 

 

 

La différenciation des LTh0 en LTh1 est induite en présence d’IL-12 via l’activation 

de STAT-4 (Signal Transducer and Activator of Transcription), pour lutter contre les 

pathogènes intracellulaires (bactéries ou virus). Le facteur de transcription T-bet (T-box 

expressed in T cells) joue un rôle important dans le développement et le maintien des LTh1, 

caractérisés par la production d’IFN-γ (Murphy and Reiner 2002). Ces cellules favorisent 

l’immunité à médiation cellulaire.  

Les LTh2 sont induits en présence d’IL-4 via l’activation de STAT-6. Ils sont 

impliqués dans les processus d’élimination de pathogènes extracellulaires, dont certains 
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parasites comme les Helminthes. Ils sécrètent de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13 qui favorisent 

l’immunité à médiation humorale (Romagnani 1994, Akdis, Blaser and Akdis 2004a). 

L’activation du facteur de transcription GATA-3 induit le développement d’une réponse de 

type Th2 (Zhu et al. 2006). 

Les LTh17 ont été identifiés en 2005 (Harrington et al. 2005, Langrish et al. 2005, 

Park et al. 2005). Les données d’une revue récente indiquent que chez l’homme, les 

cytokines qui induisent la différenciation vers le profil Th17, sont l’IL-6, l’IL-21, l’IL-23 et 

l’IL-1β. Le TGF-β aurait un rôle potentiellement synergique du fait de sa capacité à stopper la 

différenciation vers le profil Th1 (Marwaha et al. 2012). Les LTh17 produisent 

principalement de l’IL-17 mais aussi d’autres cytokines comme l’IL-21 et L’IL-22. Ils 

peuvent intervenir en cas d’infection et sont également impliqués dans l’autoimmunité et 

l’immunodéficience. Le facteur de transcription RORγt (Retinoïd-related Orphan nuclear 

Receptor) contrôle la différenciation de ces cellules (Ivanov, Zhou and Littman 2007).  

Les lymphocytes T régulateurs sont chargés de maintenir l’homéostasie de 

l’organisme en agissant sur les réponses immunitaires induites. Il s’agit de plusieurs types de 

cellules exprimant toutes le CD4 : les cellules Th3, Tr1 et Treg. Les LTh3 sont notamment 

induits suite à l’administration orale d’antigène et exercent leur activité suppressive via la 

production de TGF-β (Weiner 2001, Ozdemir, Akdis and Akdis 2009). Les LTr1 sont 

induites en présence d’IL-10 et exercent leur activité suppressive non spécifique, 

indépendamment du CMH via la production d’IL-10 (Wu et al. 2007). Les LTreg expriment 

le récepteur de l’IL-2 (CD25+) à leur membrane et le facteur intracellulaire de transcription 

Forkhead box p3 (Foxp3) (Romagnani 2006). Ce facteur de transcription semble jouer un 

rôle majeur dans le développement et la fonctionnalité des Treg (Ozdemir et al. 2009). Ces 

LTreg (CD4
+
 CD25

+
Foxp3

+
) se différencient sous l’effet du TGF-β et de l’IL-2 et agissent 

par contact direct avec d’autres cellules via le TGF-β lié à leurs membranes (Nakamura, 

Kitani and Strober 2001). Elles expriment des molécules CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte 

antigen-4) et GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor) qui sont impliquées  dans l’action 

immunosuppressive des Treg. 

Il existe une relation entre les LTreg et les LTh17 (Figure 9). Le TGF-β  peut induire 

l’expression des facteurs de transcriptions Foxp3 et RORγt, mais en présence de cytokines 

pro-inflammatoires comme l’IL-6 ou l’IL-2, la différenciation sera orientée vers le profil 

Th17 (Ivanov et al. 2007).  
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Figure 9: Régulation réciproque des cellules Treg et Th17 

 

 

I.4.1.2.d.ii. Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B terminent leur développement dans la moelle osseuse. Les cellules 

matures expriment un récepteur membranaire spécifique (BCR pour « B cell receptor ») qui 

peut reconnaitre directement les antigènes natifs, en solution ou à la surface des CPA. Cette 

reconnaissance conduisant à l’activation du lymphocyte B est le support de la spécificité de la 

réponse humorale. L’activation du lymphocyte B va aboutir à sa différenciation en 

plasmocyte, capable de produire des anticorps spécifiques de l’antigène. Cette différenciation 

est régulée par le profil des cytokines produites par les lymphocytes T. Dans le cas d’une 

réaction suite à l’ingestion d’une protéine alimentaire, l’IFN-γ produit par les cellules Th1, 

favorise la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’IgG2a chez la 

souris. Les cytokines de type Th2 comme l’IL-4, l’IL-13 et l’IL-5 induisent la prolifération 

des lymphocytes B et favorisent une commutation de classe du lymphocyte B vers la 

production  d’IgE et d’IgG1 (Ngoc et al. 2005). La production d’IgA par les lymphocytes B 

peut être stimulée par les cellules régulatrices via la sécrétion de TGF-β (Spellberg and 

Edwards 2001, Cerutti and Rescigno 2008).  

I.4.1.2.e. Les cellules effectrices 

I.4.1.2.e.i. Les mastocytes 

Il existe deux types de mastocytes en fonction de leur localisation et de leurs 

propriétés.  Ces cellules sont situées au niveau des tissus muqueux ou conjonctifs à proximité 
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des vaisseaux sanguins. Elles sont des acteurs majeurs de la réaction allergique car elles sont 

caractérisées par leur forte capacité d’expression de la forme tétramérique du FcεRI. Leur 

cytoplasme contient de nombreuses granules renfermant des médiateurs chimiques. Parmi les 

médiateurs chimiques préformés on retrouve notamment l’histamine, des enzymes (tryptase, 

carboxypeptidase A…) ainsi que des protéoglycanes comme l’héparine et les sulfates de 

chondroïtine. Les médiateurs néoformés comprennent la prostaglandine D2 (PGD2), les 

leucotriènes et les facteurs activant les plaquettes (Platelet Activating Factor (PAF)) 

(Greenberger and Ditto 2012). L’activation de ces cellules via les récepteurs aux IgE 

déclenche la libération du contenu des granules dans le milieu extracellulaire et la synthèse 

des médiateurs néoformés. Ces cellules peuvent également produire des chimiokines et des 

cytokines comme l’IL-4 et l’IL-13 qui vont entretenir la réponse Th2. Elles sont aussi 

impliquées dans les réactions anaphylactiques observées au cours des réactions allergiques 

non médiées par les IgE. Dans ce cas, la libération du contenu des granules est indépendante 

de la présence d’IgE spécifiques, on peut citer l’exemple des produits radiographiques de 

contraste dont certains sont capables d’activer le FcεRI. D’autres conditions non-

immunologiques peuvent être à l’origine de la libération des médiateurs chimiques comme 

l’exercice physique, l’exposition à de faibles températures ou à des médicaments 

(Greenberger and Ditto 2012).  

I.4.1.2.e.ii. Les basophiles 

Les basophiles sont des cellules circulantes (localisation principalement sanguine) se 

différenciant sous l’influence de l’IL-3 (Arock 2004). Leurs inclusions cytoplasmiques 

contiennent de nombreuses molécules chimiques, et en particulier l’histamine, la sérotonine et 

l’héparine. Ils expriment fortement le FcεRI (30000 FcεRI / cellule) (Malveaux et al. 1978). 

Des études indiquent que leur nombre est corrélé avec la sévérité des maladies allergiques 

(Knol et al. 1996). 

I.4.1.2.e.iii. Les  éosinophiles 

Ces cellules jouent un rôle important dans l’inflammation allergique. Leur localisation 

est surtout tissulaire. L’IL-5 et l’éotaxine stimulent la différenciation et la migration de la 

lignée éosinophile. Ces cellules renferment des substances participant à l’amplification de la 

réponse allergique. Des médiateurs de l’inflammation peuvent en effet être libérés suite à leur 

activation par la fixation de complexes IgE-allergène sur les récepteurs de faible affinité 
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(FcεRII). Elles peuvent également produire des cytokines capables d’accentuer les réponses  

de type Th2 au niveau local. 

I.4.1.3. Le système immunitaire inné associé à l’intestin 

Les défenses mises en place au niveau de l’intestin comprennent l’activité de cellules 

appartenant à l’immunité innée. L’immunité innée est une première ligne de défense qui 

contrôle l’agent indésirable et contribue à son élimination avant le développement de 

l’immunité adaptative spécifique (LT et LB). 

Ce composant immunitaire regroupe les mécanismes cellulaires (cellules épithéliales, 

cellules Natural Killer (NK), polynucléaires, cellules dendritiques) et humoraux (complément, 

peptides antimicrobiens, protéine C réactive, lectine) non spécifiques de l’antigène (Turvey 

and Broide 2010, Schroder 2009, Metz and Maurer 2009).  

L’immunité innée est mise en jeu via l’identification de la nature et du risque de 

l’agression à l’aide de récepteurs spécifiques. Ce composant immunitaire  peut neutraliser les 

microorganismes grâce à la phagocytose, l’action de molécules comme les petides 

antimicrobiens et le complexe de lyse du complément ou par la production de facteurs 

antiviraux. La réponse innée permet l’induction de la réponse adaptative spécifique de 

l’antigène adéquate pour protéger l’hôte. Elle participe à l’orientation de la réponse adaptative 

notamment selon le degré de maturation des CPA (Pichavant et al. 2003).  

Les acteurs de la réponse innée tels que les cellules dendritiques et les macrophages 

sont activés par des motifs moléculaires conservés au sein de différents types de 

microorganismes (PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern) via leurs récepteurs de 

reconnaissance de motifs antigéniques PRR (Toll-like receptors, NOD-like receptors). Dès 

1989, Janeway a évoqué l’existence de PRR reconnaissant ces PAMPs et activant la réponse 

immunitaire (Janeway 1989). Ces PRR peuvent également réagir aux signaux des bactéries 

du microbiote intestinal permettant ainsi une étroite relation entre le microbiote intestinal et le 

système immunitaire de l’hôte (Cf paragraphe II-6-3).  

L’immunité innée comprend également l’effet de barrière dû aux cellules de 

l’épithelium intestinal ainsi que les lymphocytes T Natural killer et les lymphocytes T γδ. 

D’autres cellules de l’immunité innée semblent jouer un rôle important dans l’orientation de 

la réponse immunitaire. Les nuocytes par exemple, sont des leucocytes effecteurs récemment 

identifiés comme étant impliquées dans le développement de réponses cytokiniques de type 

Th2 (Neill et al. 2010, Saenz et al. 2010). 
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I.4.2. Description du mécanisme de l’allergie alimentaire 

Le mécanisme fondamental de la réaction allergique immédiate dépendante des IgE, 

s’effectue en deux phases : la sensibilisation et le déclenchement. 

I.4.2.1. Exposition à l’allergène 

Il existe différentes voies de sensibilisation à des allergènes alimentaires. Dans le cas 

des allergies alimentaires dites de classe 1, la sensibilisation se produit au niveau du tractus 

gastro-intestinal (Han, Kim and Ahn 2012). Les aliments concernés  (lait de vache, œuf…) 

se caractérisent entre autres par leur résistance aux processus digestifs. Ce type d’allergie 

alimentaire affecte particulièrement les enfants. La voie respiratoire est impliquée dans le 

développement des allergies alimentaires de classe 2. Ce type d’allergie alimentaire est 

responsable du Syndrome Oral Croisé (SOC ou OAS : Oral Allergy Syndrom) retrouvé 

majoritairement chez des adultes sensibilisés à des aliments (carotte, céleri, pomme poire…) 

dont les protéines présentent des similitudes avec celles d’aéro-allergènes notamment 

l’allergène majeur du pollen de bouleau (Bet V1 : Betula verrucosa 1) (Breiteneder and 

Ebner 2000). La sensibilisation par voie cutanée a également été suggérée. Selon les données 

publiées par Lack en 2008, de façon générale l’exposition cutanée conduirait au 

développement de l’allergie alimentaire tandis que l’exposition orale induirait le plus souvent 

la tolérance à l’allergène (Lack 2008). Cette voie a  été mise en évidence dans des études 

effectuées à partir de modèles animaux (Adel-Patient et al. 2007, Strid et al. 2005). 

Ces différentes voies de sensibilisation mènent toutes au développement de l’allergie 

alimentaire qui par définition se déclenche suite à une consommation d’aliments.  

I.4.2.2. Première étape : la phase de sensibilisation 

 Lors de la sensibilisation allergique, les CPA du GALT captent l’antigène alimentaire, 

et après la lyse intracellulaire, associent les peptides dérivés de l’antigène aux molécules du 

CMH II à leur surface. Les CPA ainsi activées migrent ensuite vers les ganglions 

lymphatiques « locaux » (PP ou MLN), où elles interagissent avec les cellules T CD4+ 

naïves. Cette interaction cellulaire va induire la différenciation des cellules naïves en cellules 

Th2, sécrétant des cytokines dont l’IL-4, l’IL-5, l’IL-10 et l’IL-13. Ces cytokines vont 

notamment induire la transformation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’IgE 

spécifiques. Les IgE spécifiques de l’allergène se répartissent ensuite dans l’ensemble de 
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l’organisme, via la circulation sanguine, et se fixent sur des « cellules cibles » de la peau et 

des muqueuses (mastocytes) ainsi que sur des « cellules cibles » circulantes (basophiles) 

exprimant le récepteur pour la partie constante des IgE. Cette première étape, appelée phase 

de sensibilisation, muette cliniquement, prépare l’organisme à réagir de façon immédiate lors 

d’un second contact avec l’allergène (Figure 10).  

 

 

Figure 10: Mecanismes cellulaires de l’allergie aux aliments 

D’après (Prioult and Nagler-Anderson 2005) 

I.4.2.3. Deuxième étape : la phase de déclenchement 

Lors du second contact entre l’allergène et l’organisme, celui-ci est reconnu par les 

IgE spécifiques liées aux cellules effectrices via leurs récepteurs. Le pontage des IgE va 

entrainer l’agrégation du FcεRI qui va induire la phosphorylation des résidus tyrosines 
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présents dans les motifs ITAM du récepteur. Cela va permettre le recrutement d’autres 

effecteurs et la mise en place de multiples cascades de signalisation aboutissant finalement à 

la libération rapide du contenu des granules (dégranulation). D’autres médiateurs de type 

lipidique et des cytokines pro-inflammatoires sont également produits. Ils participent à 

l’amplification de la réaction inflammatoire et au recrutement de cellules telles que les 

éosinophiles et les lymphocytes T au niveau du lieu du déclenchement. Lors du 

déclenchement de la réaction allergique, on distingue deux phases.  

La phase précoce est très rapide et est principalement due aux effets immédiats de 

l’histamine libérée qui agit au niveau des récepteurs H1 des vaisseaux et des bronches. Les 

effets regroupent la dilatation des petits vaisseaux sanguins, l’augmentation de la perméabilité 

vasculaire et la stimulation de la contraction transitoire des muscles lisses. Ces effets peuvent 

être traduits par l’observation d’une hypothermie. 

 La phase tardive se met en place dans les deux à huit heures suivant la dégranulation, 

et persiste pendant au moins un à deux jours. Elle correspond à une réponse inflammatoire 

déclenchée par les médiateurs libérés par les mastocytes et les basophiles tels que le TNF-α, 

l’IL-4, l’IL-3, le GM-CSF, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-8 et l’IL-16 ou encore CCL3 (Lorentz et al. 

2000). Les symptômes cliniques apparaissent au cours de la phase de déclenchement.  

I.4.3. Régulation du mécanisme 

Les IgE et leurs récepteurs ainsi que certaines cellules du système immunitaire intestinal 

participent activement à la modulation du développement de la réponse allergique.  

L’expression du FcεRI à la surface des mastocytes, des basophiles, des monocytes, des 

éosinophiles et des cellules dendritiques est plus importante chez des sujets atopiques que 

chez des sujets normaux (Malveaux et al. 1978). Des études indiquent que les IgE peuvent 

réguler positivement le FcεRI à la surface des mastocytes, basophiles, monocytes et cellules 

dendritiques (Yamaguchi et al. 1997, Lantz et al. 1997, MacGlashan et al. 1997). La 

liaison IgE-récepteurs empêche la dégradation des récepteurs exprimés à la surface tout en 

maintenant la synthèse basale. Cette stabilisation des récepteurs résulte en une accumulation 

progressive des récepteurs à la surface de la cellule. Ce haut niveau d’expression entraine une 

augmentation de la capacité des mastocytes à fixer un plus grand nombre d’IgE et donc à 

libérer plus de médiateurs de l’allergie. Chez l’homme, l’IL-4, peut induire l’expression de la 

sous-unité α du FcεRI par les mastocytes et les CPA (Toru et al. 1996, Novak et al. 2003). 
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Mais inversement, l’IL-10 diminue l’expression de ce récepteur et ainsi diminue les 

symptômes de l’allergie (Kennedy Norton et al. 2008). 

D’autre part, il existe une régulation réciproque négative entre les LTh1 et les LTh2. 

L’IFN-γ inhibe la prolifération des cellules Th2, à l’inverse, l’IL-4 et l’IL-10 produites par les 

lymphocytes Th2 inhibent la synthèse des cytokines par les cellules Th1. (Romagnani 2004).  

Dans le cas de l’allergie alimentaire, plusieurs types  cellulaires régulent l’orientation 

vers la tolérance orale ou l’hypersensibilité (Tsuji and Kosaka 2008). Les cellules aux 

propriétés régulatrices regroupent les cellules Th3 productrices de TGF-β, les cellules Tr1 

productrices d’IL-10, les cellules Treg (FoxP3
+
),  et les cellules T Natural Killer (NKT) (van 

Wijk et al. 2007, Akbari and Umetsu 2004, O'Garra and Vieira 2004). Les Treg agissent 

sur les deux phases de la réaction allergique. Elles diminuent la capacité des cellules 

dendritiques à recruter les cellules Th1, Th2, ou Th17,  tout en favorisant le développement de 

cellules dendritiques ayant un phénotype tolérogénique (Wing et al. 2008). Elles sont 

également capables d’inhiber l’activation des cellules Th2 spécifiques de l’allergène, limitant 

ainsi la production de cytokines de type Th2 impliquées dans la réaction allergique (Akdis et 

al. 2004b) ainsi que la production d’IgE spécifiques de l’allergène (Meiler et al. 2008). De 

plus ces cellules peuvent altérer la dégranulation des mastocytes grâce à la production d’IL-10 

et TGF-β et par contact cellule-cellule (Gri et al. 2008, Bundoc and Keane-Myers 2007). 

Elles ont aussi été décrites comme pouvant diminuer l’expression du récepteur Fc aux IgE sur 

les mastocytes ce qui réduit leur capacité à dégranuler et à induire des réponses cutanées 

(Kashyap et al. 2008). 

Les lymphocytes T Natural killer (NKT) forment une population hétérogène de 

lymphocyte T, portant le marqueur NK1.1 (ou CD161). Il existe plusieurs sous-types avec des 

caractéristiques fonctionnelles distinctes. Parmi ces différents sous-types, les cellules NKT 

invariantes (iNKT) sont les plus nombreuses et les mieux décrites chez l’homme et chez la 

souris. Les cellules iNKT peuvent reconnaitre des glycolipides et sécréter une fois activées, 

des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-4 ou IL-13 (Cohen, Garg and Brenner 2009, 

Kronenberg 2005). Elles sont impliquées dans la sévérité de l’asthme allergique 

expérimentale (Akbari et al. 2003). En effet, les résultats d’une étude montrent que ces 

cellules sont nécessaires à l’inflammation pulmonaire et à l’hyperréactivité 

bronchopulmonaire dans un modèle d’asthme allergique induit par l’ovalbumine chez la 

souris (Lisbonne et al. 2003).  

Une autre étude montre qu’un traitement avec un glycolipide, l’α-Galactosylcéramide (α-

GalCer) qui agit spécifiquement sur ces cellules peut modifier l’orientation du profil de 
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cytokines sécrétées vers un profil pro-Th1 (producteur d’IFN-g) et donc diminuer les 

symptômes de l’asthme (Hachem et al. 2005). Chez l’homme, des résultats ont montrés que 

le taux de cellules iNKT était augmenté dans les poumons des enfants adultes et asthmatiques 

(Pham-Thi et al. 2006, Akbari et al. 2006, Sen et al. 2005). Une étude réalisée chez la 

souris a cependant observé que la diminution des lymphocytes iNKT est associée à 

l’augmentation des symptômes de l’allergie expérimentale aux protéines du lait de vache 

(Schouten et al. 2012).  

Les lymphocytes T γδ forment une petite sous population de cellules T avec un TCR 

particulier composé d’une chaîne γ et d’une chaîne δ. Elles sont très présentes parmi la 

population des lymphocytes intra-épithéliaux de l’intestin. Selon les données extraites de la 

revue de Untersmayr (Untersmayr and Jensen-Jarolim 2006), ces cellules seraient 

impliquées dans l’induction de la tolérance orale, mais auraient d’autre part, la capacité de 

produire des cytokines de type Th2 comme l’IL-13 qui favorisent la production d’IgE et 

l’inflammation allergique. Elles sont en effet capables de reconnaitre des antigènes intacts 

grâce à leur TCR particulier, sans présentation via les molécules du CMH ce qui contribue au 

développement de réponse de type Th2 en présence d’allergènes alimentaires au niveau des 

muqueuses. Ce type de lymphocytes peut également être impliqué dans l’induction de la 

tolérance orale (Dupont 1997).  

La plupart des lymphocytes T CD8
+
 reconnaissent des antigènes via le CMH de classe 

I. Les autres sont impliqués dans la protection de l’hôte contre les affections virales et dans 

les réactions du greffon contre l’hôte. Ces lymphocytes jouent un rôle important dans le 

contrôle du système immunitaire (Hisatsune et al. 1995). Chez les animaux tolérisés de façon 

expérimentale aux caséines, ces cellules produisent des quantités importantes de TGF-β 

comparées à celles des animaux témoins. Une étude récente a décrit le rôle de ces cellules 

dans la diminution de l’inflammation pulmonaire provoquée par la sensibilisation 

expérimentale à l’ovalbumine. Dans cette étude, les cellules CD8
+ 

exercent leur action 

régulatrice en présence d’IFN-γ. L’absence de cette cytokine induit une potentialisation de 

l’inflammation par les cellules CD8
+
 (Tang et al. 2012).  
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I.5. SYMPTÔMES CLINIQUES DE L’ALLERGIE ALIMENTAIRE 

Les manifestations cliniques consécutives à l’ingestion d’aliments sont très diverses et 

touchent souvent plusieurs organes. Elles se modifient avec l’âge avec une tendance générale 

à l’aggravation. Ces manifestations varient en fonction du mécanisme impliqué. Les 

symptômes les plus courants sont rapportés dans le Tableau 2. 

  

 

Tableau 2. Signes cliniques de l’allergie alimentaire 

Extrait de (Ancelin 2004) 

 

La dermatite atopique est la principale manifestation de l’allergie alimentaire chez 

l’enfant (Bidat 2006). Les données du Cercle d’Investigations Cliniques et Biologiques en 

Allergologie Alimentaire (CICBAA, juin 2009) suggèrent que jusqu’à 80% des dermatites 

atopiques dues à une allergie alimentaire sont observées chez le petit enfant (Figure 11). 
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Figure 11: Fréquence relative de 7 tableaux cliniques en fonction de l’âge  

DA : Dermatite atopique, S Cut immédiats : Symptômes cutanés immédiats, AOL  Angio œdème laryngé, S Oral : Syndrome Oral, All 

digestives : Allergies digestives 

Données du CICBAA, juin 2009. Disponible sur : http://www.cicbaa.com 

 

 

Les autres signes cutanés comportent l’urticaire aigüe et l’angio œdème (plus souvent 

localisés au niveau du visage et notamment sur les lèvres et les paupières). L’œdème 

hypodermique appelé œdème de Quincke peut être plus ou moins étendu et grave quand il 

atteint le larynx.  

Les symptômes digestifs les plus fréquents sont les nausées, les vomissements, les 

diarrhées et les douleurs abdominales. Le syndrome oral dû à l’ingestion de fruits est localisé 

au niveau de la sphère oro-pharyngée (picotement vélopalatin, œdème des lèvres, dysphagie).  

L’asthme bronchique représente la manifestation respiratoire la plus grave. Mais il 

peut s’agir de rhino-conjonctivites ou plus simplement des toux et des crises d’éternuements. 

 Les manifestations généralisées peuvent mettre en jeu le pronostic vital.  Les premiers 

signes cliniques peuvent être observés au niveau de la sphère oro-pharyngée par exemple puis 

d’autres symptômes peuvent intéresser tous les organes notamment ceux des systèmes 

respiratoire et cardiovasculaire. Le choc anaphylactique dû à l’état de choc vasculaire associé 

aux spasmes bronchiques (vasodilatation et collapsus) est un accident brutal qui intervient 

souvent dans les minutes qui suivent l’ingestion de l’aliment même si parfois il peut 

apparaitre au bout de quelques heures.  

http://www.cicbaa.com/


38 

 

I.6. ASPECTS THÉRAPEUTIQUES 

Les traitements de l’allergie alimentaire sont principalement préventifs et 

symptomatiques. Le régime d’éviction de l’allergène est la première étape de la prise en 

charge de l’allergie alimentaire. Ce traitement consiste à éliminer les aliments responsables 

des réactions. Il est indispensable en raison du risque de réaction anaphylactique pouvant 

survenir lors d’une ingestion. Il peut aussi être instauré de manière préventive chez la femme 

enceinte ou allaitante ainsi que chez le nourrisson.  

Les traitements médicamenteux ont pour objectif de limiter certaines manifestations 

cliniques mais ne doivent pas être substitués au régime d’éviction. Par exemple, les 

antihistaminiques s’opposent aux effets de l’histamine et autres médiateurs et les corticoïdes 

sont destinés à lutter contre les inflammations.  

Le traitement d’urgence en cas de choc anaphylactique repose sur la prise 

d’adrénaline. Cette hormone induit une vasoconstriction périphérique et agit sur le rythme 

cardiaque. Elle exerce également une action relaxante sur les muscles bronchiques et elle 

inhibe la libération des médiateurs de l’inflammation et de l’allergie.  

Ces dernières années, l’émergence de nouvelles thérapies spécifiques ou non de 

l’allergène permettent d’entrevoir des solutions différentes du régime d’éviction (Figure 12). 

 

 

Figure 12:Futures thérapies de l’allergie alimentaire 

Extrait de (Nowak-Węgrzyn and Sampson 2011) 
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Ces nouvelles thérapies regroupent l’immunothérapie spécifique par voie orale, 

sublinguale et épicutanée, les vaccins recombinants obtenus à partir d’allergène modifié ou 

combiné avec des  adjuvants bactériens permettant de favoriser l’induction d’un mécanisme 

Th1 ou encore le développement d’anticorps anti-IgE capables de limiter la fixation des IgE 

spécifiques à leurs récepteurs.  

Selon diverses études l’administration de bactéries définies comme étant des 

probiotiques pourraient prévenir certaines maladies allergiques (Michail 2009, Lodinová-

Zádníková et al. 2004). Selon la définition proposée par le groupe de travail formé par 

l’Organisation des Nations Unies pour l’Alimentation et l’Agriculture (FAO : Food 

Agriculture Organization) et l’Organisation Mondiale pour la Santé (OMS), les probiotiques 

sont des microorganismes vivants dont l’administration à des quantités adéquates est 

bénéfique pour la santé de l’hôte (FAO/WHO 2002). Les probiotiques sont en général des 

souches bactériennes appartenant aux genres bifidobactérie ou lactobacille dont l’ingestion 

augmente les taux de ces micro-organismes bénéfiques (Forsythe and Bienenstock 2010). 

L’utilisation de probiotiques en pédiatrie a donné des résultats encourageants dans le cas du 

traitement de l’eczéma atopique (Isolauri et al. 2000). Une étude a montré que les effets 

bénéfiques  des probiotiques dans le cas du traitement de la dermatite atopique sont dus à une 

augmentation de la production d’IFN-γ (Prescott et al. 2005). Malgré ces résultats 

encourageants, il n’existe pas de données cliniques qui permettent d’établir de façon 

catégorique le rôle bénéfique des probiotiques dans la prévention des maladies allergiques 

(Yao et al. 2010).  

I.7. FACTEURS DE RISQUES 

La réaction allergique est le résultat de l’interaction de plusieurs paramètres qui 

orientent la réponse immunitaire suite à un premier contact avec un antigène. Différents 

facteurs de risques peuvent intervenir. Ils sont principalement liés à l’allergène alimentaire 

(nature, dose, voie d’exposition…), à l’individu (fond génétique, âge, sexe…) et aussi aux 

conditions de l’environnement associé à l’individu (perméabilité intestinale, microbiote 

intestinal, pollution, tabagisme…). 
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I.7.1. Les allergènes alimentaires 

I.7.1.1. Généralités 

Le risque de développer une allergie alimentaire est lié à la consommation de certains 

aliments et aux caractéristiques des allergènes alimentaires. Ce risque est influencé par le taux 

d’allergènes majeurs contenus dans l’aliment.  

La plupart des allergènes sont des glycoprotéines appartenant à la famille des 

albumines (solubles dans l’eau) ou des globulines (solubles dans les solutions salines). Dans 

des cas plus rares, les allergènes peuvent être solubles dans l’alcool comme par exemple les 

gliadines.  

Le potentiel allergénique de certaines protéines alimentaires est dû à la présence de 

déterminants antigéniques (épitope) pouvant réagir avec les lymphocytes T (épitope T) ou 

pouvant se lier aux IgE ou aux lymphocytes B (épitope B). Certains épitopes sont dits 

thermostables c’est dire qu’ils sont capables de résister à la dénaturation thermique 

(ovalbumine, caséines, allergènes de poisson). D’autres pourront résister à la protéolyse (β-

lactoglobuline) ou à des pH acides comme certains allergènes de l’arachide. Les technologies 

agroalimentaires peuvent également avoir des conséquences sur l’allergénicité des protéines 

alimentaires. 

Les allergènes peuvent causer des allergies croisées dues à la présence d’IgE 

spécifiques d’un allergène mais capables de réagir avec plusieurs allergènes différents qui 

présentent une homologie immunochimique.  

I.7.1.2. Les protéines et allergènes du lait de vache  

Le lait de vache est considéré comme un aliment complet, équilibré en nutriments et 

riches en minéraux. De ce fait, il est très largement consommé sur l’ensemble de la planète 

principalement par les enfants mais aussi par les adultes, sous forme de produits liquides ou 

de produits transformés. La présence du lait est bien connue dans des aliments simples tels 

que les fromages, yaourts et le beurre. En revanche on le retrouve dans d’autres produits sous 

forme d’allergènes masqués (saumon fumé, soupes, cosmétiques, baume dentaire…). 
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Caractéristiques de l’allergie aux protéines du lait de vache 

 

L’allergie au lait de vache, à distinguer des intolérances au lait ou au lactose associées à 

un déficit enzymatique en lactase, peut être médiée ou non par les IgE. Le mécanisme 

immunologique associé à la forme non médiée par les IgE n’est pas encore précisément 

déterminé mais est associé à l’activation excessive de certaines cellules du système 

immunitaire (lymphocytes Th2, éosinophiles, ...) (Benhamou et al. 2009). 

L’allergie aux protéines du lait de vache est la première allergie alimentaire rencontrée 

au cours de la vie, le lait étant le premier aliment consommé. Par conséquent, cette allergie 

touche surtout les nourrissons et les enfants. En effet, la plupart des enfants allergiques 

développent des symptômes avant l’âge de 12 mois, souvent dans la semaine suivant le 

sevrage avec l’introduction de formule infantile à base de lait de vache. Cependant, des cas de 

développement d’allergie au lait de vache ont été décrits à tous âges (Benhamou et al. 2009). 

Dans les pays industrialisés 2 à 3% des enfants souffrent d’allergie au lait de vache et la 

plupart des enfants guérissent avant l’âge de cinq ans. Toutefois, des études récentes 

rapportent que certains patients acquièrent la tolérance à un âge plus tardif (Skripak et al. 

2007, Cantani and Micera 2004). Cependant, l’allergie au lait de vache médiée par les IgE 

prédispose au développement de l’asthme et d’autres allergies alimentaires chez l’adulte 

(Schäfer et al. 2001, Høst 2002). En effet différentes études indiquent que le développement 

d’une allergie alimentaire durant l’enfance peut annoncer l’initiation de la 

« marche allergique» et par conséquent induire le développement de maladies allergiques 

(Malmberg et al. 2010). 

 Les manifestations cliniques de l’allergie au lait de vache sont principalement 

cutanées ou gastro-intestinales. Selon une étude,  les manifestations cutanées (urticaire) 

apparaissent dans 85% des cas, le système gastro-intestinal est touché dans 46% des cas 

(vomissements, diarrhée, constipation), le système respiratoire inférieur dans 14% des cas, et 

supérieur dans 6% des cas (Skripak et al. 2007). Les symptômes cutanés restent les plus 

fréquents cependant le choc anaphylactique peut apparaître dans 20% des cas sans impliquer 

la peau, surtout chez les enfants (Benhamou et al. 2009). Une étude a observé que les 

symptômes de l’allergie alimentaire au lait de vache chez l’adulte sont plus sévères dans  67% 

des cas (Lam et al. 2008). Cette allergie est décrite comme responsable de 13% des réactions 

anaphylactiques mortelles induites par un allergène alimentaire (Bock, Muñoz-Furlong and 

Sampson 2007).  
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Caractéristiques des protéines du lait de vache 

 

Le lait de vache a un taux protéique estimé à environ 35g/L. Ce lait contient plus de 25 

protéines différentes pouvant être réparties dans deux groupes en fonction de leurs propriétés. 

Le lait coagulé (lait caillé) est constitué de protéines qui précipitent sous l’action de la présure 

à pH 4,6. Ces protéines sont les caséines et représentent 80% des protéines totales. Les 20% 

restants correspondent aux protéines contenues dans la fraction soluble, le lactosérum ou petit 

lait (5g/L). Cette fraction contient essentiellement des protéines globulaires solubles dans 

l’eau. La β-lactoglobuline bovine (BLG) et l’alpha-lactalbumine (α-Lac) sont les protéines 

majeures du lactosérum. D’autres protéines provenant du sang sont également présentes 

(sérum albumine bovine (SAB), immunoglobulines et traces de lactoferrine) (Tableau 3).  

Protéines 

(Concentration des Protéines du lait de vache (%)) 

Concentration 

(g/L) 

Masse molaire 

(kDa) 

 

 

Lactosérum 

(20%) 

(Environ 5g/L) 

β-lactoglobuline (10%) 

Bos d 5 

3-4 18,3 

α-Lactalbumine (5%) 

Bos d 4 

1-1,5 14,2 

Immunoglobulines (3%) 

Bos d 7 

0,6-1 150 

Sérum Albumine bovine (1%) 

Bos d 6 

0,1-0,4 66 ,3 

Lactoferrine (traces) 0,09 80 

 

Caséine 

(Bos d 8) 

(80%) 

(Environ 30g/L) 

Caséine α-S1 (32%) 12-15 23,6 

Caséine α-S2 (10%) 3-4 25,2 

Caséine β (28%) 9-11 24,0 

Caséine κ (10%) 3-4 19 

Tableau 3. Principales caractéristiques des protéines et des allergènes (Bos d 4 à 8) du lait de vache 

D’après (Wal 1998, Wal 2002) 

 

La BLG, n’a pas d’homologue dans le lait humain et représente 10 % des protéines du 

lait de vache soit environ 2 à 4 g par litre de lait. Cette protéine est digérée au niveau de 

l’intestin par la trypsine et la chymotrypsine étant donné qu’elle est résistante à la pepsine et 

au pH gastrique.  

L’α-Lac est une protéine globulaire monomérique qui participe à la régulation de la 

galactosyl-transférase responsable de la synthèse du lactose. L’α-Lac bovine présente de 

fortes homologies de séquence et de structure avec le lysozyme du blanc d’œuf de poule, mais 

aussi avec l’α-Lac humaine. 

La fraction caséine entière est constituée par quatre protéines. Les caséines αS1 (23,6 

kDa), αS2 (25,2 kDa), β (24 kDa), et κ (19 kDa) représentent respectivement 32%, 10%, 28% 
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et 10% des protéines totales du lait. Ces protéines montrent peu d’homologie dans leurs 

séquences en acides aminés. Les caséines se lient entre elles pour former des agrégats 

(micelles) en suspension dans le lactosérum. La proportion des différentes caséines par 

rapport au contenu total en caséines est relativement constante dans les micelles (37% de 

caséines αs1 et αs2 et 13% de caséines β et κ). Ces micelles comprennent une partie centrale 

hydrophobe et une couche périphérique hydrophile où le fragment polaire C-terminal de la 

caséine κ est exposé. Les domaines polaires des autres caséines, pouvant lier le calcium 

(caséines αs1, αs2 et β), contiennent des sites de phosphorylation qui sont également 

présentés à la surface des micelles. Les caséines ne sont pas affectées de manière significative 

par les traitements thermiques sévères mais sont très sensibles aux protéases et exopeptidases. 

 Il existe de nombreux variants de chaque protéine (polymorphisme génétique) ce qui 

rend ces protéines très hétérogènes. L’hétérogénéité se caractérise également par l’existence 

de modifications post-traductionnelles.  

 

Caractéristiques des allergènes du lait de vache  

 

Les allergènes du lait de vache nommés Bos dosmesticus (Bos d) 2 à 8 comprennent la 

BLG (Bos d 5), l’α-lac (Bos d 4) et les caséines (Bos d 8), la SAB (Bos d 6) et les 

immunoglobulines (Bos d 7) (Tableau 3). 

 Des études sur une large population d’enfants allergiques au lait de vache ont révélé 

que les allergènes majeurs sont la BLG et la caséine αS1 (Bahna 2002, Ruiter et al. 2007).  

Une étude réalisée par Wal et al. rapporte en effet que les protéines les plus représentées au 

sein du lait de vache sont les plus fréquemment reconnues par les IgE de patients. Les 

caséines, la BLG et l’α-lac sont reconnues par respectivement  65%, 61% et 51% des IgE des 

patients allergiques (Wal et al. 1995). Cette tendance est confirmée dans une étude qui 

indique cependant une augmentation des taux d’IgE spécifiques des caséines par rapport à 

ceux des protéines du lactosérum (65% de reconnaissance des caséines αS1 et αS2, 75% pour 

la caséine β, 48% pour la caséine κ, 36% pour la BLG et 36% pour l’α-lac) (Shek et al. 

2005), illustrant l’importance grandissante des caséines dans le développement de l’allergie 

au lait de vache.  

Les enfants qui guérissent spontanément de leur allergie au lait de vache possèdent des 

IgE spécifiques majoritairement dirigés contre des épitopes conformationnels alors que ceux 

dont l’allergie persiste ont des IgE spécifiques des épitopes séquentiels (Chatchatee et al. 

2001, Vila et al. 2001, Järvinen et al. 2002). 
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Les traitements technologiques appliqués au lait de vache ont la particularité de 

modifier les interactions entre les différentes protéines du lait. Il s’agit le plus souvent de 

traitements thermiques ou de procédés de fermentation (fabrication de fromages ou de 

yaourts). Les différents traitements thermiques comprennent entre autres des procédés de 

cuisson, de pasteurisation (chauffage à 72°C pendant 15 secondes et refroidissement 

immédiat), de stérilisation à Ultra Haute Température (UHT) (chauffage à 140°C pendant 

quelques secondes) ou de séchage (fabrication de poudre de lait).  

La SAB (Bos d 6), les immunoglobulines (Bos d 7) et l’α-Lac (Bos d 4) sont 

thermolabiles et disparaissent si le lait est bouilli. 

La BLG (Bos d 5) est sensible à la température (thermolabile) mais elle peut être protégée du 

fait des intéractions avec la fraction caséine (Bos d 8) qui est thermostable. Cependant, 

différentes études montrent que la capacité de liaison entre la BLG et des IgE de patients 

allergiques n’est pas totalement inhibée par les traitements thermiques. Elle diminue tout de 

même de 50 à 75% par un chauffage à 74°C ou à 92°C de la protéine isolée, mise en solution 

dans de l’eau ou dans du lait (Paajanen et al. 2003). Une autre étude indique que 75 % des 

enfants tolèrent le lait de vache hautement chauffé à une température supérieure de celle de la 

pasteurisation et de l’UHT (176°C et 260°C) (Nowak-Wegrzyn et al. 2008, Kim et al. 

2011). Par ailleurs, une dénaturation totale de la BLG par réduction chimique ne modifie pas 

la capacité de liaison aux IgE et peut même l’augmenter (Sélo et al. 1999) ce qui illustre la 

présence d’épitopes linéaires thermostables qui peuvent éventuellement être démasqués lors 

d’un traitement thermique. 

I.7.2. Facteurs génétiques  

Ces facteurs sont responsables de la prédisposition au développement de maladies 

allergiques. Différentes études indiquent que l’hérédité joue un rôle indiscutable dans 

l’orientation de la réponse allergique. Si l’un des parents ou les deux parents présentent un 

phénotype atopique cela augmente les risques d’être atopique pour la descendance (Ruiz, 

Kemeny and Price 1992). Selon l’étude de la prévalence de l’allergie à l’arachide chez des 

jumeaux, 64% des jumeaux homozygotes partagent cette allergie ce qui souligne l’influence 

du terrain génétique (Sicherer et al. 2000). Des pourcentages de risque ont été établis de 

façon plus générale : le risque pour l’enfant de développer une allergie est de 30 à 50% si l’un 
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des parents est allergique et lorsque ce sont les deux parents, le risque est de 50 à 75% 

(Renauld 2002). 

De nombreuses études  sur le polymorphisme génétique établissent une relation entre 

l’état atopique d’un individu et certaines variations génétiques. Dans une population 

japonaise, le polymorphisme du gène de l’IL-10 a été associé à l’allergie alimentaire 

(Campos Alberto et al. 2008).  D’autres variations ont été impliquées pour d’autres gènes de 

cytokines, en particulier celles produites par les lymphocytes Th2, comme l’IL-4, l’IL-13, 

l’IL-5 et l’IL-9 (Liu et al. 2004, Namkung et al. 2007, Wang et al. 2006). Une étude a mis 

en évidence la relation entre le polymorphisme du gène du facteur de transcription et 

d’activation STAT-6 et l’allergie aux noix (Amoli et al. 2002). Le polymorphisme des gènes 

du CMH classe II joue également un rôle dans l’apparition de l’allergie à l’arachide et aux 

noix (Howell et al. 1998, Hand et al. 2004). Les SNPs (Single nucléotide polymorphisms) 

correspondent à un type de polymorphisme dans lequel deux chromosomes diffèrent par une 

seule paire de base sur un segment donné. Deux SNPs  de la région du gène CD14 associée 

aux maladies atopiques ont été étudiés récemment. L’étude réalisée à partir de 53 patients 

allergiques à l’arachide et 64 patients tolérants, a révélé que les variations dans ces deux SNPs 

sont associées à la présence d’allergie à l’arachide, à l’augmentation des niveaux d’IgE totales 

et à la fréquence d’eczéma chez les patients allergiques (Dreskin et al. 2011). 

I.7.3. Influence de l’âge et du sexe 

On peut également observer des différences liées à l’âge et au sexe de l’individu. La 

Figure 13 présente l’incidence des allergies alimentaires selon l’âge et le sexe (données du 

CICBAA, juin 2009) en France. L’allergie alimentaire apparait comme étant plus fréquente  

chez les enfants de sexe masculin jusqu’à l’âge de 15 ans. Au-delà de cet âge l’incidence est 

plus importante chez les individus de sexe féminin.   

L’âge de l’individu au moment de l’introduction des aliments semble également jouer 

un rôle. Le nouveau-né possède en effet un système digestif immature  capable d’absorber des 

protéines entières (McNeish 1984). Ce processus est nécessaire à  l’acquisition d’une 

immunité passive grâce à l’absorption des immunoglobulines provenant du colostrum de la 

mère (Drozdowski et al. 2010). Cependant  le passage d’une trop grande quantité de 

protéines alimentaires peut induire des allergies alimentaires. Dans ce contexte, les 

recommandations conseillaient la diversification alimentaire à partir de l’âge de 4 mois 



46 

 

(Halken and Høst 2001) et l’introduction des aliments potentiellement allergénique à l’âge 

d’un an. 

 

 

Figure 13: Incidence de l’allergie alimentaire selon le sexe et l’âge 

Données du CICBAA, juin 2009. Disponible sur : http://www.cicbaa.com 

 

Cependant, ces recommandations sont controversées car aucune donnée scientifique 

ne permet de conclure de façon certaine que l’évitement ou l’introduction tardive des aliments 

potentiellement allergéniques réduisent le développement d’allergies chez les nouveaux-nés 

considéres à risque ou chez ceux qui ne présentent pas de risques (European Food Safety 

Authority (EFSA), 2009). Les recommandations actuelles préconisent ainsi une 

diversification alimentaire et l’introduction des aliments potentiellement allergéniques à partir 

de l’âge de 6 mois.  

Des données de la littérature ont d’ailleurs mis en évidence des relations entre 

l’introduction tardive de l’aliment et le développement d’allergies. Par exemple, l’étude de Du 

Toit et al, rapporte que la prévalence de l’allergie à l’arachide était dix fois plus faible chez 

des enfants israéliens âgés de 8 à 14 mois qui consomment de l’arachide alors que les enfants 

britanniques du même âge n’en consomment pas (Du Toit et al. 2008). L’étude de Koplin et 

al, rapporte que l’introduction d’œufs cuits à l’âge de 4 à 6 mois pourrait avoir des effets 

protecteurs contre le développement de l’allergie aux  œufs (Koplin et al. 2010). 

I.7.4. Influence de l’environnement  

L’augmentation importante de l’incidence de l’allergie alimentaire ne peut être 

expliquée uniquement par des facteurs génétiques. Plusieurs études indiquent qu’en plus du 

http://www.cicbaa.com/
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terrain génétique, des paramètres de l’environnement peuvent moduler l’apparition de 

réactions allergiques. 

I.7.4.1. Facteurs épigénétiques 

L’épigénétique concerne l’étude des modifications transmissibles et réversibles de 

l’expression des gènes, sans altération des séquences nucléotidiques. Cette discipline analyse 

l’influence de l’environnement cellulaire ou physiologique sur la régulation de l’expression 

ou l’inactivation des gènes. Selon les données publiées par Prescott et Saffery (Prescott and 

Saffery 2011) différentes études suggèrent qu’il existe de nombreux facteurs 

environnementaux qui agissent sur le développement du système immunitaire du fœtus durant 

la grossesse en étant capables d’induire des modifications épigénétiques stables pouvant être 

transmises aux générations suivantes (Figure 14).  

 

Figure 14 : Facteurs environnementaux impliqués dans la programmation du système immunitaire 

Extrait de (Prescott and Saffery 2011) 

 

 Ces facteurs regroupant l’exposition aux bactéries, le régime alimentaire mais aussi la 

pollution (fumée de cigarette, diésel, pesticides…) ont été mis en relation avec l’épidémie de 

maladies allergiques. Les suppléments alimentaires comme les folates (donneurs de 

groupement méthyle) ont également été mis en cause dans une étude où leur administration 

chez la souris augmentait les réactions allergiques touchant les voies respiratoires 

(Hollingsworth et al. 2008). Ces facteurs peuvent également agir sur la période post-natale et 

affecter le développement de réactions allergiques. Ces changements peuvent être transmis à 

la génération suivante ce qui peut amplifier les risques allergiques (Prescott 2011). Des 

études indiquent que la réduction de la stimulation bactérienne et de la diversité du microbiote 
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intestinal durant l’enfance pourrait être associée au maintien de la méthylation du gène de 

l’IFN-γ au niveau des lymphocytes T naïfs diminuant ainsi la sécrétion de cette cytokine de 

type Th1 avec un risque associé d’augmentation des réponses allergiques (Vuillermin et al. 

2009). D’autres études récentes ont mis en évidence l’importance de l’interaction  gènes-

environnement dans le processus de sensibilisation aux aliments. L’étude réalisée sur 970 

enfants a observé que les enfants qui avaient été nourris (n = 739) au sein avaient 1,5 fois plus 

de risques de sensibilisation par rapport aux enfants non allaités (n = 231). Cependant l’étude 

révèle que l’allaitement représente un facteur de risque selon le génotype des enfants. Il 

apparait que les effets de l’allaitement sur la sensibilisation aux aliments sont modifiés par le 

polymorphisme génétique associé à certains gènes (IL-12, TL-9 et TSLP : Thymic Stromal 

Lymphopoietin) (Hong et al. 2011). 

I.7.4.2. Influence de l’allaitement 

Certaines études indiquent que l’allaitement pourrait aider à prévenir le 

développement de maladies allergiques en stimulant la maturation du tractus gastro-intestinal, 

c’est pourquoi l’allaitement est préconisé en tant que stratégie de prévention (Szajewska 

2012). 

Une étude réalisée sur 750 enfants souffrant de dermatite atopique a observé que 

l’augmentation de la durée de l’allaitement en plus de la diversification alimentaire tardive, 

diminue les risques de dermatite atopique chez l’enfant (Farajzadeh et al. 2011). Cependant, 

Purvis et al ont démontré que la durée de l’allaitement était associée à une augmentation de la 

dermatite atopique chez les enfants néo-zélandais agés de 3,5 ans (Purvis et al. 2005). Une 

autre étude réalisée au japon a observé que le lait maternel augmentait légèrement le risque de 

dermatite atopique (Nakamura et al. 1999). De ce fait, les effets protecteurs de l’allaitement 

sont encore discutés car des études rapportent des effets protecteurs, d’autres n’observent 

aucun effet et certaines observent des effets aggravants. 

Selon les travaux de Verhasselt et al. à l’aide de modèles souris, certains éléments du 

lait maternel, non retrouvés dans les laits artificiels, pourraient lui conférer un rôle protecteur 

dans le développement d’une allergie alimentaire en favorisant l’induction de la tolérance 

orale. Ces éléments (antigènes alimentaires, anticorps spécifiques, TGF-β, IL-10…) sont 

capables d’agir directement sur le système immunitaire du nouveau-né (Verhasselt 2010b). 

D’autres facteurs comme les oligosaccharides peuvent stimuler le développement du 
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microbiote intestinal et donc indirectement la maturation du système immunitaire (Verhasselt 

2010a). 

I.7.4.3. L’hypothèse hygiéniste   

La théorie hygiéniste, proposée en 1989 par David Strachan, un épidémiologiste 

anglais, suggère que les facteurs influençant les conditions d’une exposition aux 

microorganismes pathogènes comme la taille de l’habitat, les installations sanitaires, l’ordre 

de naissance et l’utilisation d’antibiotiques peuvent expliquer l’augmentation de la prévalence 

des maladies atopiques comme l’eczéma, le rhume des foins ou l’asthme, dans les pays ayant 

adoptés un style de vie moderne (Strachan 1989). Différentes études renforcent cette théorie. 

Par exemple, l’exposition à des pathogènes comme Helicobacter pylori ou Mycoplasma 

tuberculosis est associée à une diminution de l’incidence des maladies allergiques (Ege et al. 

2011, Bach 2002, Feary, Britton and Leonardi-Bee 2011). Un autre facteur protecteur 

concerne le fait de grandir dans un environnement fermier, incluant la consommation de lait 

cru et des contacts avec les animaux fermiers comme les vaches (von Mutius and Vercelli 

2010). L’effet protecteur de cet environnement semble être du à la présence d’une multitude 

de variétés de microorganismes augmentant l’exposition aux bactéries de l’environnement 

(Ege et al. 2011). L’ensemble de ces résultats montrent que la réduction de l’exposition aux 

bactéries environnementales causées par les conditions d’hygiène strictes appliquées dans les 

pays industrialisés, peut contribuer à l’augmentation de l’incidence des maladies médiées par 

le système immunitaire comme les allergies (Wills-Karp, Santeliz and Karp 2001). Les 

observations de Bach  (Figure 15) montrent cependant une augmentation de l’incidence des 

maladies inflammatoires induites par des réponses de type Th1 et Th17 en même temps que 

l’augmentation des maladies induites par des réponses de type Th2 (allergie). Ces données 

indiquent l’existence d’un déséquilibre important au niveau du système immunitaire. 
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Figure 15: Evolution de l’incidence des infections et des maladies autoimmunes et allergiques dans les 

pays industrialisés durant les quatre dernières décennies  

D’après (Bach 2002) 

 

 

L’hypothèse hygiéniste prenant en compte les bactéries commensales du microbiote 

intestinal qui représente un écosystème important (cf partie 2) a donné naissance à 

l’hypothèse du microbiote ou « microflora hypothesis » qui suggère que la diminution de 

l’exposition à des microorganismes due au style de vie (changements de régime, utilisation 

d’antibiotiques…) entraîne la constitution d’un microbiote intestinal sous-développé qui 

retarde la maturation du système immunitaire. Par conséquent, l’augmentation de la 

prévalence des allergies serait due à l’interruption des séquences d’évènements conduisant 

normalement au développement de la tolérance immunologique (Noverr and Huffnagle 

2005). Cette hypothèse est basée sur le fait que pendant la grossesse les profils de réponse 

(mère et fœtus) sont orientés vers un phénotype Th2 permettant au fœtus d’être toléré par la 

mère. Cette orientation en faveur du profil Th2 favorise cependant, le développement d’une 

réponse allergique à la naissance. Dès la naissance, le nouveau-né est exposé aux bactéries, 

virus et parasites provenant de l’environnement. Cette exposition va permettre l’établissement 

du microbiote intestinal. La colonisation bactérienne stimule la maturation du système 

immunitaire via la production de LTh1 permettant à l’enfant de lutter contre des agents 

pathogènes mais aussi de cellules régulatrices permettant d’assurer le maintien de l’intégrité 

de l’organisme. Cette hypothèse est également corroborée par le fait que l’utilisation 

d’antibiotiques au cours des périodes précoces du développement pouvant altérer le 

microbiote intestinal est associée à une  augmentation du risque d’allergie (McKeever et al. 

2002). Les relations étroites entre le microbiote intestinal et le développement des allergies 

alimentaires seront définies au cours des chapitres suivants. 

 

II. LE MICROBIOTE INTESTINAL  

II.1. DEFINITION 

Les mammifères vivent en permanence une relation symbiotique avec des bactéries 

dites commensales du fait de leur capacité à coloniser les revêtements cutanéo-muqueux d’un 

hôte sans entrainer de désordres. L’écosystème formé par ces microorganismes résidents est 
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appelé microbiote (anciennement microflore ou flore). L’organisme humain est caractérisé par 

la présence de nombreux microbiotes qui agissent sur sa santé (Figure 16). 

 

Figure 16: Les différents écosystèmes bactériens (microbiotes) associés à l’être humain 

 

 Le microbiote intestinal désigne l’ensemble de la population de microorganismes 
 

vivant au sein du tractus gastro-intestinal en accord avec l’hôte. Il est composé de nombreuses 

espèces bactériennes, et est de loin le microbiote le plus peuplé et le plus complexe (Raibaud 

and Ducluzeau 1989). Le tractus gastro-intestinal, constitue en effet un site attractif pour la 

colonisation bactérienne, du fait de sa grande surface de contact et sa richesse en molécules 

pouvant être utilisées en tant que « nutriments » par les microorganismes. Ces bactéries 

entretiennent une relation en équilibre avec les cellules intestinales de l’hôte ainsi qu’avec les 

nombreuses substances qui transitent au sein du tractus gastro-intestinal. 

II.2. MÉTHODE D’ANALYSE DU MICROBIOTE INTESTINAL 

II.2.1. Méthodes basées sur la culture 

Le microbiote intestinal, et en particulier le microbiote fécal, a d’abord été étudié à 

l’aide de techniques de culture in vitro notamment grâce au développement de techniques 

permettant l’anaérobiose (culture en absence d’oxygène). D’autres progrès permettant 

l’amélioration des conditions de culture ont permis d’isoler et de répertorier de nombreuses 
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espèces dominantes du microbiote fécal selon les règles de la taxonomie classique 

(Zoetendal, Rajilic-Stojanovic and de Vos 2008) englobant  la classification, la 

nomenclature et l’identification. 

Ces techniques sont cependant limitées dans leur capacité à distinguer des bactéries de 

différents groupes phylogénétiques. Une autre difficulté réside dans le fait que la majorité des 

bactéries du microbiote appartiennent à des espèces anaérobies strictes. Plus de 80% des 

bactéries du microbiote ne peuvent être cultivées en laboratoire (Eckburg et al. 2005). Le 

manque de données sur les conditions de croissance de certaines bactéries,  la sélectivité des 

milieux utilisés ainsi que le stress dû aux conditions de culture sont d’autres limites qui 

s’ajoutent aux difficultés liés à la simulation des interactions entre les bactéries et les autres 

microorganismes ou les cellules de l’hôte (Stanghellini et al. 2010). Ces limites ont poussé 

les microbiologistes à se tourner vers des méthodes d’analyse indépendantes de la culture.  

II.2.2. Les méthodes moléculaires  

Les techniques moléculaires ont tout d’abord été utilisées en écologie microbienne 

dans le but de caractériser des bactéries appartenant à des communautés complexes (milieu 

marin, sol) (Sekirov et al. 2010).  

Ces techniques sont basées sur l’utilisation de l’ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) 

bactérien en tant que marqueur de la diversité génétique. En effet, le gène codant l’ARNr 16S 

(ADNr 16S) présente différentes caractéristiques intéressantes. En plus de sa petite taille 

(environ 1,5kb), il est présent chez toutes les bactéries et comporte des séquences très 

conservées qui permettent d’identifier des bactéries appartenant aux mêmes groupes 

phylogénétiques et aussi des séquences variables qui permettent de distinguer des espèces et 

des souches bactériennes (Figure 17).  
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Figure 17: Représentation de la structure du gène codant l’ARN ribosomal 16S bactérien  
 

Le gène de l’ARN 16S de la sous-unité du ribosome bactérien possèdent des régions 

conservées et des régions variables (V1 à V8). Extrait de (Peterson et al. 2008) 

        

La plupart des méthodes indépendantes de la culture sont basées sur l’analyse 

comparative de l’ARNr 16S. La revue publiée par Serikov et al. en 2010 (Sekirov et al. 

2010) présente différentes techniques indépendantes de la culture comportant chacune des 

avantages et des limites. Parmi les méthodes basées sur l’analyse de l’ARNr 16S, on retrouve 

entre autres, les méthodes de séquençage, les méthodes d’empreintes (électrophorèse en 

milieu dénaturant), les puces à ADN, la PCR quantitative et l’hybridation in-situ couplée à la 

cytométrie en flux (FISH : Fluorescent In-Situ Hybridization). Ces méthodes permettent 

d’évaluer la composition mais ne donnent pas d’informations concernant les fonctions de ce 

microbiote. La compréhension de ce réseau complexe a nécessité le développement de 

nouvelles approches basées sur la métagénomique, se référant à l’étude des génomes de 

l’ensemble des organismes présents dans un échantillon.  

II.2.2.1. Les méthodes d’empreintes 

Ces méthodes regroupent des techniques qui permettent d’obtenir le profil des 

séquences d’ADN de la communauté bactérienne contenue dans un échantillon. Elles 

permettent donc de comparer des échantillons en fonction des différences de profils 
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observées. Elles nécessitent au préalable une étape d’amplification de l’ADNr 16S par la 

technique de PCR (Polymerase Chain Reaction). Les séquences ainsi amplifiées sont ensuite 

séparées sur un gel d’acrylamide en conditions dénaturantes en fonction de leur composition 

en bases G + C. Le résultat de la migration sur gel permet d’observer des bandes distinctes 

correspondant à chaque séquence ce qui permet de visualiser la diversité bactérienne.  

La dénaturation peut être effectuée par un gradient chimique (Denaturating Gradient 

Gel Electrophoresis : DGGE) ou un gradient thermique (Temporal Temperature Gradient gel 

Electrophoresis : TTGE).  Des outils statistiques peuvent être utilisés pour calculer les 

différences entre les profils et donc repérer des changements en fonction des conditions. Elles 

sont d’ailleurs utilisées de façon courante pour comparer la diversité bactérienne au sein de 

différents échantillons et suivre les variations en fonction de certaines conditions (temps, 

traitement). Ces méthodes sont rapides et relativement peu coûteuses. Cependant, elles sont 

limitées dans l’apport d’informations phylogénétiques. 

II.2.2.2. L’hybridation in situ couplée à la cytométrie en flux 

Cette technique (FISH) utilise des sondes oligonucléotidiques fluorescentes fabriquées 

pour s’hybrider avec des séquences d’ARNr 16S uniques pour le groupe bactérien ciblé. 

L’analyse des résultats s’effectue à l’aide de la cytométrie en flux. Le choix des sondes 

permet de distinguer le niveau phylogénétique, par exemple des bactéries de la même espèce 

ou la même souche. Une étude rapporte qu’un ensemble de 15 sondes permettrait de 

caractériser environ 90% des bactéries d’un microbiote intestinal normal (Harmsen et al. 

2002). Cette technique quantitative est utilisée comme outil en recherche clinique pour 

comparer la composition du microbiote intestinal d’individus sains et malades notamment 

dans le cas de l’atopie (Kalliomäki et al. 2001). 

II.2.2.3. La PCR quantitative (qPCR) 

Cette technique  utilise des amorces spécifiques qui ciblent des groupes de bactéries 

pour l’amplification par PCR de l’ADNr 16S extrait de l’échantillon. Cela permet d’évaluer la 

quantité des bactéries recherchées par rapport au total.  

Comme la FISH, cette technique  permet l’identification de bactéries recherchées à 

l’aide de sondes spécifiques et pose donc des limites dans le cas de l’identification de 

nouvelles espèces bactériennes. 
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II.2.2.4. Les méthodes de séquençage 

Ces méthodes permettent une analyse globale du microbiote intestinal. Elles sont 

cependant coûteuses et l’exploitation des données requièrent une longue analyse 

bioinformatique. 

II.2.2.4.a.  La technique de séquençage complet  

La technique de séquençage complet (Full-lenght 16S rRNA sequencing) permet 

d’analyser la diversité des bactéries en classant les séquences d’ARNr 16S en unités 

taxonomiques opérationnelles (OTU : Operational Taxonomic Units) selon le pourcentage 

d’identité de séquences.  

Les OTU sont des indicateurs des différents niveaux de résolution taxonomique. Ainsi, 

les OTU rassemblant des séquences comportant 99% de similarité désignent une souche 

bactérienne. Des pourcentages supérieurs ou égaux à 97%, 95% et 90%  indiquent 

respectivement, une espèce, un genre et une famille.  

II.2.2.4.b. La technique de pyroséquençage  

 Cette technique de séquençage à haut débit utilisée pour amplifier des régions 

variables ciblées dans le gène de l’ARNr 16S apporte une meilleure résolution taxonomique. 

Elle permet de séquencer en quatre heures environ 25 millions de bases avec 99% 

d’exactitude. L’utilisation d’amorces définies par un code barre servant à suivre certaines 

séquences spécifiques d’un échantillon permet de séquencer plusieurs échantillons en même 

temps. 

II.2.2.5. La métagénomique  

Cette technique implique le séquençage de l’ensemble des séquences d’ADN contenus 

dans un échantillon suivi d’une analyse bioinformatique permettant d’identifier les bactéries 

ainsi que les gènes présents.  Ces informations peuvent être utilisées pour distinguer les 

caractéristiques fonctionnelles et le rôle biologique du microbiote intestinal dans des 

conditions normales ou pathologiques.  

La complexité du génome associé au microbiote intestinal (microbiome) a été 

rapportée par différentes études et cela a conduit à l’établissement du concept de « super-

organe ». Une étude basée sur l’analyse du microbiome intestinal a révélé des différences de 

fonctions et des variations interindividuelles dans la composition en gènes chez des enfants en 
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bas-âge. Cependant, l’analyse chez des enfants sevrés et chez des adultes montre l’existence 

de fonctions redondantes (Kurokawa et al. 2007). Ces résultats indiquent que le microbiote 

intestinal est constitué de noyaux fonctionnels. Cette technique a également été utilisée pour 

démontrer que la déviation de poids observée chez les souris obèses par rapport à des souris 

normales est corrélée avec la perte de plusieurs noyaux fonctionnels (Turnbaugh et al. 

2008). Elle est cependant limitée par le nombre de séquences génomiques disponibles dans les 

banques de données. 

II.3. COMPOSITION DU MICROBIOTE INTESTINAL  

Le nombre de microorganismes constituant ce microbiote est estimé à environ 10
14

, ce 

qui représente 10 fois le nombre total de cellules du corps humain (Savage 1977, Whitman, 

Coleman and Wiebe 1998, Ley, Peterson and Gordon 2006). D’après Schloss et 

Handelsman, le microbiote intestinal humain est composé de bactéries appartenant à plus de 

50 groupes phylogénétiques (phyla) (Schloss and Handelsman 2004). Cependant, la 

composition dominante comprend deux phyla majeurs : Firmicutes et Bacteroidetes. Des 

proportions moins importantes sont retrouvées pour d’autres phyla comme Actinobacteria et 

Proteobacteria qui restent tout de même majoritaires par rapport à des phyla comme 

Verrucomicrobia, Fusobacteria ou Cyanobacteria (Eckburg et al. 2005). Les Firmicutes 

regroupent surtout les espèces anaérobies à Gram positif, très sensibles à l’oxygène et les 

Bacteroidetes correspondent aux bactéries anaérobies à Gram négatif. Les mêmes phyla sont 

présents le long du tractus gastro-intestinal avec des variations de proportion en fonction du 

compartiment de ce tractus : on observe en effet, un gradient de concentration croissant dans 

le sens oral-anal (Figure 18). 

L’œsophage contient un microbiote principalement transitoire mais une étude révèle 

l’existence d’un microbiote résident dans sa partie distale avec une majorité de bactéries 

appartenant aux phyla Firmicutes (Streptococcus et Veillonella) et Bacteroidetes (Prevotella) 

(Pei et al. 2004). 
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Figure 18: Le microbiote associé au tractus gastro-intestinal humain 

D’après (Coudeyras and Forestier 2010) 

 

La quantité de bactéries présentes dans l’estomac a été estimée à environ 10
4
 colonies 

formant des unités (CFU) par gramme de contenu digestif.  Ces bactéries doivent supporter 

des conditions de pH très acide. Les Protéobactéries sont les composants majoritaires. Le 

genre Helicobacter Pylori est dominant mais d’autres genres comme Escherichia ou 

Acinetobacter sont également présents (Bik et al. 2006). Les phyla Firmicutes 

(Streptococcus), Bacteroidetes (Prevotella) et Actinobacteria (Rothia) sont aussi représentés.  

L’important péristaltisme associé à l’intestin grêle est responsable de la diminution de 

la teneur en oxygène le long de ce compartiment et de sa disparition dans sa partie distale 

induisant ainsi des conditions d’anaérobiose. A l’inverse, le niveau de colonisation 

bactérienne augmente rapidement. Ainsi, on retrouve environ 10
3
 à 10

4
 colonies formant des 

unités (CFU) par gramme de contenu dans le duodénum, environ 10
5 

à 10
7
 dans le jéjunum et 

environ 10
7
 à 10

8
 dans l’iléon. Le microbiote résident associé au duodénum et au jéjunum est 

proche de celui de l’estomac.  

Il est constitué de bactéries aérobies-anaérobies facultatives. Le genre Streptococcus est 

prédominant mais on retrouve également des lactobacilles et des entérocoques appartenant 

également au phylum Firmicutes. Des bactéries anaérobies strictes appartenant aux genres 

Bacteroides (phylum Bacteroidetes) et Clostridium (phylum Firmicutes) sont également 
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représentées (Coudeyras and Forestier 2010). Le microbiote associé à l’iléon est beaucoup 

plus diversifié et proche de celui du colon. Il est composé en majorité par des bactéries 

anaérobies strictes, largement représentées par les genres Bacteroides et  Clostridium. 

D’autres genres bactériens sont retrouvés comme les bifidobactéries (phylum Actinobacteria), 

les lactobacilles, les entérobactries (phylum Proteobacteria) et les entérocoques. 

 La population bactérienne la plus dense est retrouvée au niveau du colon (10
10

à 10
12

 

CFU/g de contenu) qui est dépourvu d’oxygène. Elle représente 35 à 50% du volume du 

contenu du colon humain (Cummings, Gibson and Macfarlane 1989) et contient 70% des 

microorganismes du corps humain (Whitman et al. 1998, Ley et al. 2006). Le phylum 

Bacteroidetes est le plus souvent représenté par des espèces appartenant au sous-groupe 

Bacteroidetes fragilis comme par exemple Bacteroidetes vulgatus. Le phylum Firmicutes 

rassemble des bactéries appartenant aux genres Clostridium, Eubacterium et Ruminococcus. 

Ce phylum représente à lui seul une part importante du microbiote dominant (environ 2/3) et 

regroupe également des bactéries appartenant aux populations sous-dominantes. Par exemple, 

le groupe Clostridium leptum incluant l’espèce Faecalibacterium prausnitzii fait partie des 

populations dominantes et les bactéries anaérobies facultatives appartenant aux genres 

Lactobacillus et Enterococcus appartiennent aux populations sous-dominantes. On retrouve 

également le phylum Actinobacteria avec  notamment les genres Bifidobacteria et Atopobium 

et le phylum Proteobacteria avec les entérobactéries (Escherichia coli) (Coudeyras and 

Forestier 2010). 

L’estimation du nombre d’espèces bactériennes contenues dans le microbiote 

intestinal est comprise entre 500 et 1000 selon les études (Xu and Gordon 2003). Cependant 

une analyse récente impliquant de nombreux sujets indique que le microbiote intestinal 

humain pourrait être composé de plus de 35000 espèces bactériennes (Frank et al. 2007). 

L’analyse de la composition du microbiote intestinal étant dépendante de la technique utilisée, 

ces résultats montrent qu’il pourrait exister un grand nombre de bactéries non identifiées peut-

être à cause de leur faible proportion ou des difficultés liées aux prélèvements nécessaires aux 

analyses. En effet, l’accès à certaines zones du tractus gastro-intestinal reste délicat et peut 

parfois nécessiter des manipulations invasives comme les coloscopies ou les biopsies.  

Cela explique pourquoi l’analyse de la composition du microbiote intestinal est souvent basée 

sur l’étude du microbiote fécal même si plusieurs études montrent qu’il existe des différences 

avec la composition du microbiote associé au colon (Marteau et al. 2001, Zoetendal et al. 

2002). Cette différence est principalement liée à la proportion des bactéries aérobies-

anaérobies facultatives qui sont pratiquemment absentes des fèces par rapport au contenu 
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colique. Cependant la quantité de bactéries pour la plupart  anaérobies strictes retrouvée dans 

les fèces, est similaire à celle retrouvée au niveau du colon (environ 10
11

 CFU/g de contenu). 

Les genres les plus représentés sont Bacteroides, Eubacterium, Faecalibacterium, 

Clostrisdium, Peptostreptococcus, Ruminococcus, Bifidobacterium et Propionobacterium. 

Les genres Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus et les entérobactéries représentent des 

proportions plus faibles (Coudeyras and Forestier 2010). 

II.4. ORIGINE ET DÉVELOPPEMENT DU MICROBIOTE 

INTESTINAL 

L’établissement du microbiote intestinal résulte de diverses séquences de colonisation 

bactérienne. Au moment de la naissance, le nouveau-né quitte un environnement stérile 

(utérus) et se retrouve exposé à de nombreuses bactéries provenant de sa mère (microbiotes 

vaginal, intestinal et cutané) et de son environnement immédiat (milieu hospitalier ou autre, 

personnel hospitalier, entourage…).  

En effet, dès la rupture des membranes fœtales, les bactéries envahissent le nouveau-

né et colonisent les surfaces en contact avec l’extérieur (McLoughlin and Mills 2011).  Les 

bactéries sont détectables dans les fèces quelques heures après la naissance (Del Chierico et 

al. 2012). Le niveau de colonisation de l’intestin du nouveau-né est estimé à 10
8 

à 10
11

 UFC/g 

de fèces, 48 heures après sa naissance (Gothefors 1980, Campeotto et al. 2007).  

Le tractus gastro-intestinal est d’abord colonisé par les bactéries aérobies et anaérobies 

facultatives. En consommant l’oxygène, ces bactéries, permettent la colonisation par des 

bactéries anaérobies strictes (Vael and Desager 2009).  

En effet, des études indiquent qu’en général, les nouveaux-nés sont premièrement 

colonisés par des entérobactéries (Escherichia coli), des staphylocoques, des entérocoques 

(Enterococcus faecalis), des streptocoques et des lactobacilles qui semblent créer un 

environnement réduit favorable à l’établissement deux à trois jours après la naissance des 

bactéries appartenant à des genres comme Bacteroides, Bifidobacterium et Clostridium ainsi 

que les lactobacilles supportant mal l’oxygène (Favier et al. 2002, Coudeyras and Forestier 

2010).  

La composition du microbiote se diversifie en fonction de différents paramètres 

comme l’allaitement et se stabilise après la diversification du régime alimentaire. 

L’équivalent du microbiote adulte est atteint en moyenne à l’âge de deux ans (Leclerc et al. 
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2007). Une fois établie, la composition du microbiote est spécifique à l’hôte (Zoetendal, 

Akkermans and De Vos 1998, Vanhoutte et al. 2004) et relativement stable (Seksik et al. 

2003) dans des conditions normales. Des études indiquent que le vieillissement entraîne un 

déclin des bifidobactéries en faveur des entérobactéries (van Tongeren et al. 2005, 

Woodmansey 2007) ainsi qu’une diminution des Bacteroidetes également (Mariat et al. 

2009). Cette diminution des bifidobactéries peut avoir un impact sur la santé du sujet âgé car 

ces bactéries sont impliquées dans la stimulation du système immunitaire et dans les 

processus métaboliques, ce qui pourrait en partie expliquer les problèmes de malnutrition des 

sujets âgés (Guigoz, Doré and Schiffrin 2008).  

L’établissement du microbiote intestinal est régulé par différents facteurs. Il implique 

des interactions hôte-bactéries déterminées par différents paramètres permettant la 

colonisation des surfaces épithéliales par certains microorganismes. Parmi ces paramètres, on 

retrouve les mécanismes qui permettent l’adhérence bactérienne aux surfaces, les facteurs 

permettant la survie des microorganismes dans l’environnement colonisé (pH, nutriments, 

oxygène) et l’interférence bactérienne qui permet une compétition entre les bactéries 

aboutissant ainsi à l’inhibition de l’une d’elles (Guédiche 1990). De ce fait, pour qu’une 

bactérie s’implante, il est nécessaire qu’elle trouve les facteurs appropriés au sein du tractus 

gastro-intestinal de l’hôte. 

II.5. FACTEURS AGISSANT SUR LA COLONISATION 

BACTÉRIENNE 

 La composition du microbiote intestinal est influencée par divers facteurs liés à l’hôte 

(terrain génétique, âge, état de santé), à la composition du régime alimentaire et aux 

circonstances environnementales (contamination par les pathogènes, antibiothérapies, 

chimiothérapie, climat, stress…). Le déroulement de la colonisation du tractus intestinal 

présente deux périodes critiques : la période comprise entre la naissance et la diversification 

du régime alimentaire et la période autour de cette diversification. En effet, le mode 

d’accouchement (voie basse vs césarienne), le mode d’alimentation du nouveau-né 

(allaitement vs formule infantile) l’environnement durant l’accouchement, les traitements 

antibiotiques et les conditions d’hygiène sont également des facteurs qui agissent sur la 

variabilité de la colonisation du microbiote intestinal (Putignani et al. 2010). 



61 

 

II.5.1. Influence du terrain génétique 

Malgré le fait que le nouveau-né se retrouve confronté à une multitude de 

microorganismes à la naissance, son tractus gastro-intestinal ne sera colonisé que par 

certaines bactéries capables d’interagir de façon symbiotique avec l’hôte. L’influence du 

terrain génétique sur la modulation de la colonisation bactérienne a été mise en évidence par 

l’observation de l’importante similarité entre des microbiotes provenant de jumeaux. 

Différentes études rapportent en effet  que les similarités au niveau de la composition du 

microbiote intestinal sont liées au degré de similitude du terrain génétique (Hoeksma and 

Winkler 1963, Van de Merwe, Stegeman and Hazenberg 1983, Stewart, Chadwick and 

Murray 2005, Zoetendal et al. 2001).  

II.5.2. Influence du terme de naissance 

Le microbiote intestinal des nouveau-nés prématurés est moins diversifié et présente 

un retard d’implantation, notamment pour les espèces anaérobies strictes, comparé à celui des 

nouveau-nés à terme (Campeotto et al. 2007).  

Ce retard peut s’expliquer par le fait que les enfants prématurés naissent souvent par 

césarienne et qu’ils nécessitent parfois une lourde prise en charge (soins intensifs, 

antibiotiques) associée à un environnement protégé qui les sépare de toute source de 

microorganismes. De plus, en fonction du terme de naissance, le mucus de l’intestin du 

nouveau-né présente des variations du degré de maturité (Lorenz 2001) ce qui peut moduler 

la colonisation bacterienne. 

II.5.3. Influence du mode d’accouchement  

Le mode d’accouchement influence fortement les conditions de la colonisation du 

tractus gastro-intestinal du nouveau-né. Des études rapportent que les enfants nés par 

césarienne présentent une composition du microbiote différente de celle des enfants nés par 

voie basse. De plus, la population bactérienne du microbiote intestinal des enfants nés par 

voie basse est semblable à celle du microbiote vaginal de leur mère tandis que le microbiote 

intestinal des enfants nés par césarienne présente des similitudes avec le microbiote cutané de 
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la mère (Huurre et al. 2008, Reid et al. 2011, Biasucci et al. 2010, Dominguez-Bello et al. 

2010). Les enfants nés par césarienne présentent en général un retard de colonisation par les 

lactobacilles, les bifidobactéries et les Bacteroides associé à une colonisation par des 

Clostridium plus rapide et plus intense par rapport aux enfants nés par voie basse.  

II.5.4. Influence de l’alimentation  

La composition chimique du régime alimentaire apparait avoir un rôle déterminant 

pour la définition du microbiote intestinal du tractus gastro-intestinal immature (Poroyko et 

al. 2011). Chez les enfants nourris au sein, la population bactérienne est plus uniforme et plus 

stable que celle des enfants nourris avec des formules infantiles (Le Huërou-Luron, Blat 

and Boudry 2010). Un enfant né à terme et nourri au sein possède un microbiote intestinal au 

sein duquel les lactobacilles et les bifidobactéries prédominent par rapport à d’autres bactéries 

potentiellement pathogènes alors que des coliformes de Bacteroides et d’entérocoques 

prédominent chez les enfants nourris avec des formules infantiles (deLaCochetière et al. 

2007, Bezirtzoglou, Tsiotsias and Welling 2011). 

 

Par ailleurs, une étude publiée par Francavilla et al. en 2012, a évalué les effets du 

lactose sur la composition du microbiote intestinal. Cette étude a comparé des enfants 

allergiques au lait de vache ayant reçu un hydrolysat sans lactose pendant deux mois, puis les 

deux mois suivants, le même hydrolysat supplémenté en lactose. Les résulats révèlent que 

l’addition de lactose à une formule d’hydrolisats extensifs est capable de moduler la 

composition du microbiote intestinal en augmentant le taux de lactobacilles et de 

bifidobactéries et en diminuant le taux de Bacteroides, Prevotella et Clostridium (Francavilla 

et al. 2012).  

 La diversification du régime alimentaire étant une période critique, les 

caractéristiques des aliments consommés notamment leur teneur en bactéries et en nutriments, 

pourront influencer la variabilité du microbiote intestinal. Par exemple, le microbiote 

intestinal des individus végétariens ne semble pas contenir le groupe Faecalibacterium 

prausnitzii qui peut être associé à une consommation plus importante de viandes et de 

poissons (Hayashi, Sakamoto and Benno 2002).  

D’autres études mettent en évidence l’influence de l’alimentation. Par exemple, il a été 

observé dans une étude que la restriction calorique progressive induisant une perte de poids 
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chez le sujet obèse est corrélée à une diminution du taux de bactéries du sous-groupe 

Roseburia – Eubacterium rectale sans affecter les taux de Clostridium ou de Bacteroides 

(Duncan et al. 2007). D’autre part, la consommation d’aliments dits fonctionnels du fait de 

leur contenu en probiotiques, prébiotiques ou en protéines bioactives (lactoferine) a également 

été décrite comme étant capable de modifier la composition du microbiote intestinal (Prakash 

et al. 2011). 

II.5.5. Influence des traitements médicamenteux 

L’antibiothérapie est le principal facteur de risque associé à l’altération du microbiote 

intestinal. Le manque de spécificité attribué à certains antibiotiques peut être responsable de 

divers désordres notamment au niveau des différents microbiotes d’un organisme. Une étude 

a observé que les traitements à base d’antibiotiques réduisent la diversité du microbiote fécal 

des nouveau-nés et retardent la colonisation par des espèces, considérées comme ayant des 

effets bénéfiques, telles que les lactobacilles et les bifidobactéries. De plus, ces traitements 

durant les premiers mois de vie favorisent la colonisation par des pathogènes opportunistes 

résistant aux antibiotiques (Bonnemaison et al. 2003).  

Une étude chez le rat a montré qu’un traitement à base d’amoxicilline durant la période du 

sevrage affecte la maturation de 10 à 30% des gènes impliqués dans la fonction de barrière 

intestinale, ces effets étant dus à l’altération du microbiote intestinal (Schumann et al. 2005). 

D’autres médicaments comme les anti-acides, les inhibiteurs des pompes à protons, ou les 

anti-inflammatoires non stéroïdiens peuvent modifier l’environnement intestinal et donc 

perturber l’équilibre au sein du microbiote (Huffnagle 2010). 

II.5.6. Influence des conditions d’hygiène   

L’établissement du microbiote intestinal dépend du degré d’exposition aux bactéries. 

Cela explique pourquoi en général, le processus d’établissement du microbiote intestinal est 

différent entre des enfants nés dans les pays émergents par rapport aux pays industrialisés.  

Au cours des dernières décennies, la colonisation précoce par les entérobactéries 

semble avoir fortement diminué dans les pays industrialisés en faveur de la colonisation par 

les staphylocoques (Adlerberth et al. 2006). Les procédures strictes d’obstétrique et 

d’hygiène appliquées dans les maternités au moment de la naissance semblent être à l’origine 
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de la réduction de l’exposition aux microorganismes provenant de la mère et de 

l’environnement. Cela a pour conséquence de modifier le processus de colonisation du tractus 

gastro-intestinal du nouveau-né. On observe en effet dans ces pays un retard de la 

colonisation par des bactéries appartenant aux groupes Bifidobacterium ou Bacteroides 

(Campeotto et al. 2007) et aussi des bactéries des  groupes Enterococcus, Lactobacillus et 

Eubacteria (Bennet et al. 1991, Sepp et al. 1997). D’autre part, des études indiquent que le 

développement du microbiote intestinal au sein d’une fratrie est responsable d’une 

augmentation des entérobactéries et des bifidobactéries dans le microbiote fécal (Coudeyras 

and Forestier 2010). Une étude réalisée chez le porc confirme que l’établissement et le 

développement d’un microbiote intestinal normal nécessitent une exposition continue à des 

microorganismes durant la période néonatale et que ce processus est altéré dans des 

conditions excessives d’hygiène. Dans cette étude, deux groupes d’animaux exposés à des 

microorganismes provenant de leur environnement propre durant les deux premiers jours de 

leur vie ont été transférés dans des isolateurs et la composition du microbiote intestinal a été 

évaluée à l’âge adulte.  

 

Cette étude a révélé que le microbiote intestinal provenant des animaux élevés dans les 

conditions normales durant les deux premiers jours après la naissance présente une diversité 

plus importante par rapport à celui des animaux ayant été élevés dans des conditions 

d’hygiène contrôlées. De plus les séquences correspondant à l’établissement du microbiote 

intestinal normal sont perturbées dans les conditions d’hygiène contrôlées (Schmidt et al. 

2011).  

Ces différents facteurs influencent la composition du microbiote intestinal mais on 

peut noter que le microbiote intestinal est résilient. Cela signifie que malgré l’apparition de 

déséquilibres, la composition du microbiote intestinal tend à retrouver son état d’origine. Ces 

observations suggèrent l’existence d’une communication régulière entre le microbiote et son 

hôte. 

II.6. FONCTIONS DU MICROBIOTE INTESTINAL  

Les bactéries du microbiote sont impliquées dans diverses fonctions bénéfiques à 

l’hôte, comme la prévention des infections causées par les pathogènes, la digestion et la mise 
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à disposition de nutriments ainsi que la maturation du système immunitaire associé aux 

muqueuses (Figure 19). 

 Ce microbiote impliqué dans des fonctions nutritive, métabolique, protectrice et 

immunologique agit sur la physiologie intestinale mais aussi sur la physiologie systémique de 

l’hôte (Fanaro et al. 2003). Les fonctions métabolique et protectrice seront présentées de 

façon succinte et la fonction immunologique sera décrite de façon plus détaillée. 

 

 

Figure 19: Les fonctions du microbiote intestinal   

D’après (O'Hara and Shanahan 2006) 

 

II.6.1. Fonctions métabolique et nutritionnelle 

Les bactéries du microbiote intestinal peuvent participer au métabolisme de l’hôte en 

consommant des éléments non digérés par l’hôte comme les carbohydrates (pectine, 

cellulose…), fournissant ainsi des nutriments à l’hôte ou à d’autres bactéries du microbiote. 

L’activité métabolique la plus intense se retrouve au niveau du colon qui contient le plus 

grand nombre de bactéries. Le microbiote intestinal participe au métabolisme des sucres, des 

lipides et des protéines. De plus, il est impliqué dans le maintien de l’homéostasie des gaz au 

niveau de l’intestin. Les principaux métabolites fournis par le métabolisme bactérien 

(butyrate, acétate et propionate) sont ensuite pris en charge par les cellules de l’hôte. Ces 

acides gras à chaines courtes jouent un rôle important dans la physiologie de l’intestin, en 

contrôlant la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales au niveau du colon 

(Srikanth and McCormick 2008), notamment le butyrate qui est consommé en grande partie 
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par les colonocytes. Ce microbiote apporte également des acides aminés indispensables à 

l’hôte et des vitamines comme la vitamine K et des vitamines du type B (folate, biotine, 

riboflavine…) (Hill 1997). Les bactéries de ce microbiote participent également à la 

détoxification de l’organisme et au métabolisme des xénobiotiques. 

II.6.2. Fonction protectrice  

Les bactéries du microbiote intestinal s’opposent à la colonisation du tractus gastro-

intestinal par des bactéries de l’environnement externe pouvant être potentiellement 

pathogènes.  De plus, elles permettent également de contrôler le développement excessif de 

bactéries pathogènes faiblement représentées au sein du microbiote intestinal. Cette fonction 

protectrice des bactéries commensales du microbiote intestinal est essentiellement due à la 

compétition pour les nutriments mais aussi à l’exclusion compétitive pour l’occupation des 

sites d’adhérence épithéliaux (Srikanth and McCormick 2008). La protection de l’intégrité 

de l’hôte comprend également la production de composés antimicrobiens par les bactéries du 

microbiote intestinal comme les bactériocines capables de détruire des bactéries pathogènes. 

De plus, la présence du microbiote intestinal régule la composition du mucus qui recouvre et 

protège la muqueuse intestinale. Ce mucus contient principalement des mucines qui servent 

de barrière physique entre l’épithélium intestinal et les bactéries (Swidsinski et al. 2007) mais 

aussi des agents antibactériens (lysosymes, sIgA et défensines) produits par les cellules 

épithéliales. Il existe différents types de cellules épithéliales. La muqueuse intestinale 

comporte des invaginations, appelées cryptes de Lieberkühn, où sont situées les cellules 

souches dont la différenciation et la prolifération sont à l’origine du renouvellement de 

l’épithélium intestinal (Figure 20). Les cellules de Paneth situées au fond des cryptes, 

produisent des lysosymes et des défensines. De ce fait, elles participent activement à 

l’immunité innée. Les cellules calciformes produisent le mucus, les cellules entéro-endocrines 

produisent des hormones (catécholamines) et les entérocytes absorbants ont pour fonction 

d’absorber les nutriments. Le microbiote intestinal peut moduler la teneur en mucines du 

mucus en stimulant la différenciation des cellules calciformes. Il peut également influencer le 

niveau de production et de sécrétion des mucines (Deplancke and Gaskins 2001). Le 

microbiote intestinal peut donc réguler l’expression des gènes des cellules intestinales de 

l’hôte. 
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Figure 20: Les cellules de l’épithélium intestinal  

Disponible sur : http://romius.free.fr/histologie/cri-cirs-wnts.univ-lyon1.fr/ 

 

Les effets induits regroupent l’augmentation de la prolifération des cellules 

intestinales, de l’absorption et du métabolisme des nutriments, de l’assimilation de certains 

ions (fer, magnésium et calcium) et l’amélioration de la fonction de barrière de l’épithélium 

intestinal (Hooper et al. 2001, Rawls, Samuel and Gordon 2004) également assuré par la 

présence de jonctions serrées. En effet, l’absence de microbiote est associée à une diminution 

du renouvellement cellulaire, de la vascularisation au niveau de l’épithélium intestinal et de 

l’activité des enzymes digestives.  

Cette absence a également un effet majeur sur le système immunitaire puisqu’un défaut de 

cellules immunitaires est également observé (Macdonald and Monteleone 2005). 

II.6.3. Fonction immunologique 

Le développement de l’immunité du nouveau-né est stimulé par la colonisation 

bactérienne du tractus gastro-intestinal qui est dépourvu de germe in-utero. Cette colonisation 

intervient dans le développement de l’immunité innée et adaptative. 

Des résultats suggèrent que cette relation entre le microbiote intestinal et le système 

immunitaire est spécifique à l’hôte et aussi à l’espèce. Une étude récente montre en effet que 

l’influence du microbiote intestinal sur la maturation du système immunitaire de l’hôte est 

dépendante de la spécificité hôte-microbiote. Dans cette étude, des souris axéniques (sans 

microbiote) ont été colonisées par un microbiote de souris, de rat ou d’humain. L’analyse des 

http://romius.free.fr/histologie/cri-cirs-wnts.univ-lyon1.fr/
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cellules du système immunitaire a révélé que les souris colonisées par les microbiotes 

provenant de rat et d’humain présentent certaines caractéristiques des souris axéniques c’est-

à-dire que leur système immunitaire semble être peu développé. De plus les souris axéniques 

colonisées par un microbiote de souris sont mieux protégées contre les infections comparées 

aux souris colonisées avec un microbiote humain (Chung et al. 2012). 

II.6.3.1. Immunité anté-natale 

Les données regroupées dans la revue de Langhendries et al., indiquent que durant la 

grossesse, le système immunitaire de la mère et celui du fœtus doivent assurer un état de 

tolérance maintenu par la sécrétion de cytokines de type Th2 par le compartiment fœto-

placentaire. Cet état immunitaire permet à la mère d’accepter le fœtus dont le matériel 

génétique contient une moitié d’origine paternelle. Les réponses de types Th1 sont 

révélatrices d’un état anormal et peuvent entrainer un avortement, c’est pourquoi elles doivent 

être totalement inhibées. La grossesse chez l’humain est en effet associée à une augmentation 

d’IL-4 et d’IL-13 mais aussi de cytokines régulatrices comme l’IL-10 et le TGF-β 

(Langhendries et al. 2010). Le développement des fonctions immunes se fait 

progressivement durant la vie intra-utérine. Une étude rapporte que le terrain immunitaire in-

utero est largement en faveur de l’acquisition de la tolérance grâce à la production de 

lymphoctytes T régulateurs natifs d’origine thymique (CD4
+
, CD25

+
, Foxp3

+
) par le fœtus, lui 

permettant  de reconnaitre ses propres cellules mais aussi de tolérer les cellules maternelles 

mises en présence via le placenta. Ce terrain immunitaire de type humoral est renforcé par le 

passage des immunoglobulines maternelles durant les derniers mois de grossesse afin 

d’assurer une protection passive dès la naissance du nouveau-né (Langhendries et al. 2010). 

II.6.3.2. Immunité post-natale 

Le rôle fondamental de la colonisation bactérienne dans la maturation du système 

immunitaire associé à l’intestin (GALT) a été mis en évidence chez les animaux axéniques et 

gnotoxéniques. Ceci souligne l’intérêt de la gnotobiologie qui désigne la colonisation d’un 

animal axénique avec un microbiote intestinal sélectionné. Les animaux sont dits mono-

associés (mono-colonisés, monoxéniques) ou bi-associés dans le cas où ils sont inoculés par 

une ou deux souches bactériennes seulement. Ces modèles peuvent apporter des informations 

sur les propriétés intrinsèques de la bactérie par rapport à ses relations avec l’hôte en absence 
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de compétition chez les animaux mono-associés alors que chez les animaux bi-associés, les 

renseignements apportés s’intéressent aussi aux interactions bactérie-bactérie.  

Différentes études ont observé que les animaux axéniques présentent un nombre réduit 

de plaques de Peyer associé à un développement inachevé. En effet, les plaques de Peyer 

retrouvées chez ces animaux contiennent moins de cellules M et de lymphocytes (Yamanaka 

et al. 2003). D’autre part, la lamina propria des animaux axéniques a été décrite comme 

moins riche en lymphocytes T et en plasmocytes producteurs d’IgA (Macpherson and 

Harris 2004) et les populations de lymphocytes intraépithéliaux (LTγδ) comme inactives 

(Lefrancois and Goodman 1989).  De plus, l’état axénique induit une dimunition du taux de 

LT CD4
+
 au niveau de la rate et des ganglions mésentériques, ce qui illustre la participation 

du microbiote intestinal dans le développement du système immunitaire dans son ensemble 

(Mazmanian et al. 2005, Hrncir et al. 2008). Par conséquent, les animaux axéniques 

présentent des réponses humorales systémiques non spécifiques plus faibles que les souris 

conventionnelles. On observe en effet, une forte réduction des taux d’IgA et d’IgG sériques 

chez les animaux axéniques. De plus, même s’ils produisent une forte quantité d’IgG 

spécifiques en réponse à un antigène, on observe chez ces animaux une faible production 

d’IgG non spécifiques (Macpherson and Harris 2004). 

L’apport d’un microbiote normal à des animaux axéniques permet de retrouver un état proche 

de la normalité au niveau de la densité cellulaire (Bry et al. 1996). 

II.6.3.3. Interactions hôte-microbiote et stimulation de l’immunité innée 

Le système immunitaire intestinal est capable de bloquer la pénétration des bactéries 

du microbiote intestinal sans l’intervention de réponses exagérées au niveau local et sans 

l’intervention de réponses systémiques. Ces caractéristiques impliquent le microbiote 

intestinal dans le développement de processus participant à l’inhibition du développement de 

réponses immunes inapropriées. On peut citer l’exemple des macrophages intestinaux qui 

peuvent phagocyter les bactéries qui franchissent la barrière épithéliale sans produire des 

signaux augmentant la réponse inflammatoire (Schenk et al. 2005). D’autre part, la migration 

des cellules présentatrices de l’antigène (cellules dendritiques) ayant pris en charge des 

bactéries au niveau des plaques de Peyer s’arrête au niveau des ganglions mésentériques et les 

lymphocytes activées par ces cellules ne sortent pas du GALT (Macpherson, Geuking and 

McCoy 2005). De même, les cellules dendritiques situées au niveau de la lamina propria 
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détectent les bactéries au niveau de la lumière intestinale grâce à l’émission de dendrites sans 

altération de la barrière intestinale.  

La muqueuse intestinale en contact permanent avec les antigènes microbiens et 

alimentaires sert de barrière entre l’hôte et le milieu extérieur. La relation symbiotique unique 

entre les bactéries du microbiote intestinal et l’hôte passe également par l’interaction entre des 

motifs microbiens très conservés (Microbe-Associated Molecular Pattern : MAMP) et des 

récepteurs spécifiques (Pattern Recognition Receptors : PRR) retrouvés au niveau des cellules 

intestinales et également au niveau des cellules du système immunitaire de l’hôte (immunité 

innée). Les deux principaux types de PRR permettant la reconnaissance des motifs 

antigéniques de microoragnismes sont les récepteurs Toll-Like (Toll Like Receptors : TLR) et 

les récepteurs de type NOD (Nucleotid Oligodimerization Domain-like receptor : NLR). 

La famille des NLR contient deux types de récepteurs (Nod1 et Nod2) localisés au 

niveau cytosolique. Ces récepteurs peuvent reconnaitre des composants du peptidoglycane 

(élément de la paroi bactérienne). Le recepteur Nod 1 reconnait l’acide meso-

diaminopimélique et le recepteur Nod 2 reconnait le muramyl dipeptide (Franchi et al. 2008) 

(Figure 21). La transduction du signal déclenché par la liaison de leurs ligands induit une 

activation d’un facteur de transcription de la réponse inflammatoire (nuclear factor kappa B : 

NF-κB) aboutissant à la transcription des gènes de cytokines pro-inflammatoires (McDonald, 

Inohara and Nuñez 2005). 

 

 

Figure 21: Modèle de l’activation des voies de signalisations des récepteurs Nod1 et Nod2 

Extrait de (Franchi et al. 2008) 
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Les TLR sont des récepteurs transmembranaires qui peuvent être exprimés à la surface 

des cellules ou au niveau intracellulaire sur la membrane des endosomes en fonction de la 

nature de leurs ligands (Figure 22). 

 

 

Figure 22: Schéma des TLRs et leurs ligands 

Extrait de (Reed et al. 2009) 

 

Plusieurs types de TLR ont été caractérisés chez les mammifères (10 chez l’homme et 

11 chez la souris), identifiés chacun par un numéro (TLR 1, TLR 2…). Les TLR 1 à 9 sont 

conservés chez la souris et l’homme. Cependant le TLR 10 n’est fonctionnel que chez 

l’homme, de plus son ligand n’a pas encore été déterminé. On peut également noter que la 

présence des TLR 12 et 13 a été identifiée chez la souris cependant que leur rôle est encore 

inconnu (Akira 2003). Le TLR 1 est impliqué dans la reconnaissance des triacyls 

(lipoprotéines), le TLR 2, dans la reconnaissance des lipoprotéines, des lipopeptides, du 

peptidoglycane ou encore des acides lipoteichoïques et le TLR 3, dans la reconnaissance de 

l’ARN double brin des virus. Le TLR 4 reconnait le lipopolysaccharide (LPS) qui est 

l’élément principal de la membrane des bactéries à Gram négatif. Le TLR 5 est spécifique de 

la flagelline. Les TLR 7 et 8 sont chargés de la reconnaissance de l’ARN simple brin viral. Le 

TLR 9 reconnait les motifs Cytosine-phosphate-Guanosine (CpG) de l’ADN. L’activation de 

ces récepteurs déclenche la transcription de gène de cytokines via le facteur de transciption 

NF-κB en collaboration avec des facteurs de transcription IRF (Interferon Regulatory Factor) 

grâce au recrutement de l’adaptateur moléculaire MyD88 (myeloid differenciation primary 
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response gene 88) ou d’autres adaptateurs contenant des domaines TIR (Toll/Interleukine-1 

Receptor) et dirigeant des voies indépendantes de MyD88 (Figure 23). Les cytokines pro-

inflammatoires  comme le TNF-α, l’IL-6 et l’IL-12 sont produites par l’activation de NF-κB. 

Alors que l’activation de facteurs de transcription appartenant à la famille des IRF (Interferon 

Regulatory Factor) induit la production d’IFN de type 1 (Lai and Gallo 2008) qui sont chez 

l’homme les IFN-α, -β, -ω (Liu 2005).  

 

 

Figure 23: Répresentation des voies de signalisation associées aux récepteurs Toll Like 

Extrait de (van Duin, Medzhitov and Shaw 2006) 

 

 

Ces TLR, qui ont pour fonction de transmettre des signaux de défense contre les 

pathogènes, se retrouvent dans un environnement particulier au niveau intestinal car la prise 

en charge des microorganismes qu’ils renferment représente un défi du fait de leur abondance. 

La relation symbiotique unique qui existe entre les bactéries du microbiote intestinal et l’hôte 

est illustrée par le fait que l’activation des TLR par les bactéries commensales au niveau 

intestinal n’induit pas de réponse inflammatoire excessive mais apporte au contraire des effets 

protecteurs de l’homéostasie de l’hôte (McLoughlin and Mills 2011). L’activation de ces 

récepteurs par ces bactéries peut induire des facteurs de croissance et des cytokines exerçant 

des effets cytoprotecteurs et réparateurs sur les cellules épithéliales intestinales (IEC : 

Intestinal Epithelial Cells) (Rakoff-Nahoum et al. 2004). De plus, ces cellules présentent une 

faible expression du TLR 4 moins réactif au LPS au niveau du colon qui présente la 

population bactérienne la plus importante. Cela leur permet de tolérer les bactéries retrouvées 
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dans le compartiment luminal. On peut citer un autre aspect qui concerne la localisation 

cellulaire des TLR qui orientent la nature de la réponse immunitaire. Les TLR 5 par exemple, 

sont exprimés au niveau basolatérale des cellules épithéliales, ainsi les bactéries qu’ils 

rencontrent doivent nécessairement avoir franchi la barrière épithéliale et de ce fait peuvent 

être considérées comme des pathogènes (Abreu, Fukata and Arditi 2005).  
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III. CONTEXTE DU SUJET DE THÈSE : MICROBIOTE 

INTESTINAL ET ALLERGIE  

III.1. MICROBIOTE INTESTINAL ET PATHOLOGIES 

Dans certaines conditions décrites précédemment, des modifications de ce microbiote 

peuvent induire un état de dysbiose caractérisé par un déséquilibre de la composition 

comprenant des bactéries commensales bénéfiques (symbiontes), les bactéries pathogènes et 

les bactéries commensales ayant la capacité d’induire une inflammation excessive dans 

certaines conditions (pathobiontes) (McLoughlin and Mills 2011).  

Chez l’homme, les dysbioses ont été impliquées dans de nombreux états pathologiques 

apparaissant au niveau du tractus digestif mais également au niveau d’autres organes. Ces 

pathologies comprennent les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI, maladie 

de Crohn et recto-colite ulcéro-hémorragique), mais aussi des pathologies comme l’obésité, le 

diabète, les fibromyalgies et les allergies.  

III.2. RELATIONS ENTRE MICROBIOTE INTESTINAL ET 

ALLERGIES ALIMENTAIRES 

III.2.1. Microbiote intestinal et maladies allergiques 

La relation entre le microbiote intestinal et le développement de maladies allergiques 

est évoquée dans la « microflora hypothesis » qui suggère qu’elle provient de la capacité du 

microbiote à moduler les réponses immunitaires au niveau intestinal dans les périodes 

précoces du développement ce qui peut directement affecter le développement de la réaction 

allergique et pourrait donc en partie expliquer l’émergence de maladies allergiques dans les 

pays industrialisés. De nombreuses études épidémiologiques suggèrent que les altérations du 

microbiote apparaissent avant les manifestations allergiques chez l’enfant et que les dysbioses 

ne sont donc pas uniquement une conséquence mais également une cause de l’apparition de 

maladies allergiques (Vael et al. 2011, Nakayama et al. 2011). Les résultats d’une étude 

danoise portant sur 411 enfants ont ainsi révélé que la diminution de la diversité des bactéries 
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du microbiote intestinal durant les périodes précoces du développement (entre un mois et un 

an) est associée à une augmentation du risque de sensibilisation allergique et de rhinites 

allergiques durant les six premières années de vie (Bisgaard et al. 2011). Penders et al. ont 

proposé une synthèse des travaux s’interessant aux relations entre l’allergie et la composition 

du microbiote intestinal. Il en ressort de façon générale que les enfants allergiques présentent 

un microbiote intestinal moins riche en bifidobactéries et en lactobacilles (Penders et al. 

2007). Parmi les données de la littérature, on retrouve également des études qui observent une 

diminution des bifidobactéries et une augmentation des espèces Staphylococcus aureus et 

Ecsherichia coli dans le microbiote de patients allergiques (Vael et al. 2008, Watanabe et al. 

2003). Des études basées sur des méthodes de culture indiquent que les taux de 

bifidobactéries et d’entérocoques peuvent être corrélés aux manifestations cliniques de 

l’allergie durant le premier mois de vie. Cependant, à partir de l’âge de 6 mois le niveau des 

entérocoques redevient similaire à celui observé chez des enfants sains (Björkstén et al. 

2001). De plus, le ratio Bacteroidetes/Bifidobacterium a été décrit comme  plus élevé chez les 

enfants âgés de 2 ans montrant des symptômes d’atopie (Suzuki et al. 2004). Une autre étude, 

basée cette fois sur une méthode indépendante de la culture (qPCR), observe que les enfants 

qui développent des allergies sont moins fréquemment colonisés par les espèces provenant 

des genres Lactobacillus, Bifidobacterium et Clostridum difficile à l’âge de 2 mois comparés 

aux enfants vivant au sein de grands habitats qui présentent par ailleurs un microbiote plus 

diversifié (Sjögren et al. 2009). Les bactéries du genre Clostridium semblent être associées à 

la protection contre la respiration sifflante durant la première année de vie (Verhulst et al. 

2008). L’étude de Thompson-Chagoyan et al. rapporte l’observation de dysbioses au sein du 

microbiote intestinal d’enfants souffrant d’une allergie alimentaire (lait de vache) par rapport 

à des enfants non allergiques (Thompson-Chagoyan et al. 2010). 

Par ailleurs, l’hypothèse des « old friend » suggérée par Rook et al. en 2005, prend en 

compte les bactéries commensales du microbiote mais aussi certains microorganismes 

pathogènes relativement inoffensifs comme les mycobactéries saprophytes et les helminthes. 

Il semblerait que ces « old friend » n’induiraient pas de réponses immunitaires dangereuses 

pour l’hôte, mais au contraire, exerceraient des propriétés immunorégulatrices au niveau du 

système immunitaire intestinal (Rook and Brunet 2005). Par exemple, une étude chez la 

souris a analysé l’impact des infections helminthiques sur le développement d’une allergie 

alimentaire. Les souris infectées et non infectées ont été sensibilisées par voie orale via 

l’administration d’un extrait d’arachide en présence ou en absence d’adjuvant (toxine 

cholérique). L’analyse de la réponse allergique effectuée après un challenge oral avec un 
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extrait d’arachide a révélé que la production d’IgE spécifiques de l’allergène et les 

manifestations cliniques sont moins intenses chez les souris infectées et sensibilisées en 

présence d’adjuvant par rapport aux souris non infectées. L’administration d’anticorps 

neutralisant l’IL-10 aux souris infectées et sensibilisées a permis d’établir que les effets 

protecteurs apportés par les helminthes sont dus à l’induction de mécanismes régulateurs qui 

inhibent la production d’IgE spécifiques de l’allergène car la production d’IgE ainsi que les 

manifestations cliniques chez ces souris étaient alors similaires aux souris non infectées 

(Bashir et al. 2002).  

III.2.2. Données expérimentales sur l’influence du microbiote intestinal 

dans le développement de l’allergie et l’acquisition de la tolérance aux 

aliments 

Le développement de l’allergie alimentaire est dû à une rupture de la tolérance aux 

antigènes alimentaires chez les individus atopiques, caractérisés par une prédisposition 

génétique au développement de réponses de type Th2. Des études montrent que 

l’établissement du microbiote intestinal serait nécessaire à l’acquisition de la tolérance 

alimentaire (tolérance orale) définie comme une absence de réaction systémique à des 

antigènes précédemment ingérés, quand ils sont rencontrés dans les voies parentérales 

(Strobel and Mowat 1998). 

L’équipe de Sudo a effectué une étude afin de mieux comprendre le rôle du microbiote 

intestinal dans l’induction de la tolérance orale. Dans cette étude, des  souris BALB/c SPF et 

axéniques ont été sensibilisées ou tolérisées à l’ovalbumine. L’analyse des échantillons 

sanguins prélevés au cours de l’étude a révélé que chez les souris SPF, la tolérance orale 

induit une diminution des réponses de types Th1 (IgG2a) et Th2 (IgE et IgG1) alors que chez 

les souris axéniques, seules les réponses de types Th1 sont diminuées tandis que les réponses 

de type Th2 sont maintenues. La diminution de l’activité cellulaire de type Th2 apparait donc 

comme un facteur favorisant l’acquisition de la tolérance orale chez la souris.  

D’autres résultats de cette étude illustrent l’importance du moment de l’établissement du 

microbiote intestinal. En effet, la colonisation des souris axéniques par Bifidobacterium 

infantis durant la période néonatale permet l’acquisition de la tolérance orale alors que 

l’implantation tardive de cette souche (à l’adolescence) ne permet pas de modifier les 

réponses qui restent aussi fortes que celles obervées chez les souris axéniques (Sudo et al. 
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1997). Toutefois, il faut noter que des études réalisées chez la souris axénique indiquent que 

la tolérance orale peut être induite chez ces souris mais qu’elle persiste moins longtemps par 

rapport aux souris conventionnelles (Moreau and Corthier 1988, Moreau and Gaboriau-

Routhiau 1996). D’autres études indiquent aussi qu’il n’y a pas de différence entre les souris 

axéniques et conventionnelles concernant l’induction de cette tolérance (Furrie, Turner and 

Strobel 1995, Repa et al. 2008). Il est néanmoins généralement admis que l’impact du 

microbiote intestinal sur le développement du GALT durant la période néonatale joue un rôle 

important dans l’induction de la tolérance orale. En effet, la pression exercée par les bactéries 

du microbiote intestinal durant la période néonatale va permettre l’acquisition progressive de 

la tolérance aux bactéries commensales. Par ailleurs, l’instauration d’un environnement 

tolérogène permet l’acquisition de la tolérance aux antigènes alimentaires.  

La stimulation par les protéines alimentaires durant la période du sevrage joue 

également un rôle important dans la maturation du système immunitaire au niveau local et 

systémique (Menezes et al. 2003). La mémorisation de cette tolérance semble être une étape-

clé de la stabilisation de l’immunité ultérieure. Ainsi, l’inadéquation de la mise en place de 

cet équilibre pourra être à l’origine de désordres immunitaires de type allergique ou auto-

immunitaire (Langhendries et al. 2010).  

Le rôle important des cellules Treg a été démontré pour l’établissement de la tolérance 

orale (Jyonouchi 2008). La présence du microbiote a également été décrite comme étant 

nécessaire pour le développement de cellules Treg fonctionnelles (Ostman et al. 2006, 

Hrncir et al. 2008, Ishikawa et al. 2008, Strauch et al. 2005). Des études ont observé que 

des espèces de Clostridium indigènes (retrouvées au niveau du microbiote intestinal) jouent 

un rôle important dans l’induction de Treg (Atarashi et al. 2011, Nagano, Itoh and Honda 

2012, Lathrop et al. 2011). Cependant des données de la littérature contredisent certains 

résultats et indiquent que les antigènes du microbiote intestinal n’auraient aucun rôle dans 

l’hétérogénéité et la fonctionnalité des Treg (Min et al. 2007). De plus, il existe des études 

qui retrouvent des taux de Treg similaires voire plus élevés chez les souris axéniques par 

rapport aux souris conventionnelles (Geuking et al. 2011, Lathrop et al. 2011).  

La composition du microbiote intestinal a récemment été décrite comme pouvant 

moduler le phénotype et la fonctionnalité des cellules iNKT chez la souris (Wingender et al. 

2012). D’autres études indiquent que les bactéries du microbiote intestinal ont un effet sur le 

développement des cellules Th17. Des études chez les souris axéniques indiquent que ces 

souris présentent une diminution significative des cellules Th17. Les bactéries filamenteuses 

segmentées (SFB : Segmented filamented bacteria)  ont  d’ailleurs été identifiées comme étant 
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fortement inductrices de la différenciation vers le profil Th17 au niveau de l’intestin chez les 

souris (Ivanov et al. 2009, Gaboriau-Routhiau et al. 2009). D’autres études chez la souris 

axénique indiquent que le microbiote intestinal  est aussi impliqué dans la régulation des 

fonctions tolérogéniques des cellules dendritiques (Niess and Adler 2010, Cong et al. 2009). 

En effet, les cellules dendritiques situées au niveau de la lamina propria peuvent réagir à 

l’activation des TLR en augmentant la production d’IL-10. De plus, ces voies de signalisation 

sont importantes pour la modulation des réponses des cellules régulatrices au niveau 

intestinal. Différents récepteurs, notamment les TLR 2, TLR 4 et TLR 9 paraissent jouer un 

rôle déterminant  dans l’orientation vers la tolérance (Langhendries et al. 2010). 

Par exemple, le LPS (ligand du TLR 4) peut induire l’expression des Treg au niveau 

de la lamina propria (Shirai et al. 2004). Des études chez l’animal axénique ont d’ailleurs 

montré que l’administration de LPS leur permet de développer une tolérance orale contre un 

antigène alimentaire (Wannemuehler et al. 1982). De plus, une étude a montré que les souris 

déficientes en TLR 4 (TLR 4
-
) ou soumises à un traitement antbiotique, développent des 

réponses allergiques plus fortes que les souris conventionnelles contrôles. De plus,  

l’activation des TLR 9 par l’administration de CpG aux souris TLR 4
-
 durant la sensibilisation 

a diminué les manifestations allergiques et les réponses de type Th2 via l’induction de 

réponses contre-régulatrices de type Th1. (Bashir et al. 2004).  

D’autre part des études sur des modèles animaux d’allergie au lait de vache rapportent 

également des différences de réponses en relation avec le microbiote intestinal. Une étude 

réalisée au laboratoire a évalué les réponses à la sensibilisation à la BLG chez des souris 

BALB/c axéniques, SPF et SOPF (specific and opportunistic pathogen free). Les résultats ont 

montré que la réponse immunitaire diffère parmi tous les lots de souris pourtant sensibilisées 

dans les mêmes conditions par une administration de BLG en présence d’un adjuvant, par 

voie intra-péritonéale. Chez les souris axéniques, les taux d’IgE et d’IgG1 sériques étaient 

significativement plus importants durant la réponse primaire et les taux d’IgE persistaient plus 

longtemps (Hazebrouck et al. 2009b). Une autre étude montre que les souris axéniques 

développent de façon plus intense des allergies au lait de vache médiées par les IgE. Dans 

cette étude les souris axéniques comparées aux souris conventionnelles apparaissent comme 

étant plus réactives à la sensibilisation orale avec l’observation d’une augmentation de la 

sécrétion d’IL-4 par les spénocytes réactivées ex-vivo. De plus, ces souris présentent des 

manifestions allergiques (réduction de la température corporelle) plus intenses après un 

challenge oral, associées à des taux plus importants de protéases mastocytaires de type 1 
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(mouse Mast Cell Protease 1 : mMCP1), un marqueur plasmatique de dégranulation des 

mastocytes et d’IgG1 spécifiques de la BLG (Rodriguez et al. 2011).  

III.3. MODÈLES EXPERIMENTAUX 

Les différentes études associant le microbiote intestinal et les allergies alimentaires 

illustrent le potentiel des modèles expérimentaux dans la caractérisation des mécanismes 

associés au développement de l’allergie alimentaire ou à l’induction de la tolérance orale. Ces 

modèles permettent en effet, de trouver des pistes qui permettront peut-être d’identifier 

précisément des bactéries pouvant être utilisées pour leur effets protecteurs indiscutables ou 

encore des indications concernant les possibilités de modulation du microbiote intestinal en 

fonction de l’hôte afin qu’il induise des effets bénéfiques qui arrivent à réverser certains 

mécanismes pathologiques.  

III.3.1. Méthodes d’études du microbiote intestinal 

Nous avons vu précédemment que le terme axénique est utilisé pour décrire un animal 

dépourvu de germe avec quelques exemples d’études où ils ont été impliqués.  

Les animaux axéniques sont obtenus grâce à des techniques de césarienne aseptique ou 

le plus souvent maintenant, des techniques de décontamination à la naissance du nouveau-né 

obtenu par voie basse. Ces animaux sont élevés dans des enceintes complètement stériles 

appelés isolateurs. Ils se nourissent d’aliments stériles et respirent un air stérile (Ducluzeau 

and Raibaud 1989). 

L’article de Robert Kirk propose un historique de la génération de ces animaux en tant 

qu’outil expérimental (Kirk 2012). Cette idée a été proposée pour répondre au débat entre 

Emile Duclaux et Louis Pasteur sur la nature préjudiciable des microbes ou leur nécessité 

pour la vie des organismes supérieurs comme le croyait Pasteur. Bien que cette idée ait été 

émise dans les années 20, les efforts mis en jeu pour créer et maintenir des organismes dans 

des conditions stériles n’ont aboutit qu’à partir des années 40, grâce à Reyniers et Trexler qui 

ont été les premiers à perfectionner la production en routine des animaux axéniques en les 

maintenant avec succès sur plusieurs générations. Reynier créa en 1940 un isolateur en acier 

capable de fournir un environnement stérile pour la production et l’entretien d’animaux 

axéniques (Reyniers 1959). Par la suite, Trexler développa en 1957 un prototype (appareil en 
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film flexible) pour l'élevage et l'utilisation des animaux axéniques, basé sur des principes de 

simplicité, d'économie et d'adaptabilité ainsi que sur l’utilisation du plastique à la place de 

l'acier (Trexler and Reynolds 1957). L’expansion des élevages axéniques est due en grande 

partie au développement des isolateurs de Trexler. En effet, ces isolateurs en matière plastique 

souple couramment utilisés sont autoclavables et maintenues en surpression. L’entrée et la 

sortie de matériel se font par l’intermédiaire de sas.  Les parties extérieures du matériel 

introduit étant stérilisées par des vapeurs d’acide peracétique (Ducluzeau and Raibaud 1967, 

Vidron et al. 1968, Bromont 1968, Bradley et al. 1967).  

La gnotobiologie désigne la colonisation d’un animal axénique avec un microbiote 

intestinal sélectionné. Les animaux pourront être dits mono-associés (mono-colonisés, 

monoxéniques) ou bi-associés dans le cas ou ils seront inoculés par une ou deux souches 

bactériennes seulement. Certaines modèles inoculent les animaux axéniques avec un 

microbiote humain. Les souris sont souvent utilisées car elles présentent des similitudes au 

niveau de la composition globale du microbiote intestinal (phyla dominants : Bacteroidetes et 

Firmicutes) (Sekirov et al. 2010). 

III.3.2. Méthodes d’études de l’allergie alimentaire 

De nombreux modèles animaux ont été développés afin de constituer des outils pour la 

compréhension des mécanismes impliqués dans le développement de l’allergie alimentaire 

permettant ainsi de déterminer de nouvelles thérapies et des approches préventives. Différents 

animaux sont concernés (cobaye, chien, porc, rat et souris) (Helm and Burks 2002, Herz, 

Renz and Wiedermann 2004, Lehrer and McClain 2009). Ces modèles sont indispensables 

car de nombreuses études ne peuvent pas être conduites chez l’homme pour des raisons 

éthiques.  

Ces modèles doivent mimer le mécanisme de la réaction allergique observée chez 

l’homme, les protocoles sont donc en général constitués d’une phase de sensibilisation et 

d’une phase de déclenchement. Ils peuvent cependant s’intéresser uniquement à la phase de 

sensibilisation allergique.  

Les paramètres à définir lors de la consitution du modèle, concernent tout d’abord le 

choix de l’espèce. Il est en effet important de prendre en compte la prédisposition génétique 

(forte ou faible production d’IgE). Les souris BALB/c, C3H/HeJ et le rat Brown Norway 

(BN) sont connus pour leur prédisposition à produire de forte quantité d’IgE comme chez le 
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sujet atopique. Les souris de la lignée C3H/HeJ possèdent une mutation au niveau des TLR 4 

ce qui peut influencer la réponse spécifique dirigée contre les allergènes, car cela affecte la 

production de cytokines induites par le LPS.  

Concernant la sensibilisation expérimentale, ces paramètres regroupent l’âge de 

l’animal (influence génétique), la concentration de l’allergène (les fortes doses sont connues 

pour induire la tolérance orale), ainsi que sa forme (le contexte de son origine alimentaire doit 

être pris en compte), la voie d’administration et la durée de l’exposition à l’allergène (Helm 

and Burks 2002). L’utilisation ou non d’un adjuvant devra également être déterminée, par 

exemple, la toxine cholérique est connue pour être un adjuvant sélectif des IgE.  

Les modalités de la spécifité de réponses devront également être maitrisées. Par 

exemple, la réponse Th2 observée chez la souris et le cobaye, peut être caractérisée par la 

production d’IgE et d’IgG1 tandis que chez le rat cette réponse impliquera la production 

d’IgG2a. 

III.3.2.1. Les modèles murins 

Parmi tous ces modèles, le modèle murin présente des avantages certains du point de 

vue pratique (petite taille, manipulation facile, reproduction rapide) mais aussi parce que ces 

animaux sont largement étudiés. Par conséquent, de nombreuses informations sont 

disponibles, ainsi que de nombreux réactifs permettant de réaliser les analyses. De plus, ces 

modèles présentent une caractéristique intéressante du point de vue de l’allergie car les 

réponses immunitaires sont proches de celles observées chez l’homme ; en effet, les réponses 

Th1 et Th2 impliquées dans l’allergie sont aussi présentes chez les souris.  

Il est tout de même important de noter que les différentes lignées murines ne 

fournissent pas les mêmes résultats, à cause des différences génétiques qui induisent des 

variations au niveau de la réponse allergique (polarisation Th2, production d’IgE…) 

(Untersmayr and Jensen-Jarolim 2006). Par exemple chez la souris BALB/c, la réaction 

anaphylactique est normale, alors qu’elle est exarcerbée chez les souris C3H/HeJ du fait de 

son défaut en TLR 4 (Berin et al. 2006). Les souris BALB/c, étant reconnues comme de 

fortes productrices d’IgE, sont considérées comme un modèle possible des personnes 

atopiques (Dearman and Kimber 2007). Les souris C3H/HeJ pourront, elles, être utilisées 

dans les modèles de réactions anaphylactiques (Morafo et al. 2003). 

  Dans une étude effectuée par Li et al., différentes stratégies ont été appliquées afin de 

constituer un modèle d’hypersensibilité au lait de vache impliquant la production d’IgE. Dans 
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cette étude, des souris C3H/HeJ agées de trois semaines ont été sensibilisées par 

l’administration par voie intragastrique d’un mélange de lait de vache et de toxine cholérique 

comme adjuvant.  La réaction allergique a ensuite été déclenchée par l’administration orale de 

lait de vache. L’analyse des résultats a révélé que ce modèle présente les caractéristiques 

observées chez l’homme dans le cas d’allergie alimentaire au lait de vache médiée par les IgE, 

comme l’association entre les réactions systémiques (chocs anaphylactiques) et les taux 

élévés d’IgE spécifiques. Ce modèle induit également des réactions localisées au niveau des 

systèmes digestif (perméabilité intestinal) et respiratoire ; ce qui peut être très utile pour 

évaluer les mécanismes impliqués dans l’allergie au lait de vache médiée par les IgE (Li et al. 

1999). Ce modèle, basé sur l’utilisation de souris C3H/HeJ sensibilisées par voie orale en 

présence d’ajuvant, a ensuite été adapté à un modèle d’allergie alimentaire à l’arachide. Les 

résultats de l’étude ont montré que la production d’IgE spécifiques ainsi que les symptômes 

cliniques sont similaires à ceux retrouvés en cas d’allergie à l’arachide chez l’homme (Li et 

al. 2000).  

 Un modèle d’allergie a été développé au laboratoire par Adel-Patient et al., chez la 

souris BALB/c. L’étude comprenait des souris sensibilisées par un extrait de protéines 

d’arachide ou par des protéines du lait de vache, par voie orale en présence de toxine 

cholérique ou par voie intra-péritonéale en présence d’alum comme adjuvant. L’évaluation de 

la réponse immunitaire induite a été réalisée à partir de l’analyse de la production d’anticorps 

spécifiques (IgE, IgG1 et IgG2a) et de la sécrétion de cytokines (IL-4, IL-5 et IFN-γ) par les 

splénocytes réactivés. La réaction anaphylactique a été mesurée au niveau local via le dosage 

de l’histamine dans les échantillons fécaux. Les résulats de l’étude montrent que les souris 

BALB/c développent également les signes caractéristiques chez l’homme d’une 

sensibilisation allergique au lait de vache ou à l’arachide avec une forte production d’IgE 

spécifiques d’allergènes (Adel-Patient et al. 2005b). 

 

III.3.2.2. Sensibilisation expérimentale  

La sensibilisation expérimentale aux protéines alimentaires peut être effectuée selon 

différentes voies d’administration, généralement les voies orale ou intra-gastrique (i.g.) et 

intra-péritonéale (i.p.). La voie i.p. est souvent utilisée chez la souris car elle permet d’induire 

une réponse IgE forte. D’autres voies peuvent être utilisées comme la voie intranasale 

(Hazebrouck et al. 2009a) ou la voie cutanée (Gonipeta et al. 2009). 
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La sensibilisation expérimentale peut être réalisée en présence ou en absence 

d’adjuvant. L’administration d’un antigène alimentaire par voie orale aboutit généralement à 

l’induction de la tolérance orale. L’utilisation d’adjuvants est donc souvent nécessaire pour 

orienter la déviation vers un profil Th2. Un adjuvant est défini comme une substance ayant la 

capacité d’augmenter la réponse immunitaire dirigée contre un allergène (Berin and 

Shreffler 2008). Les adjuvants utilisés sont en général, des sels d’aluminium (aluns) ou 

l’adjuvant complet ou incomplet de Freund (CFA ou IFA) pour la voie intra-péritonéale et la 

toxine cholérique pour la voie orale. Le CFA développé par Jules Freund il y a plus d’un 

siècle est une émulsion d’eau et d’huile comprenant des mycobactéries tuées. L’IFA ne 

contient pas les mycobactéries (Shoenfeld and Agmon-Levin 2011). La toxine cholérique 

(CT) est très largement utilisée. Son action sur les muqueuses intestinales favorise le 

développement de réponses de type Th2. Les adjuvants n’étant pas présents lors de la 

sensibilisation naturelle, il est important de noter que leur utilisation peut induire certains 

biais cependant nécessaires à l’inhibition de la tolérance orale.  

Il existe tout de même des modèles qui n’impliquent pas l’utilisation d’un adjuvant. La 

plupart de ces modèles n’utilisent pas la voie orale car elle conduit généralement à 

l’établissement de la tolérance orale. D’autres voies de sensibilisation comme la voie intra-

péritonéale sont alors utilisées. Dans le modèle de Gonipeta et al., la sensibilisation réalisée 

par l’administration transdermique de BLG en absence d’adjuvant a induit la production 

d’IgE et le challenge oral a déclenché l’apparition de signes cliniques (Gonipeta et al. 2009). 

On peut noter que mis à part les modèles murins, le cobaye représente un modèle de choix car 

il possède la caractéristique de pouvoir être sensibilisé par voie orale en absence d’adjuvant. 

Ce modèle permet donc de représenter  les mécanismes de sensibilisation observés chez le 

sujet humain (Devey et al. 1976). Cependant, il est peu utilisé car les réponses immunitaires 

induites ne sont pas similaires à celles observées chez le sujet humain.  

L’évaluation de la réponse induite par la sensibilisation expérimentale pourra être 

effectuée grâce à l’analyse des marqueurs de la sensibilisation au niveau sérique. Ces 

marqueurs concernent surtout les IgE. Ces immunoglobulines sont cependant les plus 

faiblement représentées au niveau sérique. L’évalutation de la production d’IgG (IgG1 et 

IgG2a) est pertinente car la plupart des protéines alimentaires peuvent induire ce type de 

réponse anticorps (Dearman and Kimber 2009). Les IgA spécifiques (IgA sériques et sIgA) 

pourront elles aussi être mesurées du fait de leur importance au niveau du système 

immunitaire intestinal. Les travaux de Frossard et al., ont en effet montré l’importance des 

sIgA dans les mécanismes de tolérance aux aliments à l’aide d’un modèle d’allergie à la BLG 
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alors que la présence d’IgA dans le sérum est indicatif d’une sensibilisation de type allergique 

(Frossard, Hauser and Eigenmann 2004a). 

Les effets de la sensibilisation expérimentale peuvent être également étudiés au niveau 

cellulaire en mettant en culture (re-stimulation) les cellules issues des rates et des ganglions 

mésentériques des souris sensibilisées. Les cytokines sécrétées en réponse à la stimulation 

pourront être mesurées afin d’observer le profil (TH1/Th2/Th17/Treg) de réponses de ces 

animaux (Li et al. 1999, Adel-Patient et al. 2005b, Schouten et al. 2009).  

III.3.2.3. Déclenchement expérimental de la réation allergique (challenge)  

  Différentes voies de challenge sont retrouvées parmi les modèles animaux 

d’allergies. La voie orale (Schouten et al. 2008, Zuercher et al. 2010) permet d’analyser des 

paramêtres cliniques proches de ceux observés chez l’homme car elle est par définition la voie 

impliquée dans l’allergie alimentaire chez l’homme. La voie cutanée (Schouten et al. 2010) 

induit des symptômes au niveau local. La voie nasale (Fischer et al. 2005) déclenche des 

symptômes au niveau respiratoire. 

Différents marqueurs cliniques établis à partir des observations réalisées chez 

l’homme pourront être analysés pour évaluer la réponse allergique induite. Ces marqueurs 

regroupent différents symptômes (démangeaisons, oedèmes…) qui seront notés en fonction 

de l’échelle de score associée. Ces observations peuvent cependant poser des limites dues à la 

subjectivité de l’évaluation des symptômes. La température corporelle est un marqueur sans 

doute plus objectif (Frossard et al. 2004b).  

Les marqueurs biologiques utilisés pour caractériser la réaction allergique aux 

aliments sont en général l’histamine qui peut être détectée au niveau plasmatique (Li et al. 

1999) ou dans les fèces (Capobianco et al. 2008, Adel-Patient et al. 2005a) et les protéases 

mastocytaires de type 1 (MCP 1) détéctées au niveau sérique (Perrier et al. 2010).  
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IV. OBJECTIFS SCIENTIFIQUES   

 

Les travaux de recherches effectués au cours de ma thèse, visent à analyser l’influence 

de la présence et de la composition du microbiote intestinal sur le développement et la 

prévention d’une sensibilisation aux protéines du lait de vache.  

Une étude menée au sein de mon laboratoire d’accueil a démontré le rôle protecteur de 

la présence du microbiote intestinal dans le développment de la sensibilisation expérimentale 

aux protéines du lait de vache (Hazebrouck et al. 2009b). Les résultats ont montré que chez 

les souris axéniques (Ax), les taux d’IgE et d’IgG1 sériques étaient significativement plus 

importants durant la réponse primaire et les taux d’IgE persistaient plus longtemps par rapport 

aux souris conventionnelles (CV). Dans cette étude, la sensibilisation expérimentale a été 

réalisée par l’administration par voie i.p. de l’allergène purifié en présence d’adjuvant comme 

la plupart des protocoles de sensibilisation expérimentale.  

 Nous avons donc voulu dans un premier temps, vérifier si l’utilisation d’adjuvant était 

réellement nécessaire pour sensibiliser les souris Ax. Cette étude a aussi permis d’évaluer la 

capacité du modèle « souris Ax » à révéler les propriétés immunogéniques et allergéniques 

des allergènes majeurs du lait de vache. Pour cette étude des souris Ax et CV ont été 

sensibilisées par administration par voie i.p. d’un mélange de protéines purifiées en abscence 

d’adjuvant.  

Dans un deuxième temps, nous avons analysé les effets de la présence du microbiote 

intestinal sur la réponse immunitaire induite par une sensibilisation expérimentale, réalisée 

cette fois par l’administration de lait de vache par voie orale et en présence de toxine 

cholérique comme adjuvant. Les réponses humorales ont été caractérisées pour différents 

allergènes (BLG, CAS et α-Lac) afin de pouvoir comparer leurs potentiels allergéniques.  

Nous avons voulu évaluer les éventuelles différences en fonction de la voie d’exposition de 

l’antigène et de la présentation des antigènes au sein de leur milieu d’origine. Nous avons 

d’autre part analysé les effets de cette sensibilisation sur des souris axéniques inoculées par un 

microbiote conventionnel à l’âge de six semaines afin d’étudier l’influence d’une colonisation 

tardive du microbiote intestinal. 

Les résultats obtenus à six semaines nous ont poussés à vérifier les effets d’une 

colonisation plus précoce, chez des souris agées de trois semaines. Ces souris ont été 

sensibilisées par l’administration de lait de vache en présence de toxine cholérique par voie 

orale.  
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La dernière analyse réalisée concerne l’étude d’une souche de lactobacille 

(Lactobacillus casei BL23). Cette souche a été choisie pour ses caractéristiques 

immunomodulatrices déjà étudiées au laboratotoire ; étant donné l’établissement séquentiel du 

microbiote intestinal et les informations concernant la nécessité d’une stimulation précoce du 

système immunitaire. Nous avons décidé d’évaluer les effets de la colonisation néonatale du 

tractus digestif de souris axéniques. Cette étude a de ce fait, nécessité la production de souris 

monoxéniques colonisées par cette unique souche bactérienne. La sensibilisation 

expérimentale a été réalisée par l’administration de lait de vache en présence de toxine 

cholérique. 
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RESULTATS DES TRAVAUX DE THÈSE  

 

 

I.  MISE EN EVIDENCE  DU POTENTIEL 

ALLERGÉNIQUE ET IMMUNOGÉNIQUE DE LA 

Β-LACTOGLOBULINE ET DES CASÉINES 

BOVINES CHEZ LA SOURIS BALB/C, EN 

ABSENCE D’ADJUVANT 

 

I.1. CONTEXTE DES TRAVAUX 

La plupart des patients souffrant d’allergie au lait de vache développent des réponses 

IgE dirigées contre la BLG, l’α-lactalbumine et les caséines (Wal 1998). 

Les modèles animaux utilisés pour étudier les allergies alimentaires impliquant la 

production d’IgE doivent représenter les réactions observées chez le sujet humain. Ces 

modèles permettent d’analyser le pouvoir sensibilisant des protéines grâce à l’administration 

d’une protéine purifiée ou de l’aliment entier. Cependant, ces modèles sont en général basés 

sur l’utilisation d’un adjuvant qui permet l’induction d’une sensibilisation allergique 

caractérisée par la production d’IgE spécifiques alors que cette sensibilisation se produit 

naturellement en absence d’adjuvant chez le sujet humain. De plus, l’utilisation d’un adjuvant 

peut favoriser l’induction de réponses IgE dirigées contre des protéines qui ne sont pas 

décrites comme étant allergéniques (Bowman and Selgrade 2008, Ladics et al. 2010).  

Le modèle souris BALB/c caractérisé par une forte production d’IgE a été utilisé dans 

plusieurs études destinées à l’analyse des propriétés allergéniques et immunogéniques des 

protéines du lait de vache. Différents protocoles de sensibilisation aux protéines du lait de 

vache basés sur l’utilisation de ces souris ont été développés au laboratoire.  

Ces protocoles ont été adaptés en conditions stériles afin d’être appliqués à des souris 

BALB/c axéniques (Ax). L’étude réalisée par Hazebrouck et al. au laboratoire a utilisé ces 

modèles  afin d’évaluer les différences de réponses à la sensibilisation expérimentale à un 
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allergène alimentaire en fonction de la présence et de l’absence du microbiote intestinal. Les 

résultats de cette étude ont permis de démontrer que l’absence de microbiote intestinal induit 

une plus forte réponse IgE dirigée contre la BLG chez les souris BALB/c Ax, que celle 

observée chez des souris BALB/c CV, après une sensibilisation par voie intra-péritonéale de 

BLG purifiée en présence d’IFA, comme dans la plupart des protocoles de sensibilisation 

utilisant cette voie (Hazebrouck et al. 2009b). 

Le modèle animal axénique représente ainsi un outil attractif pour l’étude des réactions 

indésirables aux aliments du fait de sa plus forte réactivité à une sensibilisation expérimentale. 

Nous nous sommes donc demandé si l’utilisation d’adjuvant était réellement nécessaire pour 

sensibiliser les souris Ax à des protéines du lait de vache.  

 Les différents traitements thermiques appliqués au lait de vache comprennent entre 

autres des procédés de  pasteurisation et de stérilisation (UHT). Ces traitements peuvent 

modifier les interactions entre les différentes protéines du lait et par conséquent modifier les 

propriétés allergéniques et immunogéniques des allergènes du lait de vache. En effet, la BLG 

est sensible à la température (thermolabile) alors que la fraction caséine est thermostable. 

D’autre part la dénaturation due aux traitements thermiques pourrait être à l’origine du 

démasquage de certains épitopes. Certains allergènes ont des propriétés allergénisantes 

intrinsèques tandis que pour d’autres allergènes, l’expression de leur caractère allergénique va 

nécessiter un contexte particulier de présentation. Nous nous sommes donc intéressés à 

l’évaluation de la capacité du modèle « souris Ax » à révéler les propriétés immunogéniques 

et allergéniques des allergènes majeurs du lait de vache ainsi que l’impact d’un traitement 

thermique sur ces propriétés.  
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I.2. OBJECTIFS ET METHODOLOGIE  

Les objectifs de la présente étude ont été d’une part, d’évaluer la capacité de deux 

allergènes majeurs du lait de vache (BLG et caséines (CAS)) à induire une réponse humorale 

et cellulaire en absence d’adjuvant chez des souris axéniques. Pour cette première partie, des 

souris Ax et CV ont reçu deux administrations par voie intrapéritonéale de BLG (GF- BLG, 

CV- BLG) ou de CAS (GF-CAS, CV-CAS) sans adjuvant. Les souris des lots contrôles ont 

reçu du PBS (GF-PBS et CV-PBS).  

D’autre part, nous avons analysé l’impact du traitement thermique sur l’immunogénicité 

et l’allergénicité de ces allergènes majeurs du lait de vache. Des souris Ax et CV ont donc 

reçu un mélange de protéines respectant les proportions retrouvées dans le lait de vache 

(0,7µg de BLG + 5µg de CAS), chauffé (10 minutes à 95°C) (GF-HP et CV-HP pour Heated 

Proteins) ou non chauffé (GF-NH et CV-NH pour Non Heated proteins).  

L’évaluation des effets de la sensibilisation est effectuée grâce à l’analyse des réponses 

anticorps et de la production de cytokines par les splénocytes réactivés in vitro en présence de 

BLG ou de CAS.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



90 

 

I.3. PRINCIPAUX RÉSULTATS ET CONCLUSIONS 

Nous avons observé que chez les souris conventionnelles l’administration de BLG ou de 

CAS par voie i.p. en absence d’adjuvant ne conduit pas au développement d’une réponse 

anticorps spécifique.  

Cependant, chez les souris axéniques, la sensibilisation expérimentale par 

l’administration de BLG par voie i.p. en absence d’adjuvant, induit une réponse IgE et IgG1 

spécifique alors que l’administration de CAS induit uniquement une réponse IgG1 dirigée 

contre les caséines κ et αS1.  

L’absence de réponse IgE dirigée contre les caséines indique que ce modèle ne permet 

pas de révéler les propriétés allergéniques de tous les allergènes, ce qui suggère que le nombre 

d’injections ou le mode d’administration étaient peut-être inadéquats pour l’induction d’une 

sensibilisation aux caséines.  

Le traitement thermique (chauffage 10 min à 95°C) diminue le potentiel allergénique de 

la BLG car nous mesurons des niveaux d’IgE spécifiques moins importants chez les souris 

GF-HP. Cependant ce traitement augmente tout de même l’immunogénicité des protéines car 

nous observons une production significative d’IgG1 dirigée contre la BLG et la caséine κ chez 

les souris axéniques et conventionnelles. Ceci est en accord avec des données précédentes qui 

indiquent que le traitement thermique diminue le potentiel allergénique de la BLG (Nowak-

Wegrzyn et al. 2008, Paajanen et al. 2003).   

 

De façon générale, les résultats de notre étude confirment que les souris Ax présentent 

une plus forte réactivité au potentiel immunogénique et allergénique de la BLG. Les réponses 

induites par l’injection de la CAS montrent les limites de ce modèle pour la caractérisation 

des propriétés allergéniques de certaines protéines.  

 Le lait de vache étant un aliment très complexe, ces résultats suggèrent qu’il doit être 

considéré dans son ensemble car il existe des interactions entre les différentes protéines 

présentes, conduisant ainsi à l’expression de leurs caractéristiques immunogéniques et 

allergéniques. C’est pourquoi, nous avons décidé pour la suite de nos études de sensibiliser les 

souris par voie orale avec l’aliment entier (lait de vache) afin de pouvoir comparer les 

propriétés sensibilisantes des allergènes majeurs du lait de vache. 

 



91 

 

 

 

 



92 

 

 

 



93 

 

 

 

 



94 

 

 

 

 



95 

 

 



96 

 



97 

 



98 

 



99 

 



100 

 



101 

 



102 

 



103 

 



104 

 



105 

 



106 

 



107 

 



108 

 



109 

 



110 

 



111 

 



112 

 

 

  



113 

 

II. IMPACT DE LA COLONISATION DU TRACTUS 

DIGESTIF A L’AGE DE 6 SEMAINES SUR LA 

SENSIBILISATION AU LAIT DE VACHE 

 

II.1. CONTEXTE DES TRAVAUX 

Les résultats de l’étude précédente, effectuée pour évaluer la capacité des souris 

BALB/c axéniques à révéler le potentiel allergénique et immunogénique de la BLG et de la 

CAS via l’administration par voie intra péritonéale en absence d’adjuvant, montrent que ce 

modèle n’est pas adapté à l’étude des propriétés allergéniques de la CAS (Morin et al. 2011).  

De plus, l’allergénicité des différentes protéines du lait de vache peut varier en fonction 

des conditions d’exposition des allergènes. En effet, les allergènes purifiés n’ont pas les 

mêmes propriétés que lorsqu’ils sont ingérés au sein de la matrice alimentaire.  

Dans le cas de l’allergie aux protéines du lait de vache, la voie orale est a priori la voie 

de sensibilisation principale chez le sujet humain. Elle implique cependant l’utilisation d’un 

adjuvant nécessaire à l’inhibition de la tolérance orale induite naturellement par cette voie 

d’administration dans les modèles murins.  

La toxine cholérique fait partie des adjuvants des muqueuses les plus efficaces et les 

plus largement étudiés (Schnitzler, Burke and Wetzler 2007). Chez les souris, 

l’administration orale d’antigènes en présence de toxine cholérique engendre une mémoire 

immunologique à long terme (Vajdy and Lycke 1992) caractérisée par des réponses 

spécifiques des antigènes impliquant les lymphocytes (CD4
+
 et CD8

+
) et les IgA sécrétoires 

(Clarke et al. 1991).  

Ces réponses sont également caractérisées par des taux élevés d’IgG1 et d’IgE sériques 

(Marinaro et al. 1995, Vajdy et al. 1995) et de cytokines de type Th2 principalement (IL-4, 

IL-5…) (Okahashi et al. 1996, Wilson et al. 1991). Différentes études rapportent l’utilisation 

de la toxine cholérique pour sensibiliser oralement des souris conventionnelles à des protéines 

du lait de vache (Adel-Patient et al. 2005b, Li et al. 1999). L’utilisation de cet adjuvant a 

aussi permis de sensibiliser par voie orale des souris axéniques aux protéines du lactosérum 

ou à l’ovalbumine (Rodriguez et al. 2011, Gaboriau-Routhiau and Moreau 1996).  
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II.2. OBJECTIFS ET MÉTHODOLOGIE  

Les objectifs de cette étude ont été d’évaluer les propriétés allergéniques et 

immunogéniques des allergènes majeurs du lait de vache (BLG, caséines et α-lactalbumine) 

chez des souris axéniques (GF), conventionnelles (CV) et conventionnalisées (CVd). Les 

souris de cette étude ont reçu du lait stérilisé à Ultra Haute Température (UHT, chauffage à 

140°C pendant quelques secondes) en présence de toxine cholérique filtrée afin de préserver 

le statut stérile des souris axéniques tout en prenant en compte les effets de la matrice 

alimentaire des protéines du lait de vache.  

Le traitement thermique (UHT) dénature la majeure partie de la BLG mais jusqu’à 2 à 

10% de la BLG peut conserver sa conformation native (Chen et al. 2005). L’induction d’une 

réponse IgE dirigée contre des protéines dénaturées présente toutefois l’avantage d’aborder la 

spécificité de réponses des patients dont l’allergie au lait de vache persiste. En effet, il a été 

reporté que la spécifité des IgE de ces patients est plutôt orientée contre les protéines 

dénaturées (et des épitopes linéaires) alors que les allergies moins sévères tolèrent mieux les 

produits laitiers traités thermiquement (Chatchatee et al. 2001, Vila et al. 2001, Järvinen et 

al. 2002).  

La première partie de ces travaux a consisté à évaluer chez des souris Ax et CV les 

réponses immunitaires induites par la sensibilisation par voie orale au lait de vache en 

présence de toxine cholérique. Pour cela, ces souris ont reçu une administration par semaine 

de ce mélange pendant 5 semaines (GF-Milk et CV-Milk). Les souris Ax et CV des lots 

contrôles ont reçu une solution saline (GF-Ctrl et CV-Ctrl). Les effets de la sensibilisation ont 

été mesurés à partir de l’analyse des échantillons sanguins et fécaux prélevés au cours de 

l’étude ainsi que celle de la production de cytokines par les splénocytes réactivés in vitro en 

présence de BLG ou CAS.    

La deuxième partie de ces travaux a consisté à évaluer l’impact d’une colonisation 

bactérienne tardive du tractus digestif sur les réponses immunitaires induites par une 

sensibilisation orale aux protéines du lait de vache. Pour cela, des souris axéniques âgées de 6 

semaines ont été conventionnalisées via l’inoculation par voie orale d’une solution préparée à 

partir d’un pool d’échantillons fécaux provenant des souris CV contrôles. Les souris Ax ainsi 

conventionnalisées sont nommées CVd. Les souris CV et CVd ont ensuite été sensibilisées et 

les effets ont été analysés dans les mêmes conditions que dans la première partie de l’étude.   
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II.3. PRINCIPAUX RÉSULTATS ET CONCLUSIONS 

Nous avons dans un premier temps analysé les effets de la sensibilisation expérimentale 

par voie orale aux allergènes majeurs du lait de vache en présence de toxine cholérique.  

Les résultats de notre étude montrent que cette sensibilisation expérimentale induit des 

réponses IgE, IgG1 et IgG2a spécifiques de la βLG, plus fortes chez les souris Ax comparées 

aux souris CV. Par contre, les réponses IgE dirigées contre la CAS mais qui sont 

significativement plus fortes que chez les lots contrôles, sont similaires chez les souris Ax et 

CV. 

Il est important de noter que ce modèle de sensibilisation par voie orale en présence 

d’adjuvant permet la mise en évidence des propriétés allergéniques de certaines protéines 

formant la fraction caséine avec l’induction d’une réponse IgE dirigée uniquement contre les 

caséines αS1 et αS2 chez les souris Ax et CV. Il permet également de confirmer les propriétés 

immunogéniques intrinsèques des caséines κ et αS1 avec l’observation de réponses IgG1 

spécifiques plus importantes chez les souris GF par rapport aux souris CV, comme dans 

l’étude précédente. Ce modèle nous a aussi permis de mettre en évidence le déséquilibre des 

réponses immunitaires observées chez les souris axéniques avec l’induction de réponses 

excessives non seulement de type Th2 (IgE et IgG1) mais aussi de type Th1 (IgG2a).  

D’autre part, ces travaux préalables nous ont permis d’observer que la forte réponse IgE 

dirigée contre la BLG se produit de façon précoce (dès la troisième administration) alors que 

la réponse IgE dirigée contre la CAS n’augmente de façon significative qu’après la quatrième 

administration. 

 La deuxième partie de notre étude a permis d’étudier l’impact de la colonisation 

bactérienne du tractus digestif trois semaines après la période du sevrage sur la sensibilisation 

par voie orale aux protéines du lait de vache. L’analyse de la diversité du microbiote intestinal 

des souris CVd et des souris CV par une technique d’empreinte (TTGE) a montré que le 

microbiote de ces deux lots de souris présente une biodiversité similaire, illustrant ainsi que la 

conventionnalisation avait réellement eu lieu.   

Dans un premier temps, jusqu’à la quatrième administration (lait de vache + toxine 

cholérique), l’analyse des réponses immunitaires induites indique que les souris CV et CVd 

présentent des profils de réponses dirigées contre la BLG moins intenses par rapport aux 

souris GF. Cependant, après la cinquième et dernière administration, le niveau des réponses 
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anticorps sériques spécifiques de la BLG augmente chez les souris CVd et les différences 

significatives observées avec les souris GF disparaissent, tandis que celles entre les souris GF 

et CV sont maintenues.  

 Les résultats de notre étude montrent de façon globale que la sensibilisation orale à la 

BLG et à la CAS est modulée différemment en fonction de la présence du microbiote 

intestinal qui joue un rôle protecteur dans ces conditions expérimentales, en particulier pour la 

BLG qui induit rapidement une réponse IgE.  

 La colonisation tardive du tractus gastro-intestinal à 6 semaines résulte en une 

altération persistante des fonctions immunitaires de l’hôte en réponse à la sensibilisation orale 

aux protéines du lait de vache, malgré l’observation d’effet correcteur partiel au niveau local 

(IgA fécales et cytokines sécrétées par les cellules issues des ganglions mésentériques). 

 L’ensemble de ces résultats montre que ce modèle de sensibilisation par voie orale en 

présence d’adjuvant induit la production d’IgE spécifiques des caséines. D’autre part, ces 

résultats soulignent l’importance du moment de la colonisation bactérienne du tractus gastro-

intestinal et suggèrent qu’elle devrait survenir de façon plus précoce pour prévenir le 

développement de réponses immunitaires excessives. C’est pourquoi nous avons décidé de 

poursuivre cette étude en conventionnalisant des souris axéniques au moment de leur sevrage. 

La caractérisation du microbiote intestinal sera également effectuée de façon plus fine afin 

d’avoir plus d’informations concernant la composition. En effet, la caractérisation par TTGE 

du microbiote fécal est certainement très insuffisante pour détecter des différences de 

composition plus fines qui auraient pu survenir entre les souris conventionnelles et 

conventionnalisées.  
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III. IMPACT DE LA COLONISATION DU TRACTUS 

DIGESTIF AU MOMENT DU SEVRAGE SUR LA 

SENSIBILISATION AU LAIT DE VACHE  

III.1. INTRODUCTION  

Nous avons observé lors de l’étude précédente, que la conventionnalisation de souris 

axéniques âgées de 6 semaines ne permet pas de corriger complètement le biais des réponses 

immunes observées chez les souris axéniques après une sensibilisation par voie orale au lait 

de vache en présence de toxine cholérique (Morin et al. 2012). Ces résultats sont en accord 

avec les données qui suggèrent que l’établissement d’un microbiote intestinal au cours des 

périodes précoces du développement est associé à un meilleur état de santé au cours de la vie 

(Isolauri 2012). La conventionnalisation du tractus gastro-intestinal doit donc certainement 

être réalisée à une période plus précoce pour essayer de prévenir les dérèglements du système 

immunitaire. Dans cette étude, nous avons évalué si une colonisation du tube digestif 

immédiatement après le sevrage pouvait permettre de rétablir une réactivité du système 

immunitaire des souris conventionnalisées (CVd) comparable à celle observée chez les souris 

conventionnelles. La période du sevrage correspond en effet à un stade critique et décisif dans 

les processus d’établissement du microbiote intestinal et de maturation du tractus gastro-

intestinal. La diversification du régime alimentaire apporte de nouveaux éléments exogènes 

capables de moduler la composition du microbiote intestinal mais aussi de stimuler la 

maturation du tractus gastro-intestinal (Menezes et al. 2003).  

Les objectifs de cette étude ont donc été de déterminer l’impact de la colonisation 

bactérienne du tractus gastro-intestinal de souris axéniques au moment du sevrage sur le 

développement ultérieur d’une sensibilisation aux protéines du lait de vache.   
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III.2. MATÉRIELS ET MÉTHODES  

III.2.1. Milieux et réactifs 

Le milieu BHI (Brain Heart Infusion broth, Difco, BD, Le Pont de Claix, France) a été 

utilisé afin de diluer les fèces pour la préparation des solutions fécales utilisées lors de la 

conventionalisation.  

Le lait de vache entier stérilisé UHT (Ultra High Temperature,  GrandLait Candia, 

Paris, France) et la toxine cholérique (CT,  Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) ont été 

utilisés pour la sensibilisation expérimentale par voie orale.  

Les protéines du lait de vache (caséines, α-lactalbumine et BLG) ont été isolées, 

purifiées et caractérisées dans les conditions préalablement décrites (Blanc et al. 2008). 

III.2.2. Souris : Origine et conditions d’élevage 

Les souris utilisées sont des femelles de souche BALB/cByJ. Les souris 

conventionnelles (CV) sont des souris SPF (Specific Pathogen Free) provenant du centre 

d’élevage René Janvier (Le Genest Saint-Isle, France). Les souris axéniques (Ax) proviennent 

de l’animalerie gnotoxénique Anaxem de l’Institut MICALIS (INRA, Jouy en Josas, France). 

Toutes les souris reçoivent à volonté de l’eau stérile autoclavée et de la nourriture dépourvue 

en protéines de lait de vache (R03, SAFE, Augy, France), stérilisée par irradiation (IBA 

Mediris, Fleurus, Belgique). 

III.2.3. Protocole expérimental 

Un lot de 10 souris Ax agées de 3 semaines a été conventionnalisé au moment du 

sevrage via l’inoculation par voie orale d’une solution préparée à partir d’un pool 

d’échantillons fécaux provenant des souris CV (n=10) de l’étude. Les souris axéniques ainsi 

conventionnalisées (CVd) ont été placées dans le même isolateur que les souris CV après 

l’inoculation. Une deuxième inoculation a été réalisée une semaine après, afin de favoriser 

l’implantation des bactéries anaérobies au niveau du tractus digestif. Des échantillons fécaux 
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ont été prélevés un jour avant le début du protocole de sensibilisation (J-1) afin d’analyser la 

composition du microbiote intestinal par la technique d’hybridation in situ couplée à la 

cytométrie en flux (FISH).  

La sensibilisation expérimentale a débuté 4 semaines après la première inoculation afin 

de permettre une colonisation optimale du tractus digestif des souris et aussi afin de permettre 

l’établissement des interactions entre les bactéries et l’hôte. Elle a été réalisée dans les mêmes 

conditions que dans l’étude précédente avec une administration orale en plus (6 

administrations de lait de vache (200µl par voie orale en présence de toxine cholérique 

(10µg/souris) à J1, 8, 15, 22, 29 et 36) afin de s’assurer une production finale d’IgE plus 

élevée chez les souris conventionnelles (Figure 24). 

 

 

Figure 24: Protocole expérimental 

 

Une semaine après le dernier gavage (J42), un challenge oral a été réalisé par gavage 

intragastrique de 20mg de BLG (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). La température 

corporelle des souris a été mesurée au niveau du rectum 15 et 30 min après le challenge. Un 

dosage des mMCP-1 (mouse Mast Cell Protease 1) a également été effectué dans les 

échantillons sanguins prélevés  après la dernière prise de température.  

Afin d’analyser la réponse immunitaire provoquée par la sensibilisation expérimentale, 

des prélèvements d’échantillons sanguins et fécaux ont été effectués, comme précédemment 

décrit (Morin et al. 2011), chez toutes les souris, avant, pendant la sensibilisation et le jour du 

challenge oral (J-9, J26 et J42).  

Les organes d’intérêt (rate et ganglions mésentériques) ont été prélevés le jour du 

sacrifice des souris (J48) afin remettre en culture les cellules issues de ces organes en 

présence d’activateur (réactivation in vitro).  
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Les différentes manipulations sur les souris ont été effectuées selon la règlementation en 

vigueur suivant les recommandations européennes (Council directives on the protection of 

animals for experimental and other scientific purposes. J. Off. Communautés Européennes, 

86/609/EEC), à l’aide d’un chercheur habilité (Stéphane Hazebrouck, autorisation à 

expérimenter n° 91-243).  

III.2.4. Hybridation in situ couplée à la cytométrie en flux (FISH : 

Fluorescent In Situ Hybridization) 

Cette analyse est réalisée à partir d’échantillons fécaux dilués dans du 

paraformaldéhyde (PFA, 3%) au moment du prélèvement. Après 24 heures de fixation à 4°C, 

ces échantillons sont congelés à -80°C.  

Avant l’étape d’hybridation, les échantillons sont dilués dans du tampon PBS 

(Phosphate-Buffered Saline : NaCl 130mM, NaH2PO4 2H2O 3mM, Na2HPO4 12H2O 7mM, 

pH 7,2) et sont centrifugés (9000g, 3 min, température ambiante). Le culot est remis en 

suspension dans 1mL de tampon Tris-EDTA (Tris-HCl 100mM, pH 8, EDTA 50mM). Les 

échantillons sont ensuite centrifugés dans les mêmes conditions que précédemment. Les 

culots ainsi obtenus sont remis en suspension dans du tampon Tris-EDTA contenant 1mg/mL 

de lysosyme (Serva, Heildelberg, Allemagne). Après une incubation pendant 10 min à 

température ambiante permettant la perméabilisation des cellules bactériennes, une étape de 

lavage en PBS est nécessaire pour éliminer le lysosyme.  

Les échantillons sont ensuite remis en suspension dans le tampon d’hybridation (NaCl 

900mM, Tris-HCl 20mM, pH 7,2 ; SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 0,01% ; formamide 15%). 

Les échantillons ainsi préparés sont distribués sur plaques 96 puits (40µl/puits) avec 4ng/µL 

de sondes fluorescentes. L’hybridation est réalisée en plaçant les plaques à 35°C pendant 

toute la nuit.  

Les sondes oligonucléotidiques ciblant l’ARNr 16S bactérien utilisées pour notre 

analyse sont décrites dans le Tableau 4. Elles sont liées de façon covalente à la fluorescéine 

isothiocyanate (FITC) ou à l’indodicarbocyanine (Cy5) à leur extrémité 5’ et proviennent de 

chez Thermo Electron (Ulm, Allemagne). La sonde Eub338 est spécifique du domaine des 

bactéries (Amann et al. 1990). Elle est utilisée comme contrôle positif.  
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La sonde NonEub 338 est le complément de la sonde Eub338, utilisée comme contrôle négatif 

afin d’évaluer les hybridations non spécifiques et d’éliminer le bruit de fond dû à la 

fluorescence (Wallner, Amann and Beisker 1993). Les autres sondes sont groupe-

spécifiques sans hybridation croisée. 

Suite à l’étape d’hybridation, 150µL de tampon d’hybridation sont ajoutés dans 

chaque puits et les cellules sont centrifugées à 4000g pendant 15 min à température ambiante. 

Les culots sont remis en suspension dans le tampon de lavage (NaCl 64mM, Tris-HCl 20mM, 

pH8, EDTA 5mM, SDS 0,01%). Les fixations non spécifiques des sondes sont éliminées par 

l’incubation des cellules pendant 20 min à 37°C suivie d’une centrifugation à 4000g pendant 

15 min à température ambiante. Les culots obtenus sont ensuite remis en suspension dans du 

PBS.  

Les échantillons ainsi obtenus sont dilués dans du FACS FLOW pour l’acquisition des 

données par cytométrie en flux (100µl d’échantillon pour 500µL de FACS FLOW, Becton 

Dickinson, Pont de Claix, France).  

 L’acquisition des données est effectuée à l’aide du cytomètre en flux Facs Calibur 

(Becton Dickinson) selon la description de Rigottier-Gois et al. (Rigottier-Gois et al. 2003). 

La numération cellulaire est réalisée en combinant dans le même tube d’hybridation une 

sonde spécifique d’un groupe (Cy5) avec une sonde Eub338 (FITC). La proportion des 

cellules marquées avec la sonde spécifique du groupe est corrigée en enlevant le bruit de fond 

mesuré à l’aide de la sonde NonEub338 à l’aide du logiciel d’acquisition et d’analyse 

CellQuest. Pour chaque sonde spécifique, les résultats sont exprimés sous forme de proportion 

relative par rapport aux bactéries totales s’hybridant avec la sonde Eub338. 
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Sondes 

 

Séquences (5’       3’) 

 

Cibles 

    Fluoro-

chromes 

 

Références 

Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT domaine Bactérie 5’FITC (Amann et al. 1990) 

Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT domaine Bactérie 5’CY5 (Amann et al. 1990) 

NonEub338 ACATCCTACGGGAGGC Aucune 5’FITC (Wallner et al. 1993)  

NonEub338 ACATCCTACGGGAGGC Aucune 5’CY5 (Wallner et al. 1993) 

Erec 482 GCTTCTTAGTCAGGTACCG groupe Clostridium coccoides 5’CY5 (Franks et al. 1998)  

Clep1156 GTTTTRTCAACGGCAGTC 
Compétiteur 1 GRTTTRTCAYCGGCAGTC* 

Compétiteur 2 GTVTTRTCBACGGCAGTC* 

Sous-groupe Clostridium leptum 

 

5’CY5 
(Saunier et al. 2005)  

Ato291 GGTCGGTCTCTCAACCC cluster Atopobium 5’CY5  (Harmsen et al. 2000) 

Bac303 CCAATGTGGGGGACCTT groupe Bacteroides-Prevotella 5’CY5 
(Manz et al. 1996) 

Bif164 CATCCGGCATTACCACCC genre Bifidobacterium 5’CY5 
(Langendijk et al. 1995) 

Enter1432 CTTTTGCAACCCACT Enterobacteries 5’CY5 
(Sghir et al. 2000) 

Ecyl387 CGCGGCATTGCTCGTTCA Eubacterium cylindroides, 

Clostridium innocuum, 

Eubacterium biforme, 

Eubacterium tortuosum, 

Eubacterium dolichum et 

Streptococcus pleomorphus 

5’CY5 

(Harmsen et al. 

2002)  

Muc1437 CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT Akkermansia muciniphila 5’CY5 
(Derrien et al. 2008) 

MIB661 GCATTCCGCATACTTCTC Mouse Intestinal Bacteria 

(Bacteroides subgroup 

(cytophaga-Flavobacter-

Bacteroides (CFB))  

5’CY5 

(Salzman et al. 

2002)  

 (Kibe et al. 2007)  

Lab158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA groupe Lactobacillus-

Enterococcus 
5’CY5 

(HJ Harmsen 1999) 

Str493 GTTAGCCGTCCCTTTCTGG groupe Streptococcus 5’CY5 
(Franks et al. 1998) 

Cdif198 

Cperf191 

GGUGAGCCAGUACAGGAUGGA 

CAUCAUUCAACCAAAGGAGC 

Clostridium difficile  

Clostridium perfingens 5’CY5 
(Fallani et al. 2006) 

Tableau 4: Définitions des séquences et des cibles des sondes utilisées pour la FISH 

*Y = C/T ; R = G/A ;  K = G/T ;  M = C/A ;  W = A/T ; B = C/G/T et V = G/C/A 
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III.2.5. Dosage des anticorps spécifiques dans les échantillons sanguins 

et fécaux 

Des protéines purifiées du lait de vache (BLG, α-lactalbumine, CAS, caséine-αS1, -

αS2, -β, et- κ) sont directement immobilisées de façon individuelle sur des plaques de 

microtitration (Nunc Immunoplate Maxisorp). La détection des anticorps spécifiques de 

l’allergène (IgG1, IgG2a, IgA et IgE) est réalisée dans les mêmes conditions que celles 

décrites précédemment (Adel-Patient et al. 2000). Les réponses IgA spécifiques de 

l’allergène sont également mesurées dans les échantillons fécaux (Hazebrouck et al. 2009a). 

Les résultats sont exprimés en unité d’absorbance (UA) à 414nm.  

 

III.2.6. Dosage des protéases mastocytaires de type 1 (mouse Mast Cell 

Protease 1 (mMCP-1))   

Le dosage des mMCP-1 a été effectué à partir des échantillons sanguins prélevés avant 

la sensibilisation expérimentale (J-9) et après le challenge oral (J42) à l’aide d’un kit de 

dosage spécifique de type ELISA (mouse Mast Cell Protease ELISA kit, Moredun Scientific). 

Les échantillons dilués (1/100) ont été analysés selon les recommandations du fournisseur. La 

révélation des résultats est effectuée à l’aide d’un autre kit (TMB substrate, Bio-Rad), selon 

les recommandations du fournisseur. 

III.2.7.  Réactivation des cellules issues des rates et des ganglions 

mésentériques et dosage des cytokines 

Le sacrifice des souris est réalisé en fin d’expérimentation par dislocation cervicale. 

Les rates sont prélevées par lot de 2 souris et les ganglions mésentériques par lot de 5 souris. 

Les rates subissent une étape de lyse des érythrocytes (tampon de lyse : NH4Cl 180mM ; 

Na2EDTA 17mM ; pH 7,2). 

 Les cellules issues des rates et des ganglions mésentériques sont gardées dans du 

milieu RPMI complet (RPMI 1640, L-glutamine 2 mM,  Pénicilline 100 U, Streptomycine 

100 µg, Sérum de Veau Fœtal décomplémenté 10%,  Invitrogen (Gibco)).  
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Une numération cellulaire et un test de viabilité sont réalisés en utilisant le réactif Viacount et 

le cytomètre de flux Guava EasyCyte Plus, selon les instructions fournies (Guava – 

Millipore).  

Après ajustement à 4,5.10
6 

 cellules/mL en milieu RPMI complet, les suspensions 

cellulaires sont distribuées sur des plaques 96 puits (225 µL/puits). Les activateurs sont alors 

ajoutés (25 µL/puits, 4 puits/activateur, BLG native et CAS, (20 µg/mL final)). Des puits 

contrôles comportant du PBS stérile et de l’ovalbumine (Sigma, 20 µg/ml final) ont également 

été préparés.  

L’évaluation de la réponse cellulaire est effectuée par dosage ELISA sandwich des 

cytokines (IL-5, IFN-γ et IL-17) sécrétées dans les surnageants de culture.  

Les échantillons dilués (dilution en fonction de la cytokine analysée) sont distribués 

sur des plaques de microtitration contenant un anticorps de capture (anti-mouse/human IL-5 

clone TRFK5, anti-mouse IFN-γ clone XMG1.2 ou anti-mouse IL-17 clone eBio 17CK15A5, 

eBioscience). Après une incubation pendant une nuit à 4°C et un lavage (tampon phosphate 

de potassium 10mM, Tween 0,05%, pH 7,4), l’anticorps permettant la révélation de la 

présence des cytokines est ajouté (anti-IL-5-biotin clone TRFK4, anti-IFN-γ-biotin clone R4-

6A2 ou anti-IL-17-biotin clone IL-17A eBio 17B7, eBioscience). Après une incubation 

pendant une nuit à 4°C et un lavage, la streptavidine couplée à l’acétylcholinestérase est 

ajoutée pendant 1h30 avec agitation. L’activité enzymatique est révélée par la réaction 

colorimétrique d’Ellman (Ellman et al. 1961). Le dosage de l’IL-10 sera réalisé 

ultérieurement.  

III.2.8. Analyses statistiques 

Les données sont analysées à l’aide du test statistique de Mann-Whitney ou du test t 

de Student. Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 

5.01. Pour une valeur de p<0,05, la différence est significative (*p<0.05, **p<0.01 et 

***p<0.0001). 
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III.3. RÉSULTATS  

III.3.1. Analyse de la composition du microbiote fécal  

Nous observons la présence des groupes bactériens ciblés à l’aide des 12 sondes 

spécifiques utilisées, aussi bien chez les souris CV que chez les souris CVd (Figure 25). Le 

Tableau 5 rappelle les cibles des sondes utilisées.  

L’analyse individuelle révèle des différences significatives au niveau des proportions 

retrouvées pour certains groupes bactériens (Figure 26). 

 

 

Figure 25: Composition du microbiote fécal évaluée à l’aide de 12 sondes spécifiques 

Les souris CVd sont des souris axéniques conventionnalisées à l’âge de trois semaines via l’inoculation d’une préparation fécale provenant 

des souris CV. Les résultats présentent le pourcentage de bactéries  détectées par les sondes parmi les bactéries totales. La moyenne ±  SEM 
est indiquée. 

 

 
 

 

Le microbiote des souris CVd renferme un taux plus important de Clostridium leptum 

(sonde Clep1156) et de Lactobacillus-Enterococcus (sonde Lab158) et un taux moins 

important de Clostridium, Eubacterium et Streptococcus (sonde Ecyl1387) ainsi que de 

Bactéroides (MIB661) par rapport à celui des souris CV. 
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Sondes  Cibles 
Bif164 genre Bifidobacterium 

Erec 482 groupe Clostridium coccoides 

Clep1156 Sous-groupe Clostridium leptum 

Ato291 cluster Atopobium 

Bac303 groupe Bacteroides-Prevotella 

Enter1432 Enterobacterie 

Lab158 groupe Lactobacillus-Enterococcus 

Str493 Streptococcus/Lactococcus 

Cdif198 

Cperf191 

Clostridium difficile  

Clostridium perfingens 

Ecyl387 

Eubacterium cylindroides, Clostridium innocuum, 

Eubacterium biforme, Eubacterium tortuosum, 

Eubacterium dolichum et Streptococcus pleomorphus 

Muc1437 Akkermansia muciniphila 

MIB661 
Mouse Intestinal Bacteria (Bacteroides subgroup 

(cytophaga-Flavobacter-Bacteroides (CFB))  

Tableau 5: Désignation des bactéries détectées à l’aide des sondes spécifiques 

 

 

 

 

Figure 26: Taux individuels de bactéries ciblées par les sondes Clep1156, Lab158, Ecyl1387 et MIB661 

Les résultats présentent le pourcentage de bactéries détectées par les sondes Clep1156, (sous-groupe Clostridium leptum), Lab158, (groupe 

Lactobacillus-Enterococcus), Ecyl1387, (Eubacterium cylindroides, Clostridium innocuum, Eubacterium biforme, Eubacterium tortuosum, 
Eubacterium dolichum et Streptococcus pleomorphu) et MIB661 (Mouse Intestinal Bacteria (Bacteroides subgroup (cytophaga-Flavobacter-

Bacteroides (CFB)))  parmi les bactéries totales. Les données ont été analysées à l’aide du test statistique Mann Whitney. Les différences 

significatives sont indiquées entre les souris CVd et CV (*p<0,05; **p<0,005). La médiane est indiquée. 
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III.3.2. Réponses anticorps induites par la sensibilisation expérimentale 

Nous constatons que le niveau de production des IgE, IgG2a et IgA sériques dirigés 

contre la BLG est significativement plus faible chez les souris CVd par rapport aux souris 

CV. La réponse IgG1 présente également une différence significative après la 4
ème

 

administration de lait de vache (Figure 27). 

 

Figure 27: Réponses anticorps spécifiques de la BLG (sérum) 

Les dilutions utilisées pour ces dosages diffèrent en fonction de l’anticorps (1/50 pour les IgE, 1/100 pour les IgA, 1/500 pour les IgG2a et 

1/100 000 pour les IgG1). Les résultats sont exprimés en unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm (n=10). Les données ont été analysées à l’aide 
du test statistique Mann Whitney et les différences significatives sont indiquées entre les souris CVd et CV (a= p<0,05; b= p<0,001 et c= 

p<0,0001). La médiane (intervalle interquatile) est indiquée.  

  

Les réponses IgG1 et IgG2a dirigées contre l’α-Lac ne présentent aucune différence 

significative entre les souris CVd et CV, alors que le niveau de production des IgA 

spécifiques de l’α-Lac est plus élévé chez les souris CV par rapport aux souris CVd, tout au 

long du protocole de sensibilisation expérimentale (Figure 28). 

 

 

Figure 28:Réponses anticorps spécifiques de l’α-lactalbumine (sérum) 

Les dilutions utilisées pour ces dosages diffèrent en fonction de l’anticorps (1/50 pour les IgE, 1/100 pour les IgG2a et les IgA et 1/10 000 
pour les IgG1 Les résultats sont exprimés en unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm. Les données ont été analysées à l’aide du test statistique 

Mann Whitney. Les différences significatives sont indiquées entre les souris CVd et CV (b= p<0,001). La médiane (intervalle interquatile) 

est indiquée. Aucune  réponse IgE spécifique de l’α-Lac n’a été mesurée (non montré). 
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La Figure 29 présente les réponses anticorps dirigées contre les caséines αS1 αS2 et κ. 

Les réponses dirigées contre la caséine β ont été mesurées ; cependant aucune réponse n’a été 

détectée (résultats non présentés). 

Les réponses IgE spécifiques des caséines αS1 et αS2 sont plus fortes chez les souris 

CV par rapport aux souris CVd. On note également une faible production d’IgE spécifiques 

de la caséine κ mais néanmoins significativement plus élevée chez les souris CV.  

 

 

Figure 29:Réponses anticorps spécifiques des caséines (sérum) 

Les dilutions utilisées pour ces dosage diffèrent en fonction de l’anticorps (1/50 pour les IgE, 1/00 pour les IgG2a et les IgA et 1/10 000 pour 

les IgG1). Les résultats sont exprimés en unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm sous forme de médiane ; intervalle interquatile (n=10).  Les 

données ont été analysées à l’aide du test statistique Mann Whitney. Les différences significatives sont indiquées entre les souris CVd et CV 
(a= p<0,05; b= p<0,001). Les différences significatives entre les mesures effectuées à J-9 (S0) et J42 (S2) sont notées # pour les souris CVd 

et # pour les souris CV. La médiane (intervalle interquatile) est indiquée. 

 

Aucune différence significative n’a été obervée au niveau des réponses IgG1 

spécifiques des caséines αS1, αS2 et κ entre les souris CV et CVd à cause d’une très forte 
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variabilité interindividuelle. Toutefois, on observe par rapport à la saignée S0 contrôle (avant 

sensibilisation) une production significative d’IgG1 anti-caséines αS1 uniquement chez les 

souris CV alors que pour les caséines αS2 et κ, la production d’IgG1 spécifiques est 

significative chez les souris CVd et CV. Les réponses IgG2a anti-caséines ne présentent pas 

de différences notables (non montrées). 

Les réponses IgA dirigées contre les caséines αS1 et αS2 sont significativement plus 

fortes chez les souris CV par rapport aux souris CVd. Cette différence est également observée 

pour la réponse contre la caséine κ seulement après la 4ème administration de lait. 

 

Concernant les anticorps mesurés dans les échantillons fécaux, nous n’avons pas 

détecté de production d’IgA sécrétoires spécifiques des protéines de lait chez les souris CVd 

et CV (résultats non montrés). 

III.3.3. Réponses induites par le challenge oral  

Les souris ont reçu un challenge oral de BLG une semaine après la dernière 

administration de lait de vache afin de mettre en évidence ou non une  réaction allergique 

suite à la sensibilisation expérimentale.  

Les températures mesurées au niveau rectal avant le challenge oral sont similaires 

entre les souris CVd et CV. Cependant, 15 min après le challenge oral, la diminution de la 

température des souris CV est significativement plus importante que celle des souris CVd. 

Les mesures effectuées 30 min après le challenge oral, montrent que la température des souris 

CV a encore diminué tandis que celle des souris CVd commence à remonter (Figure 30 (A)). 

La libération de mMCP-1 est induite lors de la dégranulation des mastocytes. La 

présence de mMCP-1 n’est détectée qu’après le challenge oral. Cependant, aucune différence 

significative n’est observée entre les souris CVd et CV (Figure 30 (B)). 
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Figure 30: Evolution de la température corporelle des souris CVd et CV (A) et induction de mMCP-1 (B) 

suite au challenge oral 

La température des souris a été mesurée au niveau rectal avant le challenge oral puis 15 et 30 min après. Les résultats sont exprimés en °C 

sous forme de médiane ; intervalle interquatile (A). Le dosage des mMCP-1 a été réalisé par méthode ELISA sur des échantillons sanguins 

prélevés avant la sensibilisation expérimentale (J-9, S0) et après le challenge oral (J42, S2) traités individuellement et dilués (1/100). Les 
résultats sont exprimés en unité d’Absorbance (UA)  à 450 nm. Les données ont été analysées à l’aide du test statistique Mann Whitney. Les 

différences significatives sont indiquées entre les souris CVd et CV (b= p<0,001). La médiane (intervalle interquatile) est indiquée. 

 
 

III.3.4. Réponses cellulaires (sécrétion de cytokines après réactivation in 

vitro) 

Le niveau de sécrétion d’IL-5 est plus élevé pour les splénocytes provenant des souris 

CV réactivés par la BLG, par rapport à ceux des souris CVd.  La sécrétion d’IL-17 par les 

splénocytes provenant des souris CVd réactivés par la CAS est significativement plus élévée 

par rapport à ceux des souris CV et la même tendance est observée pour les splénocytes 

réactivés par la BLG. Nous n’observons aucune différence significative pour la sécrétion 

d’IFN-γ (Figure 31 (A)).  

Le profil de sécrétion de cytokines par les cellules issues des ganglions mésentériques ne 

présentent pas de différence significative, mise à part pour la sécrétion d’IL-17 par les cellules 

réactivées par la CAS (Figure 31 (B)). 
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Figure 31: Sécrétion de cytokines après réactivation des cellules issues des rates (A) et des MLN (B) par la 

BLG et la CAS 

Les résultats sont exprimés en pg/mL sous forme de moyenne ±  SEM. Les données ont été analysées à l’aide du test t de student. Les 
différences significatives sont indiquées entre les souris CVd et CV (*p< 0,05). 
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III.4. DISCUSSION   

Les résultats de notre étude suggèrent que la colonisation du tractus digestif de souris 

axéniques âgées de 3 semaines par un microbiote conventionnel diminue leur susceptibilité à 

être sensibilisées aux protéines du lait de vache. 

Nous avons en effet observé que les taux d’IgE et d’IgA sériques dirigées contre ces 

protéines sont  significativement inférieurs chez les souris CVd comparés à ceux des souris 

CV. Les taux d’IgG1 spécifiques suivent la même tendance. Cependant les différences ne sont 

pas significatives peut-être à cause de la forte variabilité des réponses IgG1 mesurées chez ces 

souris.  De plus, le challenge oral induit une chute de température plus importante chez les 

souris CV que chez les souris CVd ce qui illustre que le déclenchement de la réaction 

allergique est moindre chez les souris CVd même si nous n’observons pas de différence 

significative pour la libération de mMCP-1 dans le sérum.  

 Ces résultats diffèrent donc de l’étude précédente pour laquelle la 

conventionnalisation de souris axéniques à l’âge de 6 semaines n’avait pas permis de corriger 

le biais Th2 des réponses induites chez les souris Ax (S Morin et al. 2012). Ceci confirme 

bien que la période d’implantation du microbiote intestinal est un facteur critique pour 

l’induction d’une maturation correcte du système immunitaire, équivalente à celle observée 

chez les souris CV, qui n’est finalement pas obtenu en implantant le microbiote à 3 ou 6 

semaines.   

Dans cette dernière étude, nous avons mis en évidence des différences entre les souris 

CV et CVd au niveau de la composition du microbiote intestinal qui pourraient également 

expliquer la différence de réactivité entre les 2 lots de souris. En effet, l’analyse de la 

composition du microbiote fécal des souris par FISH révèle entre autres que les bactéries 

appartenant au genre  Clostridium leptum et au groupe Lactobacillus-Enterococcus sont plus 

représentées dans le microbiote des souris CVd comparé à celui des souris CV. Nous n’avons 

pour l’instant aucune hypothèse permettant d’expliquer les différences de composition entre 

les souris CVd et CV pour ces groupes bactériens. Toutefois, le rôle potentiellement 

protecteur des genres Clostridium Leptum et Lactobacillus dans le développement de 

l’allergie alimentaire a déjà été suggéré. Atarashi et al. ont montré que le groupe Clostridium 

leptum pouvait affecter l’accumulation et l’activité des lymphocytes Treg au niveau intestinal. 

Ils rapportent en effet que la colonisation de souris BALB/c axéniques par 46 souches de 



159 

 

Clostridium appartenant au cluster IV et XIVa (aussi connu sous les noms respectifs de 

Clostridium leptum et groupe coccoides)  induit le développement de Treg au niveau 

intestinal, plus particulièrement au niveau du colon (Atarashi et al. 2011). Par ailleurs, des 

souris CV inoculées oralement avec le mélange des 46 souches à l’âge de 2 semaines et 

sensibilisées ultérieurement à l’ovalbumine produisent également des quantités d’IgE 

spécifiques moins élevées que les souris CV contrôles. De même, les lactobacilles ont 

largement été décrits comme pouvant influencer les fonctions immunitaires via différents 

mécanismes immunologiques agissant sur les entérocytes, les cellules présentatrices 

d’antigènes, les lymphocytes T, B et Treg (del Giudice et al. 2010).  

Une autre différence importante entre les souris CV et CVd tient au mode de 

conventionnalisation lui-même. En effet, dans notre étude, les souris axéniques ont été 

inoculées avec un microbiote déjà complexe alors que normalement l’implantation du 

microbiote intestinal est séquentielle. Ces variations de processus de colonisation pourraient 

favoriser l’implantation de certaines souches. Gillilland et al., ont étudié la succession des 

communautés bactériennes durant la conventionnalisation de souris axéniques au niveau du  

jéjunum et du cæcum. Cette étude montre qu’au niveau du cæcum, une diversité similaire à 

celle des donneurs n’est atteinte qu’à partir du 7
ème

 jour après la conventionnalisation, tandis 

que cette similarité n’est observable qu’à partir du 21
ème

 jour au  niveau du jéjunum 

(Gillilland et al. 2012). Dans notre étude, la pression exercée par l’inoculation de ce 

microbiote déjà complexe pourrait être à l’origine de la prévention du développement des 

réponses de type Th2 après la sensibilisation expérimentale. En effet, Hansen et al. ont montré 

que des souris Ax conventionnalisées à l’âge de 3 semaines présentaient un système 

immunitaire particulièrement biaisé vers un profil pro-inflammatoire en comparaison avec des 

souris Ax, CV ou conventionnalisées à 1 semaine (Hansen et al. 2012).  Dans notre étude, 

bien que nous n’ayons pas observé de différence significative pour la sécrétion d’IFN-γ, la 

sécrétion d’IL-17 par les splénocytes réactivés en présence des protéines du lait de vache 

(BLG et CAS) est plus forte chez les souris CVd comparée aux souris CV. Cela illustre donc 

l’orientation des réponses immunes des souris CVd vers un profil pro-inflammatoire. Le 

développement de ces réponses pro-inflammatoires chez les souris CVd de notre étude 

pourrait inhiber le développement des réponses Th2 induites par la sensibilisation 

expérimentale ; ces réponses pro-inflammatoires expliqueraient ainsi la relative protection des 

souris CVd vis-à-vis du développement des réponses de type allergique. L’IL-17 (acteur 

majeur des réponses inflammatoires autoimmunes) peut en effet exercer  un rétro-contrôle 
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négatif et potentiellement inhiber l’inflammation allergique de type Th2 (Shah 2012, 

Bogiatzi et al. 2012). 

En contre-partie, le déséquilibre important vers les  réponses Th17 observé chez les 

souris CVd pourrait être à l’origine d’effets délétères car les réponses Th17 sont associées au 

développement de maladies auto-immunes comme les maladies inflammatoires intestinales 

(Alex et al. 2009). Il serait ainsi intéressant de tester la susceptibilité des souris 

conventionnalisées à 3 semaines dans des modèles de colite ulcéreuse induite avec le Dextran 

Sodium Sulfate (DSS) ou le Trinitrobenzène Sulfonic acid (TNBS). Dans l’étude d’Atarashi 

et al., les auteurs avaient utilisé le modèle utilisant le DSS pour démontrer les effets 

bénéfiques de l’administration des clostridiums appartenant au cluster IV et XIVa sur le 

développement de la colite induite au DSS (Atarashi et al. 2011). Dans notre cas, la réponse 

proinflammatoire induite par la conventionnalisation à 3 semaines chez les souris CVd 

pourrait être à l’origine du développement de colites plus sévères par rapport aux souris CV.   
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IV. IMPACT DE LA COLONISATION NÉONATALE 

DU TRACTUS DIGESTIF PAR LA SOUCHE 

LACTOBACILLUS CASEI BL23 SUR LA 

SENSIBILISATION AU LAIT DE VACHE 

IV.1. INTRODUCTION  

Les résultats de nos études précédentes montrent qu’un retard de la colonisation 

bactérienne du tractus-gastro-intestinal de souris axéniques (à l’âge de 3 ou de 6 semaines) 

induit des perturbations au niveau des réponses immunes induites après une sensibilisation 

expérimentale. Nos résultats montrent que les souris conventionnalisées à 3 semaines qui 

possèdent un microbiote plus riche en lactobacilles par rapport aux souris CV, développent 

des réponses de type allergique moins fortes que les souris CV ; ce qui confirme que les 

lactobacilles pourraient jouer un rôle dans la prévention de l’allergie alimentaire. 

 En effet, il a été rapporté que des enfants qui développent des allergies semblent être 

caractérisés par un microbiote intestinal comportant des proportions plus faibles en 

lactobacilles et bifidobactéries (Sjögren et al. 2009). Une autre étude a aussi observé que les 

enfants dont les parents sont allergiques sont moins fréquemment colonisés par des 

lactobacilles comparés à des enfants dont les parents ne sont pas allergiques. De plus, cette 

étude suggère que la colonisation par des lactobacilles (L.casei, L. paracasei, L. rhamnosus) 

durant des périodes précoces du développement diminue le risque d’allergie à l’âge de 5 ans 

en dépit de l’hérédité allergique (Johansson et al. 2011). Enfin, certaines souches de 

lactobacilles apparaissent comme de bons candidats pour l’amélioration de manifestations 

allergiques telles que l’eczéma atopique (Isolauri et al. 2000, Borchers et al. 2009). 

Dans ce cadre, un projet de recherche du laboratoire portant sur l’influence d’une 

souche de Lactobacillus casei sur la prévention d’une sensibilisation aux protéines de lait de 

vache est actuellement financé en partie par Syndifrais-CNIEL. La première étude de ce 

projet consiste à analyser les effets de la colonisation néonatale par la souche Lactobacillus 

casei BL23) sur la modulation de la réponse immunitaire dirigée contre les protéines du lait 

de vache suite à une sensibilisation orale expérimentale en présence de toxine cholérique. 
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La souche L. casei BL23 (L. casei ATCC 393 (pLZ15
-
)) (Acedo-Félix and Pérez-

Martínez 2003) est une souche bien caractérisée. Cette souche est quasiment identique à la 

souche ATCC334, isolée à partir d’un fromage et ressemble également à d’autres souches 

probiotiques déjà utilisées industriellement (Mazé et al. 2010). 

 Ses propriétés immunomodulatrices des réponses Th2 ont déjà été étudiées au 

laboratoire dans un modèle de sensibilisation à la BLG (Hazebrouck et al. 2006, 

Hazebrouck et al. 2007, Hazebrouck et al. 2009a). Différents modèles expérimentaux 

d’inflammation intestinale ont également permis d’observer ses propriétés 

immunomodulatrices des réponses Th1 (Rochat et al. 2007, Foligne et al. 2007).  

 

 

 

 

 

 

 



163 

 

IV.2. MATÉRIELS ET MÉTHODES  

IV.2.1. Milieux et réactifs 

Le lait de vache entier stérilisé UHT (GrandLait Candia, Paris, France) et la toxine 

cholérique (CT,  Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) ont été utilisés pour la sensibilisation 

expérimentale par voie orale.  

Les protéines du lait de vache (caséines, α-lactalbumine et BLG) ont été isolées, 

purifiées et caractérisées dans les conditions préalablement décrites. 

IV.2.2. Souris : origine et conditions d’élevage 

Les souris utilisées sont des femelles de souche BALB/cByJ. Les souris 

conventionnelles (CV) sont des souris SOPF (Specific and Opportunistic Pathogen Free) 

provenant des laboratoires Charles River (CRL, l’Arbresle, France). 

Les souris axéniques (Ax) proviennent de l’animalerie gnotoxénique Anaxem de 

l’Institut MICALIS (INRA, Jouy en Josas, France).  

Les souris mono-associées à la souche L.casei BL23 (Mx) proviennent également de 

l’animalerie gnotoxénique Anaxem de l’Institut MICALIS (INRA, Jouy en Josas, France). Un 

élevage a été réalisé afin d’obtenir des souris colonisées dès la naissance par cette souche 

uniquement. Des couples reproducteurs de souris BALB/c Ax ont été inoculés par une 

préparation de bactéries (L.casei BL23 dans le milieu MRS (MRS Broth Lactobacilli) à l’âge 

adulte. Après la vérification de l’implantation de cette souche en monoxénie, nous avons 

utilisé les souriceaux femelles provennant des parents monoxéniques. Les souris Mx sont 

également hébergées en isolateur afin de maintenir la composition du microbiote intestinal. 

Nous avons effectué un dénombrement dans les échantillons fécaux provenant des souris Mx 

afin de contrôler le niveau d’implantation des bactéries qui était en moyenne de l’ordre de 

1,410
9
 CFU/g de fèces.  

Les souris reçoivent à volonté de l’eau stérile autoclavée et de la nourriture dépourvue 

de protéines de lait de vache (R03, SAFE, Augy, France), stérilisée par irradiation (IBA 

Mediris, Fleurus, Belgique). 
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IV.2.3. Observation des caractéristiques physiologiques des souris Ax, 

Mx et CV  

IV.2.3.1. Prélèvement d’organes 

Les organes d’intérêt (cæcums et intestins) ont été prélevés chez des souris axéniques, 

monoxéniques et conventionnelles naïves âgées d’environ 8 semaines. Les cæcums ont été 

photographiés et pesés.  

IV.2.3.2. Coupes histologiques d’intestin et marquages immunohistochimiques 

Les intestins ont été congelés dans de l’isopentane refroidi par de l’azote liquide. Les 

organes ainsi congelés ont été conservés à -80°C. Des coupes de ces tissus (5µm) ont été 

réalisées au cryostat (Leica CM3050 S, Leica microsystems) et placées sur des lames 

superfrost plus (Thermoscientific) afin de réaliser des marquages immunohistochimiques. 

Après fixation des coupes par immersion dans de l’éthanol (95%, -20°C) pendant 5 minutes et 

séchage à l’air libre, le contour des coupes est délimité à l’aide d’un crayon marqueur à tracé 

hydrophobe (Dako Pen, Dako, Danemark) afin de limiter la consommation de réactifs. 

De façon générale, un rinçage en tampon PBS-Tween (0,05%)-lait (1%) a été effectué 

après chaque application de réactifs. 

Le blocage de l’activité des péroxydases endogènes a été réalisé par l’application 

d’H2O2 (0,3%) pendant 10 minutes sur chaque coupe, suivie d’une application d’avidine puis 

de biotine (Avidin/Biotin blocking kit, Invitrogen) pendant 15 minutes chacune.  

Les marquages des cellules CD4
+
 et des cellules CMH II

+
 ont été effectués par 

l’application sur les coupes des anticorps biotinylés anti-CD4 (anti-mouse CD4 functionnal 

grade biotin, clone GK1.5, eBioscience) et anti-CMH-II (anti-CMH Class II [ER-TR3] 

(biotin), abcam), dilués dans du tampon PBS-BSA 1%, (respectivement 1/50 et 1/100) 

pendant 1h30 à température ambiante.  

La révélation du marquage a été effectuée par l’application de streptavidine couplée à 

la horseradish péroxydase (HRP) (streptavidin-Horseradish Peroxydase pré-diluted, BD 

Pharmingen
TM

, BD Biosciences) pendant 45 minutes minimum, selon les recommandations 

du fournisseur suivi de l’application du substrat de la HRP pendant 5 minutes (NovaredTM, 

substrate kit (for peroxydase), Vector).  
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La contre-coloration a été réalisée par l’application rapide d’hématoxyline (environ 10 

secondes) (Mayer haemalum, RAL dignostics, France) suivie de l’application (2 fois 15 

secondes) d’une solution de bicarbonate de sodium (0,1%) utilisée en tant qu’agent de 

bleuissement. Le montage des lamelles sur les coupes a été effectué à l’aide de liquide de 

montage (Eukitt, CML, France) après un passage dans 4 bains d’éthanol successifs (85%, 

90%, 95% et 100%) suivis de 3 bains successifs dans du toluène (Sigma Aldrich). Des coupes 

contrôles ont été réalisées dans les mêmes conditions mais en absence d’anticorps.  

Les lames comportant les coupes sont conservées à température ambiante. 

L’observation des tissus ainsi préparés a été réalisée à l’aide d’un scanneur de lames colorées, 

à haute résolution (NanoZoomer, Hamamatsu Technology) et les images ont été traitées à 

l’aide du logiciel NanoZoomer Digital Pathology virtual viewer (NDP.view). 

IV.2.4. Protocole expérimental de sensibilisation  

Des souris Ax (n=10), Mx (n=10) et CV (n=10) âgées d’environ 9 semaines à J0 ont 

été sensibilisées expérimentalement par l’administration de lait de vache en présence de 

toxine cholérique (200µl par voie orale en présence de toxine cholérique (10µg/souris)) à J1, 

8, 15, 22 et 29 (Figure 32). 

 

 

Figure 32: Protocole expérimental 

 

Afin d’analyser la réponse immunitaire provoquée par la sensibilisation expérimentale, 

des prélèvements d’échantillons sanguins et fécaux ont été effectués, comme précédemment 

décrit (Morin et al. 2011 et 2012) chez toutes les souris, avant, pendant et après  la 

sensibilisation (J-2, J26 et J36).  



166 

 

Les organes d’intérêt (rate et ganglions mésentériques) ont été prélevés le jour du 

sacrifice des souris (J42) afin remettre en culture les cellules issues de ces organes en 

présence d’activateur (réactivation in vitro). Les différentes manipulations sur les souris ont 

été effectuées selon la règlementation en vigueur suivant les recommandations européennes 

(Council directives on the protection of animals for experimental and other scientific 

purposes. J. Off. Communautés Européennes, 86/609/EEC), à l’aide d’un chercheur habilité 

(Stéphane Hazebrouck, autorisation à expérimenter n° 91-243).  

IV.2.5. Dosage des anticorps spécifiques dans les échantillons sanguins 

et fécaux 

  Des protéines purifiées du lait de vache (BLG, α-lactalbumine, CAS, caséine-

αS1, -αS2, -β, et- κ) sont directement immobilisées de façon individuelle sur des plaques 

de microtitration (Nunc Immunoplate Maxisorp). La détection des anticorps spécifiques 

de l’allergène (IgG1, IgG2a, IgA et IgE) est réalisée dans les mêmes conditions que celles 

décrites précédemment. Les réponses IgA spécifiques de l’allergène sont également 

mesurées dans les échantillons fécaux. Les résultats sont exprimés en unité d’absorbance 

(UA) à 414nm.  

IV.2.6. Dosage des cytokines   

Le dosage des cytokines est réalisé à partir des surnageants de culture cellulaire 

prélevés après la réactivation in vitro des cellules issues des rates et des ganglions 

mésentériques par la BLG et la CAS. Les cytokines dosées sont l’IL-4, l’IL-10, l’IFN-γ et 

l’IL-17. Les résultas sont exprimés en pg/mL après soutraction des niveaux de base 

déterminés dans les surnageants de cultures cellulaires non stimulées. Le profil de sécrétion 

de cytokines par les cellules issues des ganglions mésentériques n’a pas fait l’objet d’analyse 

statistisque car les cultures cellulaires ont été réalisées à partir de pools de cellules provenant 

des 10 souris du même lot. Ces dosages utilisent des kits (Milliplex map kit, Millipore, 

Billerica, USA) selon les recommandations fournies. L’acquisition et l’analyse des résultats 

se font au Bio-Plex (Bio-Plex 100, Bio-Rad). 
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IV.2.7. Analyse des  populations lymphocytaires par cytométrie en flux 

Les cellules provenant des rates prélevées chez les souris en fin de protocole (J) sont 

distribuées sur plaque 96 puits (8.10
4
 cellules/puits). La première étape consiste à bloquer les 

sites de fixation non spécifique par ajout de Fc block (Mouse BD Fc Block 
TM

, clone 2.4G2, 

BD Pharmingen) pendant 5 minutes à température ambiante. Les marquages membranaires 

sont ensuite effectués. Les cellules CD4
+
 sont identifiées à l’aide d’un anticorps anti-CD4 

(1µg pour 10
6
 cellules, FITC Rat anti-Mouse CD4, clone GK1.5, BD Pharmingen). Après une 

incubation à l’obscurité pendant 30 minutes et une étape de lavage en tamponn PBS, les 

cellules sont fixées et les membranes sont perméabilisées à l’aide des tampons disponibles 

dans les kits associés aux marquages intracellulaires. Les cellules Th1, Th2, Th17 et Treg sont 

ensuite identifiées grâce aux marquages intracellulaires réalisés par l’ajout des anticorps anti-

T-bet (anti-T-bet-Per-CP, clone 4B10, kit Santa Cruz biotechnology, USA), anti-GATA-3 

(anti-human/mouse GATA-3-PE, clone TWAJ, kit eBioscience), anti-ROR-γt (anti-ROR-γt-

FITC, clone 4G419, kit IMGENEX) et anti-Fox P3 (anti-Fox P3, clone 3G3, kit MACS 

Miltenyi Biotec, Allemagne), selon les recommandations du fabricant.  

Après une incubation à l’obscurité pendant 30 minutes et un lavage en tampon PBS, les 

cellules sont remises en suspension dans du tampon PBS. 

L’acquisition des résultats est effectuée grâce au système de cytométrie en flux Guava 

Easycyte Plus (Millipore) à l’aide du logiciel Guava cytosoft
TM

 (Data Acquisition and 

Analysis software version 5.3) qui permet également d’analyser les résultats.   

IV.2.8.  Analyses statistiques 

Les données sont analysées à l’aide du test statistique de Mann-Whitney ou du test t 

de Student. Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 

5.01. La différence est significative pour une valeur de p<0,05, (*p<0.05, **p<0.01  et 

***p<0.0001). 
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IV.3. RÉSULTATS  

IV.3.1. Caractéristiques physiologiques des souris Ax, Mx et CV  

Afin d’évaluer l’impact de la colonisation du tractus gastro-intestinal des souris  Ax 

par la souche L. casei (BL23), nous avons analysé différents paramètres (taille des cæcums et 

identification des cellules CD4
+
 et CMH II

+
 au niveau intestinal par marquage 

immunohistochimique) chez des souris Ax, Mx et CV naïves agées de 7 semaines environ.  

Les cæcums présentent des différences de taille, de masse et de couleur. Les cæcums 

des souris Ax et Mx sont de taille et de masse similaire. De plus, ils sont plus grands que celui 

des souris CV dont la masse représente environ la moitié de celles mesurées pour les souris 

Ax et Mx. Le contenu cæcal est donc moins important chez les souris CV et la couleur de 

celui des souris Ax (noir) est plus foncée que celui des souris Mx (marron) (Figure 33).   

 

 

Figure 33: Exemple de caecums prélevés chez des souris Ax, Mx et CV 
 
 

 

 

Les marquages immunohistochimiques effectués sur des coupes d’intestins 

congelés provenant de souris Ax, Mx et CV révèlent une proportion moindre de cellules 

CD4
+
 dans les intestins des souris Ax et Mx comparés aux souris CV. Les cellules CMH 

II
+
 (contrôle positif) sont présentes chez les différents lots de souris (Figure 34). 
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Figure 34: Marquage immunohistochimique sur des coupes congelées d’intestin  

Le marquage des cellules CD4+ et CMH II+ (en rouge) a été réalisé sur des coupes (5µm) d’intestin de souris congelé. Les résultats présentent 
les photos obtenues à l’aide du nanozoomer (grossissement X10). La photo présentée en coin est un grossissement (X40) de la zone délimitée 

par les pointillés. 

 

IV.3.2. Réponses anticorps induites par la sensibilisation expérimentale 

La Figure 35 présente les réponses IgE anti-BLG mesurées à J26 et J36 ainsi que les 

réponses IgG1, IgG2a et IgA anti-BLG mesurées à J36. Nous n’observons pas de différence 

significative entre les souris Ax et Mx pour les réponses anticorps anti-BLG. Chez les souris 
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CV, le niveau de production d’anticorps anti-BLG est significativement moins élevé par 

rapport aux souris Ax et Mx. 

 

Figure 35: Réponses anticorps spécifiques de la BLG (sérum) 

Les dilutions utilisées pour ces dosages diffèrent en fonction de l’anticorps (1/50 pour les IgE, 1/200 pour les IgG2a et les IgA et 1/20000 

pour les IgG1). Les résultats sont exprimés sous forme d’unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm. Les données ont été analysées à l’aide du test 

statistique Mann Whitney et les différences significatives sont indiquées entre les souris Ax, Mx et CV (* p<0,05; **p<0,001 et 

***p<0,0001). La médiane est indiquée. 

  

 
La Figure 36 présente les réponses anticorps anti-α-Lac mesurées à J36. Aucune 

réponse IgE anti-α-Lac significative n’est observée chez les souris Ax, Mx et CV (résultats 

non montrés). Le niveau de production des IgG1, IgG2a et des IgA dirigées contre l’α-Lac est 

supérieur chez les souris Ax et Mx comparées aux souris CV. 

 

 

Figure 36: Réponses anticorps spécifiques de l’α-lactalbumine (sérum) 

Les dilutions utilisées pour ces dosages diffèrent en fonction de l’anticorps (1/50 pour les IgE, 1/200 pour les IgG2a et les IgA et 1/20000 

pour les IgG1). Les résultats sont exprimés sous forme d’unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm. Les données ont été analysées à l’aide du test 

statistique Mann Whitney et les différences significatives sont indiquées entre les souris Ax, Mx et CV (* p<0,05; **p<0,001 et 
***p<0,0001). La médiane est indiquée. 
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La Figure 37  présente les réponses anticorps dirigées contre la caséine entière (CAS) 

mesurées à J36. Aucune différence significative n’est observée pour la réponse IgE. 

Cependant, les réponses IgG1 et IgG2a sont plus fortes chez les souris Mx comparées aux 

souris Ax et CV. La réponse IgA est supérieure chez les souris Ax et Mx comparées aux 

souris CV. Elle tend aussi à être plus forte chez les souris Mx comparées aux souris Ax. 

 

 

Figure 37: Réponses anticorps spécifiques de la CAS (sérum) 

Les dilutions utilisées pour ces dosages diffèrent en fonction de l’anticorps (1/50 pour les IgE, 1/200 pour les IgG2a et les IgA et 1/10000 

pour les IgG1). Les résultats sont exprimés sous forme d’unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm. Les données ont été analysées à l’aide du test 
statistique Mann Whitney et les différences significatives sont indiquées entre les souris Ax, Mx et CV (* p<0,05; **p<0,001 et 

***p<0,0001). La médiane est indiquée. 

 

 

 

 

 

La Figure 38  présente les réponses IgG1 et IgG2a dirigées contre les fractions de la 

CAS mesurées à J36. La réponse IgG1anti-cas αS1 est plus forte chez les souris Mx 

comparées aux souris Ax et CV. Les réponses IgG2a dirigées contre les caséines αS1, αS2 et 

κ tendent à être plus fortes chez les souris Mx comparées aux souris Ax. Aucune réponse 

spécifique de la caséine β n’a été détectée (non montré). 
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Figure 38: Réponses anticorps spécifiques des caséines (sérum) 

Les dilutions utilisées pour ces dosages diffèrent en fonction de l’anticorps (1/200 pour les IgG2a et 1/10000 pour les IgG1). Les résultats 

sont exprimés sous forme d’unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm. Les données ont été analysées à l’aide du test statistique Mann Whitney et 

les différences significatives sont indiquées entre les souris Ax, Mx et CV (* p<0,05; **p<0,001 et ***p<0,0001). La médiane est indiquée. 
 

 

 

La Figure 39 présente les réponses IgA sécrétoires spécifiques de la BLG et de la 

CAS  mesurées dans les échantillons fécaux prélevés à J36. Ces réponses sont plus fortes chez 

les souris Ax et Mx comparées aux souris CV. 

 

 

 

Figure 39: IgA sécrétoires spécifiques mesurées dans les échantillons fécaux  

Le dosage des IgA sécrétoires a été réalisé à partir d’échantillons fécaux dilués à 0,1mg de protéines totales/mL. Les résultats sont exprimés 
sous forme d’unité d’Absorbance (UA)  à 414 nm. Les données ont été analysées à l’aide du test statistique Mann Whitney et les différences 

significatives sont indiquées entre les souris Ax, Mx et CV (* p<0,05; **p<0,001 et ***p<0,0001). La médiane est indiquée. 
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IV.3.3. Réponses cellulaires (sécrétion de cytokines après réactivation in 

vitro) 

Aucune différence significative n’est observée pour la sécrétion d’IL-4 et d’IL-10 

après réactivation des splénocytes par la BLG ou la CAS. La sécrétion d’IFN-γ n’est détectée 

que pour les splénocytes des souris CV. Par contre, on observe une différence significative 

entre les souris Ax et Mx au niveau de la sécrétion d’IL-17 par les splénocytes réactivés par la 

BLG et la CAS (Figure 40 (A)).  

 Au niveau des ganglions mésentériques, on remarque que la production de cytokines 

de type Th2 (IL-4) est plus élevée chez les souris Ax et Mx comparées aux souris CV et que 

la production d’IL-17 est plus forte chez les souris Mx comparées aux souris Ax et CV 

(Figure 40 (B)). 

 

 

Figure 40: Sécrétion de cytokines après réactivation des cellules issues des rates (A) et des MLN (B) par la 

BLG et la CAS  

Les résultats sont exprimés en pg/mL sous forme de moyenne ±  SEM. Les données ont été analysées à l’aide du test t de student. Les 
différences significatives sont indiquées entre les souris Ax, Mx et CV (*p< 0,05 et  **p<0,005). 
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IV.3.4. Analyse des populations lymphocytaires chez les souris 

sensibilisées 

Les cellules Th1 n’ont été détectées que chez les souris CV. Le pourcentage de 

cellules Th2 est supérieur chez les souris Mx comparées aux souris CV. On observe la même 

tendance entre les souris Ax et CV mais la différence n’est pas significative. Le pourcentage 

de cellules Th17 est plus important chez les souris CV comparées aux souris Ax et Mx. Nous 

n’observons pas de différence significative concernant le pourcentage de cellule Treg (Figure 

41). 

  

 

Figure 41: Pourcentage de cellules T effectrices (Th1, Th2 et Th17)  

Les résulats montrent le pourcentage de cellules T effectrices (Th1, Th2 et Th17) déterminé par l’analyse par cytométrie en flux parmi les 

cellules issues des rates prélevées à la fin du protocole expérimental. Les données ont été analysées à l’aide du test statistique Mann Whitney. 
Les différences significatives sont indiquées entre les souris Ax, Mx et CV (*p<0,05, **p<0,001 et ***p<0,0001). La médiane (intervalle 

interquatile) est indiquée.  
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IV.4. DISCUSSION  

Notre étude montre que malgré la présence en monoxénie de la souche Lactobacillus 

casei BL23, les souris Mx présentent des caractéristiques très proches de celles observées 

chez les souris Ax.  

Par exemple les tailles des cæcums des souris Mx et Ax sont similaires et restent 

beaucoup plus grandes que celles du cæcum des souris CV. Cette différence est due à la 

présence d’une quantité plus importante de liquide dans le contenu caecal, car cet organe situé 

entre l’intestin grêle et le gros intestin est impliqué dans les processus d’absorption des 

fluides. L’importante rétention d’eau observée au niveau du cæcum des animaux axéniques 

est expliquée en partie par la diminution de la concentration en anions dans le contenu caecal 

(Asano 1969, Wostmann 1981). Dans notre étude, nous observons cependant une différence 

de couleur au niveau du contenu caecal chez les souris Mx et Ax. Chez la souris, cet organe 

permet la fermentation microbienne des aliments ingérés (Burns et al. 2004). Il contient en 

effet des bactéries spécifiques qui peuvent transformer certains aliments en nutriments 

absorbables. La différence de couleur du contenu caecal observée entre les souris Ax et Mx 

s’explique sans doute par la dégradation ou la digestion de certains composés par la souche 

BL23. 

 D’autre part, les marquages immunohistochimiques sur les coupes histologiques 

d’intestin révèlent également un déficit de cellules CD4+ chez les souris Ax et Mx par rapport 

aux souris CV. Enfin, le profil des différentes populations cellulaires (Th1, Th2, Th17 et 

Treg) observées dans les rates après la sensibilisation des souris est comparable entre les 

souris Mx et Ax. 

Toutefois, les réponses immunes spécifiques induites par la sensibilisation 

expérimentale révèlent des différences entre les souris Mx et Ax, en particulier au niveau des 

réponses dirigées contre la caséine. En effet, alors qu’aucune différence significative n’est 

observée entre les souris Ax et Mx pour les réponses dirigées contre les protéines du 

lactosérum (BLG et α-lactalbumine), la réponse IgG1 spécifique de la caséine αS1 est 

significativement plus élevée chez les souris Mx par rapport aux souris Ax. Les différences 

sont encore plus marquées au niveau de la réponse IgG2a car celle-ci concerne toutes les 

fractions de la caséine entière, à l’exception de la caséine β. De même, la production d’IgA 

sériques anti-CAS tend à être plus forte chez les souris Mx que chez les souris Ax. 
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 La modulation du développement des réponses anticorps spécifiques des caséines mais 

pas des protéines du lactosérum, peut être due à la capacité du L. casei à dégrader les 

caséines. En effet, les bactéries lactiques comme les L.casei sont capables de dégrader les 

caséines grâce à la production d’enzymes (protéinases et peptidases) spécifiques pour chaque 

fraction de la caséine (Hegazi 1987, Pürschel and Pollack 1972). Cette dégradation pourrait 

être à l’origine de la libération de composés immunogéniques responsables de l’augmentation 

des réponses immunes anti-CAS observées chez les souris Mx. Dans l’étude précédente sur 

l’impact d’une conventionnalisation à 6 semaines, nous avions suggéré que le niveau de 

sensibilisation des souris Ax contre les caséines pouvait être limité à cause de la nature 

insoluble des caséines et donc de leur incapacité à être transcytosées par les entérocytes. 

Cependant, chez les souris Mx, la dégradation des caséines par le L. casei pourrait conduire à 

la production de peptides solubles, capables d’être transcytosés et donc potentiellement de 

favoriser le développement d’une réponse immunogénique contre les caséines.    

La modulation des réponses immunes induites par la sensibilisation expérimentale 

peut également être due aux propriétés immunomodulatrices de la souche BL23. La 

réactivation in vitro des splénocytes ou des cellules de MLN par la BLG ou la CAS a ainsi 

permis de mettre en évidence une plus forte production d’IL-17 chez les souris Mx par 

rapport aux souris Ax. Il apparaît donc qu’au niveau des réponses spécifiques des protéines de 

lait, la présence de la BL23 puisse déclencher l’induction d’une réponse Th17 alors que nous 

n’avons pas vu d’effet notable de la monocolonisation sur la répartition des différentes sous-

populations cellulaires dans les rates de souris sensibilisées.  

Lors d’une étude précédente, des administrations orales répétées d’un mélange de 

BL23 et de BLG à des souris CV avait permis d’inhiber le développement d’une réponse IgE 

lors de la sensibilisation expérimentale contre la BLG (Hazebrouck et al. 2009a). Dans ces 

conditions, la réactivation par la BLG des splénocytes des souris pré-traitées avec la BL23 et 

la BLG s’était également caractérisée par une très forte production d’IL-17 et à un niveau 

moindre, d’IFN-γ. Il apparaît donc que dans ces conditions, l’effet principal de la BL23 n’est 

sans doute pas d’induire des réponses immuno-suppressives (en favorisant l’activation de 

cellules Treg) mais plutôt d’induire une réponse pro-inflammatoire. 

Dans notre étude, l’absence d’influence de la souche BL23 pour la prévention des 

réponses IgE indique que l’implantation de la BL23 ne peut pas contre-balancer la déviation 

Th2 du système immunitaire des souris Ax.  
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Cependant, comme Languedries et al. l’ont très bien exprimé, c’est sans doute la pression 

bactérienne intense et diversifiée au sens large, exercée sur les muqueuses en bas âge, qui 

serait la clé de l’homéostasie ultérieure plutôt que la sélection de bactéries réputées moins 

agressives (Langhendries et al. 2010). Il serait donc sans doute intéressant d’étudier l’impact 

d’une présence précoce de la BL23 dans le tractus digestif des souris suivie d’une 

conventionnalisation (en imposant une période de monoxénie limitée dans le temps) afin 

d’induire une meilleure maturation du système immunitaire par rapport à celle induite par la 

seule présence du lactobacille.  
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CONCLUSIONS GENERALES ET 

PERSPECTIVES  

 

L’objectif de mes travaux de thèse était d’évaluer le rôle du microbiote intestinal sur la 

susceptibilité de l’hôte à développer des réponses de type allergique à l’aide d’un modèle de 

souris BALB/c gnotoxéniques. 

Une étude précédant mon arrivée avait déjà montré que le modèle des souris BALB/c 

gnotoxéniques était pertinent. Elle avait en effet mis en évidence le développement de 

réponses IgE plus élevées chez les souris Ax comparées aux souris CV après une 

sensibilisation intrapéritonéale en présence d’adjuvant.   

 

Les premiers travaux effectués durant ma thèse ont montré que l’injection 

intrapéritonéale de BLG chez les souris Ax ne nécessitait pas d’adjuvant pour induire la 

production d’IgE spécifiques et que l’absence de microbiote intestinal permet donc de révéler 

les propriétés sensibilisantes intrinsèques de la BLG. Toutefois, l’administration de caséine 

dans les mêmes conditions n’a pas conduit à l’induction d’une réponse IgE spécifique. Ce 

protocole d’injection sans adjuvant était donc inadéquat pour l’évaluation des propriétés 

allergéniques intrinsèques de la caséine et donc des aliments en général. Ces résultats 

suggéraient également que pour étudier les phénomènes de sensibilisation aux protéines de 

lait de vache, il était sans doute plus intéressant d’opter pour une sensibilisation orale avec du 

lait afin de pouvoir évaluer les réponses induites par les différents allergènes du lait tout en 

respectant la matrice alimentaire et une voie de sensibilisation physiologique.  

 

L’utilisation de ce protocole de sensibilisation par voie orale a ainsi confirmé que le 

niveau de sensibilisation des souris Ax est plus élevé que celui des souris CV, en particulier 

pour la BLG. De plus, la réponse IgE dirigée contre la BLG est induite de façon plus précoce 

par rapport à celle contre la caséine.   

L’application de ce protocole de sensibilisation à des souris Ax conventionnalisées à 

différentes périodes du développement nous a ensuite permis de mettre en évidence, pour la 

première fois à notre connaissance, que la fenêtre d’implantation du microbiote intestinal 

influence de manière déterminante la susceptibilité de l’hôte à développer une sensibilisation.  
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En effet,  la conventionnalisation réalisée trois semaines après le sevrage ne permet pas de 

retrouver les effets « protecteurs » d’un microbiote intestinal normalement acquis à la 

naissance. A l’inverse, la conventionnalisation au moment du sevrage diminue la 

susceptibilité des souris à développer les réponses caractéristiques de la sensibilisation et de la 

réaction allergique. Cette protection contre le développement de réponses de type Th2 est 

certainement due à la réponse pro-inflammatoire du système immunitaire induite lors de la 

conventionnalisation. Elle se fait peut-être au prix d’une sensibilité accrue à des pathologies 

mettant en jeu le développement de réponses de type Th1 et Th17. Il serait donc sûrement très 

intéressant de tester l’influence d’une implantation tardive du microbiote intestinal dans un 

modèle de colite expérimentale afin de mesurer l’impact d’un retard de colonisation 

bactérienne sur le développement des maladies inflammatoires intestinales.  

 

Mes travaux ont donc mis en évidence l’importance de la fenêtre temporelle 

d’implantation du microbiote intestinal qui correspond à la fenêtre d’opportunité permettant 

l’action de l’environnement sur l’organisme. Au début de ma thèse, les données de la 

littérature indiquaient qu’une conventionnalisation même tardive était capable d’induire une 

maturation correcte du système immunitaire intestinal (par exemple, pour le développement 

du GALT (MLN, PP, LP…)) et permettait de retrouver les caractéristiques d’un animal 

conventionnel. Cependant, particulièrement depuis cette année, de plus en plus d’études 

confirment que la colonisation tardive du tractus digestif des souris Ax induit des 

modifications persistantes à long terme au niveau du système immunitaire et de sa réactivité à 

différents stimuli. Certaines différences, au niveau du transcriptome, ont même été rapportées 

entre des souris CV et des souris nées de souris Ax mais conventionnalisées dès la naissance, 

suggérant ainsi que dès la vie utérine, le microbiote de la mère pourrait jouer un rôle 

important pour le développement du fœtus (Yamamoto et al. 2012).  

Ces différentes données confirment l’intérêt des modèles de souris gnotoxéniques qui 

permettent d’évaluer l’importance du microbiote intestinal sur le développement du système 

immunitaire de l’hôte et sur sa réactivité. Elles révèlent cependant également leur faiblesse 

puisque toute période sans microbiote (ou avec un microbiote réduit) peut induire chez l’hôte 

des effets à long terme, qui ne pourront pas être corrigés par l’implantation d’un microbiote 

plus ou moins complexe.  
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Dans ce cadre, il serait sans doute nécessaire de confirmer les résultats obtenus sur 

souris gnotoxéniques à l’aide d’autres modèles expérimentaux sur des souris 

conventionnelles, soit en utilisant des nouveau-nés, soit des animaux transgéniques ou tout 

autre stratégie permettant de s’affranchir des effets induits par les périodes d’axénie 

(utilisation d’antibiotiques par exemple).  

La caractérisation des modifications épigénétiques induites par la composition du 

microbiote intestinal devrait également être incluse dans les prochaines expériences afin de 

caractériser les effets du microbiote intestinal sur le système immunitaire durant les périodes 

précoces du développement. L’étude de ces modifications stables et transmissibles pourrait 

peut-être permettre de mieux comprendre la variabilité interindividuelle observée durant les 

expériences. 

 

L’impact de la colonisation néonatale des souris Ax par la souche Lactobacillus casei 

BL23 semble assez limité même si des effets significatifs ont été observés au niveau des 

réponses anticorps spécifiques des caséines. La présence d’une diversité réduite d’antigènes 

bactériens est sans doute insuffisante pour stimuler la maturation du système immunitaire. 

Dans ce cadre, nous envisageons de limiter la période de monoxénie aux premières 

semaines de vie des souris puis de les conventionnaliser afin d’assurer un certain niveau de 

maturation du sytème immunitaire. Nous pourrions ainsi évaluer si la présence précoce du L. 

casei dans le tractus digestif induit des effets bénéfiques sur le développement d’une 

sensibilisation au lait de vache.  

D’autres souches bactériennes, avec des propriétes immuno-régulatrices différentes, 

pourraient également être testées. Notre étude sur la conventionnalisation des souris à 3 

semaines suggèrent un rôle potentiellement protecteur des bactéries Clostridium leptum. Nous 

pourrions ainsi évaluer les effets de souches bactériennes appartenant au genre Clostridium 

leptum comme Faecalis praustnizii du fait de l’implication de ces souches dans des effets 

bénéfiques déjà décrits pour l’hôte. Ces souches pourraient être testées en les implantant au 

moment du sevrage afin de voir si elles sont capables d’induire une réponse pro-

inflammatoire du système immunitaire et si elle affecte de manière significative le 

développement d’une sensibilisation de type allergique.  

Les études impliquant une implantation durant la période néonatale pourraient être 

ensuite réalisées avec des souches bien caractérisées car la mise en place d’un élevage de 

souris monoxéniques dès la naissance nécessite d’importants moyens.  
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Enfin, mes travaux de thèse visaient essentiellement à étudier les aspects immuno-

analytiques de la sensibilisation allergique expérimentale.  

J’ai aussi pu aborder certains aspects cellulaires, notamment la caractérisation par cytométrie 

en flux des différentes populations lymphocytaires au niveau intestinal et systémique. J’ai 

également mis en place les techniques d’immunohistochimie qui n’étaient pas encore utilisées 

au laboratoire.  L’étude des mécanismes cellulaires mis en jeu lors du développement d’une 

sensibilisation vont faire maintenant l’objet d’études plus ciblées au laboratoire.  
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